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Hematopoese - Conceito

* Processo biologico coordenado com a expressao de genes,
regulados por citocinas hematopoiéticas, através do qual as
células-tronco primitivas proliferam e se diferenciam para
produzir as células maduras do sangue

* Ainteracao complexa entre os processos genéticos intrinsecos
das células e seu microambiente, determinara o estado
quiescente, a proliferacao, diferenciacdao ou auto-renovacao
das células - tronco, células progenitoras e células maturas
especializadas
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Locais de producao

Meses - vida Nascimento
. g Medula Ossea
intrauterina

o W Hematopoese
[ Fetal
o :::I r’/:h_-ll- Anos de vida

Fisioldgicos:
O processo se inicia no embrido no saco vitelino (19 dia de vida ), na semana 9 a 24
ocorre no figado fetal. A partir da 242 semana a Medula dssea é o principal produtor

MO ativa no adulto: pelve, vértebras, craneo, maxilar inferior, esterno, costelas,
umero, fémur.

CBPC/ML 2011

foriandpolis




Hematopoese — Funcao

1- Preservacao da vida
* nutricao
* energia
* renovacao do “pool” de células tronco
* manutenc¢ao do “status quo”

2- Resposta a agressoes

* anemia

* sangramento
* infeccao
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Tecidos Hematopoéticos

CENTRAL OU PRIMARIO
1- Medula 6ssea: maior n2 célula tronco Amigdalas

Timo

Ducto loracico

2- Timo: Maturagao de células progenitoras T
Exportagao para tecidos secundarios

Bago
Apendice
Placas de

\\\Peyer

)

Medula Ossea

PERIFERICO OU SECUNDARIO

1- Baco: Fase final de maturagdo de eritrécitos
Reparagao e destruicao celular, fagocitose
“Pool” linfocitos imunocompetentes
Depdsito de plaquetas

2- Linfonodo e MALT: Atuam como filtros.
Atividade imunoldgica
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Hematopoese — Producao

Célula Vida Média Morte/Dia Producdo/Hora
Eritrocitos 120 dias 240 bilhdes 10 bilhdes
Leucaocitos Dias a Anos | 24 bilhdes 1 bilhao
Plaguetas 10 dias 100 bilhoes 4 bilhdes

O sangue periféerico contem 24 trilhdes de eritrocitos
= 1 1/3 |das células do organismo

By 7N
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Estudos Da Medula ossea

Puncdo / Aspiracao
Mielograma (May Grunwald- Giemsa)
Perl (depositos de ferro)

Biopsia MO
Morfologia

Imunohistoquimica
Citogenetico (cariotipo hormal 46,XY 6 46,XX)
CITOMETRIA DE FLUJO
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Células- tronco / Classificacao

Estado evolutivo Potencialidade celular

Embrionadrias: Totipotentes - é o ovulo fertilizado,

Células do estagios inicial do embriao, n capazes de originar um individuo
originam as multiplas células completo .
especializadas que formam o organismo

Pluripotentes: células do interior do

blastocisto. Capacidade de
diferenciacao a tecidos procedentes

Somaticas ou Adultas: das 3 capas embrionarias, ndo
. : _ r\ produzem um individuo.
Células dos tecidos e 6rgaos, geram
células do tecido da capa embrionaria Multipotentes:capacidade de
S I I diferenciacao a tecidos procedentes da

mesma capa embrionaria.
Ex. célula-tronco hematopoética.

By T
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Células- tronco
Evolucao

Masa celular interna
(embrioblasto)

Células
madre
embrionarias

z . , . C
Ovulo Cigoto Morula Blastocisto em‘;‘:{;‘;is
fecundado
\ 4
In vivo
v
Ectoderno Mesodermo Endodermo \ 4
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Cerebro  Piel Sangre Musculo Intestino Higado @ /O /0 /.
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Medula Ossea

Células tronco
hematopoéticas

Células nao-hematopoéticas maduras
Céls. epiteliais de figado, iim, pulmao,
pele, Gl
Céls neuronais, glia, mielina
Céls. musculo cardiaco e
esquelético

l

Progenitoras de
células endoteliais

TERAPIA
CELULAR
ou
MEDICINA
REGENERATIVA



Célula-Tronco Hematopoetlca (CTH)
ncm
. C|tocmas j-
/. AUTO- RENOUAQAO \ —}

@

CTH
divisdo assimétrica

. DIFERENCIAGAO @ @)
S

células especializadas

Matriz estromal

microambiente adequado para proliferagao e
diferenciagao

* citocinas hematopoéticas ;
(fatores de crecimiento, hormonios) : g *‘%",’}tﬂ,
e matriz extracelular (fibronectina, coldgeno,

laminina, proteoglicanos, hialurénico
e interacgdo célula/ célula

(osteoclastos, fibroblastos, células endoteliaes,
reticulares e dendriticas, macréfagos)

HEMATOPOESE

W
Platclets
=5

A4

Erythrocyte

Enythroid progenitor
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Célula-Tronco Hematopoética (CTH)

Primeira célula tronco identificada
Capacidade de auto-renovacao e diferenciacao
Origina os bilhdes de elementos de sangue periférico

A medula dssea, sangue periférico (em mobilizacdo) e o cordao umbilical sao
as principais fontes de CTH, utilizadas para o transplante.

Se originam de células progenitoras.
Perdem a capacidade de auto-renovacao

Sao diferenciadas: apresentam caracteristicas especificas de uma linhagem
celular
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CTH e Progenitoras Linhagem
comprometidas (Lin+)
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Marcador antigénico de CTH

CD34

* Cadeia unica de glicoproteina transmembrana expressada em
células-tronco, endotélio vascular, fibroblastos embrionarios e
algumas células de figado fetal e tecido nervoso adulto.

* Promove adesao interativa entre células-tronco e elementos da
matriz estromal em medula 6ssea

* Provavelmente regula a associacao entre células-tronco e o
microambiente, via regulacao indireta de fatores de adesao.

» E o principal marcador antigénico utilizado na clinica,
para identificacao de células-tronco hematopoéticas
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Marcadores antigenicos utilizados para
deteccao de CTH e definicao de linhagem

< Pan-Hematopoético Cr:5

@

CD34, CD38, CD117, Mieldide Linfoide B
HLA-DR, CD90 ,AC133, MPO, CD13, CD33, CD35, CD19, cCD79a, cCD22
TDT, CD36, CD61, CD64, CD105,

-

Linféide T

CD123, CD203c cCD3, CD7, CD5

Células NK
CD44, CD56, CD135

CBPC/ML 2011
ﬂorimopo(is
=



Dot Plot - Populacoes na MO normal pela
expressao de CD45

= Granuldcitos

Monadcitos

Linfocitos

CTH CD34+
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Fenotipo das CTH Imaturas

CFU-Blastos

8. e e

N ESTADIOTI ESTADIOII  ESTADIO III

£\ Auto-renovagéo CD34+ CD34+ CD34+
Capacidade de CD117% CD117* CD117*
diferenciagéo HLADR+ HLADR+ HLADR+
CFU:Unidade CD38-/+ CD38+ CD38+
Formadora de CD90+ CD90-/+ CD90-
Col6nias AC133+ AC133- AC133-
Lin+

M Fonte: Brendel C.;Neubauer A..Characteristicsand
analyses of normal and leukemic stem cells: current

M concepts and future directions. Leukemia 2000. 14; 1711-
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IMF de CD34+ CTH
Linhagem comprometidas (Lin +)

Eritroide 15 5-35 :
Megacariocitica <1 ;
Neutrofilica 31 12-39 %
Eosinofilica <1 <
Basofilica <1 <1-3 )
Monocitica 5 3-15

Mastocitica <1

Dendritica Pl 6 1-15

Linfoide B 23 <1-45

Total 81

% CD34* CTH: 1.1 + 0.6 (0.3-2.6)
e

CBPC/ML 2011

foriandpolis

Orfao A. , Simpésio Citometria, Sao Paulo 2009




CTH Linhagem comprometidas (Lin+)
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Caracteristicas de dispersdo de luz: Precursor Linfdide: <SSC ,<FSC
SSC:Complexidade citoplasmatica
FSC: Tamanho Precursor Mieldide: >SSC ,>FSC

CBPC/ML 2011



Marcadores fenotipios das CTH
comprometidas a Lin. Mieldide

Linhagem SSC Marcadores Marcadores
Celular Precoces Adicionais
Eritrdides Estavel CD36+ CD105
Megacariociticas | Alto CD61+
Granulociticas Alto MPO+ CD15/65,
CD64
Basofilos Baixo CD123+ forte,
CD203c
Mastocitos Baixo CD117+forte Triptase
CD203c
Monociticas Estavel CD64+ CD35
Dendriticas Pl Estavel CD123+ forte
CD36+
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Identificacao fenotipica das CTH CD34+
comprometidas a Lin Linfoide B

Precursor B CD34*
CD34+  CD34P \\“
CD19°  CD19* %3
CD22+  CD22+ L
CD38-  CD38+ N
CD45'©  CD45'° T
HLADR+ HILA-DR+

TER 1024

CD117- CD117-
TdT+ TdT+

TREN SFORMED S50 -
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Fenotipo das Células tronco hematopoiéticas
linhagem linféide T/NK/DC

Precursor T
Precursor CD34* Precursor CD34-/+
T/NK/DC CD117+
CD7+ . . .
CD34+ CD34: ) b5,  Timécito Imaturo
CD135+ CD135-/+ CYCD3+
CD38+ CD38+ CD25+
HLADR+ HLA DR+ CTDT+
CD45+/- CD45RA+
CD13-/+ Precursor NK/CD
CD33-/+ )  pgqv  =Smssmmmm)  Precursor de DC
CD5-
CD34+
— Precursor NK
CD44M!
CD5-
CD34+
M CD161+
R CD122+
CBPC/ML 2011 CD56-
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Identificacao fenotipica

Células Imaturas da Linhagem mieldide
Expressao de CD117+ e ou CD34+

i

SSC

i

Frecursores
COD117+CD34-
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CD64 PE

Identificacao fenotipica das CTH CD34+
comprometidas a Lin Mieldide
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Identificacao fenotipica das CTH CD34+
Linhagem comprometidas
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MO Normal e alterada
CTH CD34+

Informacao Fenotipica

* |dentificacao e enumeracao das CP CD34+ da MO e seu comprometimento
as diferentes linhagens :

— Imaturas e comprometidas a linhagem neutrofilica e linfoides B

— Outras CP: monociticas, basofilicas, dendriticas (pDC), mastociticas e
eritroides.

e Caracterizacao fenotipica dos diferentes compartimentos das CP CD34+
( MO normal x MO alterada) :
— Deteccao de bloqueios maturativos em MO displasica

— Investigacao de padroes alterados na expressao de antigenos
individuais.



Caracterizacao imunofenotipica
MO normal x MO alterada

MO Normal

Granuloécitos

SSC
SSC
25C

CD45

Orfao A., Simpésio Citometria, Sao Paulo 2009
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Alteracoes da Hematopoese

Celularidade

MO

MO

J4 MO

1 MO (bl)
™ MO

™ MO

SP

+ SP

+ L SP

+ 4 SP(1hl)
+ L SP

+ PSP

U
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MIELODISPLASIA

APLASIA MEDULAR

LEUCEMIA AGUDA

MEGALOBLASTICA

MIELOPROLIFERATIVO



Importancia da diferenciacao imunofenotipica da
Hematopoese

O conhecimento da expressao fenotipica dos marcadores de linhagem,
maturidade e imaturidade na hematopoese normal é fundamental
para o reconhecimento dos padroes anormais de diferenciagao

E importante combinar os anticorpos monoclonais em painéis que
permitam separar as diferentes populacoes de acordo com a linhagem,
seu grau de diferenciacao e detectar a presenca de desvios ou
aberracoes celulares
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