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RESUMO

Esta pesquisa objetivou estudar a proliferacdo celular através do marcador Ki-67 e CD71 nas
leucemias agudas, bem como estabelecer a relacdo entre eles e sua relagdo com a resposta
terapéutica. Os pacientes foram selecionados de forma prospectiva tendo inicio em dezembro
de 2008 e término em novembro de 2009 (12 meses). Foram coletadas amostras de medula
Ossea ou sangue periférico de 54 pacientes diagnosticados com leucemias agudas,
provenientes do hospital de referéncia para tratamento oncoldgico no estado do Maranhé&o (no
nordeste brasileiro), sendo determinada a expressdo dos marcadores Ki-67 e CD71 por
citometria de fluxo. A maior parte dos pacientes era da regido nordeste, seguidos da regido
central, noroeste, sudoeste e sudeste do Maranhdo. N&o houve pacientes da regido sul do
estado. Os valores da expressdo de Ki-67 em medula 6ssea e sangue periférico no total de
pacientes apresentaram-se maiores na LLAB que as demais leucemias agudas. O CD71
apresentou na medula éssea uma maior expressdao na LLAT e no sangue periférico, uma maior
expressdo na LMA. Foi observada diferenca estatistica na expressdo de Ki-67 em sangue
periférico e medula dssea apenas na LMA. Foi observada correlacdo positiva entre o Ki-67 e
CD71 em sangue periférico na LLAB. Na medula dssea, 0s marcadores apresentaram
correlacdo linear na LMA. Né&o foi encontrada relacdo entre os marcadores de proliferacao
celular e a resposta ao tratamento. Uma continuidade do estudo de proliferagdo celular com
um numero de pacientes maior, atrelados a outras técnicas de proliferacdo celular se faz
necessaria para avaliacdo de outros pardmetros como a evolugdo clinica, prognostico e
sobrevida dos pacientes leucémicos em nosso estado.

Palavras-chaves: leucemia aguda, proliferacdo celular, Ki-67 e CD71.



ABSTRACT

This research aimed to study cell proliferation by Ki-67 marker and CD71 in acute leukemias,
as well as establish the relationship between them and their relationship to therapeutic
response. Patients were selected prospectively commencing in December 2008 and ending in
November 2009 (12 months). Samples were collected from bone marrow or peripheral blood
of 54 patients diagnosed with acute leukemia, from the referral hospital for cancer treatment
in the state of Maranhdo (northeastern Brazil) and determined the expression of Ki-67
markers and CD71 by flow cytometry. Most patients were from the northeast, followed by the
central, northwest, southwest and southeast of Maranhdo. No patients were in southern state.
The values of Ki-67 in bone marrow and peripheral blood in the patients were higher in B-
ALL than other acute leukemias. The bone marrow CD71 showed increased expression in T-
ALL and peripheral blood, increased expression in AML. Was no statistical difference in Ki-
67 in peripheral blood and bone marrow only in AML. A significant positive correlation
between Ki-67 and CD71 in peripheral blood in B-ALL. In bone marrow, the markers showed
a linear correlation in AML. No relationship was found between markers of cell proliferation
and response to treatment. A continuing study of cell proliferation with a greater number of
patients, coupled with other techniques of cell proliferation it is necessary to evaluate other
parameters such as clinical course, prognosis and survival of leukemia patients in our state.

Keywords: acute leukemia, cell proliferation, Ki-67 and CD71.
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As leucemias agudas sdo neoplasias primarias de medula dssea caracterizadas por
formarem um grupo heterogéneo de doencas, nas quais existe a substituicdo dos elementos
medulares e sangiineos normais por células imaturas denominadas blastos, bem como

acumulo destas células em outros tecidos (ZHANG et al, 2006).

As leucemias sdo as neoplasias mais comuns na crianga, correspondendo a cerca de
30% de todas as doencas malignas em pacientes com menos de 15 anos de idade (BATHIA,
ROBINSON, 2003). As leucemias linfoides agudas (LLAs) sdo mais frequentes que
leucemias mieldides agudas (LMAS), representando 80-85% de todas as leucemias em

menores de 14 anos de idade (CHOWDHURY; BRADY, 2008).

As manifestacdes clinicas das leucemias agudas séo explicadas pela fisiopatologia da
doenca. De qualquer forma, o efeito final é a diminuicdo da producdo de hemacias,
granuldcitos e plaquetas, causando quadro de anemia, neutropenia e plaquetopenia no sangue
periférico. Um aspecto importante € que a maioria dos pacientes com leucemia apresenta
doenca disseminada ao diagndstico, notando-se, muitas das vezes, a presenca de células
blasticas leucémicas no sangue periférico e envolvimento do baco, figado e linfonodos

(POMBO — DE - OLIVEIRA et al., 2004).

Morfologicamente, todas as leucemias agudas sdo caracterizadas pela presenca de
células hematolodgicas imaturas. O grande problema é diferenciar tais células, se é linhagem
mieloide ou linfoide, e mais, determinar a sub-linhagem, ou seja, 0 seu subtipo. Apesar de
morfologicamente semelhantes, o tratamento de tais doencas difere sobremaneira entre seus
diferentes tipos ou subtipos. Deste modo, diagnosticar corretamente representa uma grande
possibilidade de cura. Falhar no diagndstico corresponde a erro no tratamento e Obito

(OLIVEIRA, 2004).
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A citometria de fluxo surgiu como uma poderosa tecnologia capaz de fazer o
diagnostico diferencial preciso e exato de quase 99,0 % dos subtipos de leucemias agudas,

através da imunofenotipagem com os anticorpos monoclonais (JAFE et al, 2008).

A utilizacdo desta tecnologia é ampla em laboratorios clinicos e de pesquisa pela
disponibilidade do estudo dos antigenos em membrana celular, componentes
intracitoplasmaticos e nucleares. Ela tem sido utilizada na investigacdo da célula como um
todo ou em seus constituintes celulares, como organelas, nacleo, DNA, RNA, cromossomos,
citoguinas, horménios e contetdos protéicos. Métodos para estudos funcionais celulares estao
em constante desenvolvimento por esta tecnologia, como por exemplo: proliferacdo celular,

sintese de DNA e analise do ciclo do DNA celular (BACAL; STRACHMAN, 2003).

A aplicacdo de marcadores de proliferacdo celular assegura ndo sé uma medida mais
acurada da quantidade de células em proliferacdo, por estarem expressos nos varios estagios
do ciclo celular, como também a possibilidade de investigacdo das neoplasias humanas de
maneira simplificada, rdpida e pouco dispendiosa (HALL; LEVINSON, 1990;

RABENHORST et al.; 1994).

Os estudos de proliferacdo tentam correlacionar marcadores de proliferacdo com a
sensibilidade a regimes quimioterapicos de inducdo e com a resposta ao tratamento,
traduzidos pela obtencdo de remissdo completa, maior duragdo da remissdo, maior sobrevida

total e maior sobrevida livre de doenga (BEITLER, 1997).

A idéia de que proliferacdo celular e agressividade neoplasica possa se tratar de
fendmenos associados ndo é recente. Desde a década de 70 varios autores procuraram
correlacionar parametros cinéticos das células leucémicas com a sensibilidade a regimes

quimioterapicos de inducdo e com a sobrevida (RICCARDI et al., 1986).
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O anticorpo Ki-67 reconhece um antigeno que esta associado ao nucleo celular e que,
em células continuamente ciclizantes, é expresso em todas as fases do ciclo celular, exceto em
GO, permitindo a avaliacdo da fracdo de crescimento de células normais ou neoplésicas.
Assim, o indice de proliferacdo avaliado pela porcentagem de células positivas para o Ki-67
representa um importante marcador de prognéstico em varios estudos (GERDES et al.,1984;

TIEMANN et al,, 2005; KATZENBERGER et al, 2006; SCHRADER et al, 2004).

O ferro, um dos elementos fundamentais da vida, € transportado por transferrina no
soro e absorvida pelas células através do receptor de transferrina (PONKA, 1999;
KAWABATA et al, 2001). O receptor de transferrina € amplamente expresso na membrana,
proteina esta que desempenha um papel fundamental no metabolismo do ferro. A transferrina
se liga ao ferro férrico com alta afinidade para solubiliza-lo, tornando-o reativo e entregando-
0 as células (RENEE et al, 2003). O receptor de transferrina CD71 tem sido utilizado para
medir a cinética celular, pois células que estdo proliferando requerem ferro e, portanto,

expressam o receptor de transferrina (PILERI et al., 1987).

Antes da realizacdo deste trabalho, ndo se utilizavam técnicas para determinacdo da
proliferacdo celular nas leucemias agudas em nosso estado. Como consequéncia, inexistiam
dados cientificos sobre a proliferacdo celular em nossa populacdo. Deste modo, o presente
trabalho vem contribuir com a implantacdo de técnicas que anteriormente ndo eram utilizadas

em nosso meio, colaborando com a formacéo técnica-cientifica em nosso estado.

Além disso, a proliferacdo celular esta intimamente ligada a agressividade neoplasica e
a resposta terapéutica. Portanto, esta pesquisa fornece informagfes que associadas ao
diagnostico, podem contribuir de forma significativa para a elevagdo das taxas de cura, bem

como a melhora da qualidade de vida dos pacientes leucémicos em nosso estado.
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2 - FUNDAMENTACAO TEORICA
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2.1 Leucemias: Histdrico, Biologia, Classificacdo e Epidemiologia

A primeira descri¢do de um caso de leucemia foi feita por Velpeau em 1827, apesar de
algumas observacdes terem sido feitas desde 1825 sobre pacientes com aumento do volume
do baco e aparentarem sangue espesso. Apesar de ndo se observar foco infeccioso, devido ao
aspecto do sangue, estas mudancas foram atribuidas a presenga de “material purulento” no
sangue, introduzindo-se o termo “leucocitemia”. Em, 1847, Virchow utilizou o termo “sangue
branco” ou “leucemia”, palavra que deriva do grego, para descrever a aparéncia pouco
caracteristica do sangue de seu paciente, e a inversdo da proporcdo usual de células brancas e

vermelhas (MILLER, 1991).

A leucemia resulta de uma proliferacdo desordenada de células hematopoéticas,
chamadas de blastos, que ocupam o espaco das células normais na medula dssea e
disseminam-se para o sangue periférico e 6rgdos como baco, figado e linfonodos (GUNZ,

1990).

Tradicionalmente, as leucemias sdo agrupadas em agudas e crénicas com base na sua
historia natural e no nivel de maturacdo das células neoplasicas. A leucemia aguda possui um
curso clinico mais rapido, caracterizando-se por um defeito na maturacéo, o que induz a um
acumulo de células imaturas (blastos) e, se ndo tratada, leva ao 6bito em poucas semanas ou
meses. As leucemias crénicas, ao contrario, sdo definidas por hiperplasia macica de elementos
maduros e tém curso indolente, com historia natural que pode durar até anos (MENDES,

2002).

As leucemias sdo classificadas em linféide, mieloide e bifenotipica, dependendo da

linhagem de células afetada. Alguns hematologistas franceses, americanos e britanicos
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formaram o grupo cooperativo FAB em 1976, introduzindo e padronizando critérios
diagnosticos para a classificacdo das leucemias. Segundo esta classificacdo, as leucemias
mielodides agudas sdo subclassificadas em 8 tipos: MO (LMA sem diferenciacdo morfoldgica),
M1 (LMA com minima diferenca morfoldgica); M2 (LMA com diferenciacdo); M3 (LMA
promielocitica; M4 (LMA mielomonocitica); M5 (LMA monocitica); M6 ( eritroleucemia) e
M7 ( LMA megacarioblastica) (JENNINGS; FOON, 1997; LUSIS, 2000; YAMAMOTO,
2000). Por outro lado, segundo essa mesma classificacdo, as leucemias linfoides agudas foram
subdividas em L1 (cujos blastos sdo pequenos, de tamanho uniforme com alta relacdo nucleo
citoplasma, citoplasma escasso e nucléolo pouco evidente), L2 (blastos de tamanho variavel,
com baixa relacdo nucleo citoplasma, citoplasma baséfilo e nucléolo Unico e evidente) e L3 (
blastos de tamanho uniforme e citoplasmas intensamente basofilo com vactolos) (BENNETT

et al, 1976).

Em 1995, o grupo europeu para caracterizacdo das leucemias (EGIL) estabeleceu
critérios para a classificacdo imunoldgica das mesmas baseadas na expressdo dos marcadores
celulares. As leucemias agudas foram divididas em LLA de linhagem B e de linhagem T,
sendo ambas ainda subdivididas em quatro tipos (Bl a BIV e Tl a TIV). A LMA foi
subdividida em 6 tipos (mieolomonocitica, eritroide, megacariocitica, pouco diferenciada,
LMA TdT+ e LMA associada com a expressdo associada de um ou dois marcadores
linféides). A leucemia bifenotipica (BAL) foi assim designada de acordo com a expressao de

dois ou mais marcadores de diferentes linhagens. (BENE et al, 1995).

Dados revelam que as leucemias representam 31% de todos os casos de cancer em
menores de 15 anos e 25% em menores de 20 anos e sua ocorréncia varia de acordo com a

faixa etaria, acometendo 17% de criangas menores de 1 ano de vida, aumentando para 46%
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aos 2 e 3 anos de idade, e entdo diminuindo para 9% aos 19 anos de idade (SMITH; RIES,

2002; INCA, 2009).

Nos Estados Unidos da América, entre 1992 e 2004 foi constatada uma taxa de
incidéncia de leucemia em menores de 14 anos de 41,4/1 milhdo de pessoas (LINABERY;
ROSS, 2008). Na Inglaterra e no Pais de Gales a incidéncia média de leucemia em menores
de 14 anos passou de 38,3 entre 1971 a 1975, para 46, 1/ 1 milhdo de pessoas no periodo de

1996 a 2000 (SHAH; COLEMAN, 2007).

Segundo o Instituto Nacional do Céancer (2008), as primeiras informacdes sobre a
incidéncia de cancer na infancia no Brasil foram apresentadas pelo Registro de Céancer de
Base Populacional (RCBP) de Séo Paulo (1969-1978), Recife (1967-1979) e Fortaleza (1978-
1980). Nestas localidades, as leucemias foram o tipo de cancer infantil mais incidente, tanto
no sexo masculino como no feminino. A segunda publicacdo da International Agency For
Research On Cancer (IARC) mostrou os resultados dos RCBP de Goiania (1989-1994) e
Belém (1987-1991), sendo as leucemias o tipo mais incidente nestas localidades (PARKIN et

al., 1998).

Estudos mostram demonstraram uma tendéncia decrescente na mortalidade por
leucemia aguda no Brasil no periodo entre 1980 e 2002. Segundo os autores, hd uma
correlacdo significativa entre o indice de exclusdo social e as taxas de mortalidade por
leucemia aguda, pois a mortalidade diminuiu nos estados mais desenvolvidos. Houve um
decréscimo da mortalidade em ambos os sexos no Distrito Federal e nos estados do Espirito
Santo, Goias, Minas Gerais, Parana, Rio Grande do Sul e Sdo Paulo, observando-se, em
contrapartida, aumento da mortalidade por leucemia aguda nos estados de Alagoas, Ceara,
Maranhé&o, Piaui, Amazonas e Rio Grande do Norte (RIBEIRO, 2007). Dentre todas as

leucemias, a leucemia linfoide aguda (LLA) € de maior ocorréncia em criangas de 0 a 14
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anos, com percentuais que variam de 67% a 85% das leucemias (COEBERGH et al. 2001;

INCA, 2009).

A incidéncia de LLA na populagéo é de 1/25.000 individuos/ano de 0 a 14 anos. O
pico de incidéncia da LLA ocorre entre 2 e 5 anos de idade (GREAVES et al., 1985;
MARGOLIN et al, 2005). Aproximadamente 4900 criangas apresentam diagndstico de LLA
por ano nos EUA, com uma incidéncia de 3 a 4 casos/100.000 criancgas brancas ou 29,2 casos
por milhdo, incluindo todas as criancas dos Estados Unidos da América (MARGOLIN et al,

2005).

A LMA representa cerca de 15%-20% das LA da infancia e 80% das dos adultos
(MARTINS; FALCAO, 2000; HALL, 2001). A mediana de idade ao diagndstico da LMA é
de aproximadamente 65 anos nos EUA, com uma incidéncia anual de 2,7 casos para 100.000
pessoas para todas as idades, e 13,7 casos por 100.000 pessoas para aqueles com idade de 65

anos ou mais (SEKERES; STONE, 2002).

A LMA é mais comum no sexo masculino do que no sexo feminino. As LMAS tém
maior coeficiente de incidéncia, para ambos o0s sexos, em Osaka (10,8/1.000.000;
8,6/1.000.000), Shangai (13,5/1.000.000; 10,5/1.000.000), Eslovénia (10,1/1.000.000;
4,3/1.000.000) e a populacdo maori da Nova Zelandia (13,4/1.000.000; 12,0/1.000.000). Ha
um certo predominio do sexo masculino, excetuando-se Zaragoza, onde as LMASs ocorrem
cerca de trés vezes mais no sexo feminino (7,8/1.000.000) (LOWENBERG, 2001; BAIN,

2003; DOUER, 2003; IOVINO; CAMACHO, 2003; RODRIGUES et al, 2003).
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2.2 Citometria de fluxo

A citometria de fluxo foi originalmente desenvolvida, no fim dos anos 50, para a
contagem e analise de células sanguineas. A hematologia e a imunologia celular foram
indubitavelmente as duas areas da Biologia que impulsionaram o desenvolvimento da
tecnologia da citometria de fluxo (VASCONCELOS, 2007).

A citometria de fluxo é, por definicdo, a medida (metria) das propriedades celulares
(cito). Corresponde a uma técnica que envolve a analise das propriedades Opticas (dispersao
da luz e fluorescéncia) de particulas que fluem numa suspenséo liquida. Quando as particulas
intersectam o feixe de luz, ocorre um processo de dispersdo fotbnica e/ou de emissdo de
fluorescéncia, cuja intensidade esta dependente das caracteristicas das particulas. Os fétons
que sdo dispersos frontalmente vao ser recebidos e analisados por um fotodiodo (detector da
dispersdo frontal) e os que sdo dispersos ortogonalmente (90°) sdo recebidos por uma série de
filtros oOpticos e sdo analisados em tubos fotomultiplicadores (dispersdo lateral e

fluorescéncia) (MELAMED et al, 1990; DOLEZEL, 1997) (Figura 01).

Detectores
: FL1
'q \ 2
luz O . FSC
9 /7
S5C
, FL3
amosira

Figura 01: Representacdo esquematica do funcionamento de um citdmetro de fluxo. As células na suspensdo
liquida intersectam o feixe de luz emitindo fluorescéncia. A luz dispersada (frontal e lateral) é recebida e
analisada por detectores.
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A importéncia da citometria de fluxo decorre da habilidade do método de medir varios
parametros de milhares de células, individualmente, em poucos minutos. Desta maneira, ela
pode ser utilizada para definir e enumerar adequadamente subpopulacfes celulares. Os
estudos de proliferacdo celular foram uma das primeiras aplicacGes da citometria de fluxo e
ainda hoje continua sendo usada. Esse tipo de avaliacdo possibilita um melhor conhecimento
da atividade proliferativa da populacéo celular estudada, permitindo informacdes a respeito do
prognostico e da monitorizacao da resposta da neoplasia a terapéutica, uma vez que nem todas
as células malignas apresentam-se no mesmo estagio proliferativo no ciclo celular ( FREITAS

JUNIOR, et al, 2003).

2.3 Principios de Cinética Celular nas Leucemias Agudas

A proliferacdo celular € um dos eventos mais importantes dentro dos processos
biolégicos e ndo ha ddvida quanto a relevancia de se avaliar a atividade proliferativa no
estudo de muitos processos patoldgicos (HALL; LEVINSON, 1990). A proliferacdo celular
pode ser definida como o aumento do numero de células resultante da complementacdo do

ciclo celular (LEVINE et al, 1994).

O ciclo celular corresponde ao intervalo entre duas mitoses sucessivas que originam
duas células, sendo que uma destas, ou ambas, se dividem novamente (ANDREEFF, 1986).
Este engloba uma cascata de eventos, processados de maneira ordenada, assegurando a
duplicacdo fiel dos componentes celulares em uma sequiéncia légica e a divisdo destes

componentes em duas células filhas (LEVINE, et al., 1994).
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O ciclo celular é dividido em uma fase mitoética (M), durante a qual a célula divide-se
fisicamente, e uma interfase, durante a qual os cromossomos duplicam e a célula cresce antes
da divisdo (HOFFBRAND et al, 2008). A intérfase € um periodo de intensas atividades
relacionadas com a proliferacdo e estd dividida nas fases G1, S, G2 e GO, que sédo
caracterizadas por mudangas no contetdo de DNA. (LEVINE et al,.1994; RABENHORST et
al., 1994). As ceélulas fora do ciclo celular estdo na chamada fase GO e podem permanecer
nesta fase por tempo indeterminado (HALL; LEVINSON, 1990; ALBERTS et al., 1994,

RABERNHOST et al., 1993; RABERNHOST et al; 1994).

Muitos tipos celulares requerem um tempo prolongado para passar da fase de
quiescéncia (G0) para a fase de compromisso com a divisao celular (G1). Existem iniUmeros
fatores que agem determinando a permanéncia das células em GO, o comeco da proliferacdo
ou ainda o retorno a fase de quiescéncia (HARTWELL; WEINERT, 1989; McINTOSH,;

KOONCE, 1989; MURRAY; KIRSCHMNER, 1989, STUDZINSKI, 1989, NOURSE, 1990).

Os eventos do ciclo celular sdo concatenados, de modo que o inicio de um evento
depende do término completo de cada um dos eventos anteriores (LARSEN, 1992). Estudos
sobre 0s mecanismos envolvidos nesse processo, iniciados nos anos setenta, evidenciaram que
estes sdo dirigidos por um grande nimero de macromoléculas controladoras, descritas por
Hartwell e Weinert, ativadas em sequéncias altamente organizadas e que funcionam como
verdadeiros check points (HARTWELL; WEINERT, 1989). Estas moléculas atuariam como
um sistema de controle do ciclo celular, sendo capazes de checar no final de cada fase, por
exemplo, se as condi¢des sdo favoraveis a mitose, se ha dano ao DNA, ou se a replicacao
cromossOmica esta exata, permitindo, entéo, o inicio da fase subseqiiente (ARISAWA et al,

1999)
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O inicio ou start do ciclo celular é controlado por hormonios, fatores nutricionais e de
crescimento, sendo que estes ultimos estimulam a proliferacéo celular, atraves da ligacdo com
receptores especificos, os quais, quando ativados, emitem um sinal de transducdo do

citoplasma ao nucleo celular (RABERNHOST et al.,1994).

Como resultado da utilizacdo de varias técnicas bioquimicas e de genética molecular,
observou-se que o controle da proliferacdo celular foi conservado através da evolucédo, por
meio de mecanismos moduladores similares. Uma vez que a célula tenha tomado a deciséo de
proceder sobre o start, 0s outros eventos seguirdo ordenadamente como resultado de uma rota
do ciclo celular. A progressdo ordenada dentro do ciclo celular é garantida por uma
diversidade de proteinas. Um ponto essencial na regulacdo do ciclo celular é dado pelas
proteinas CDK (quinase dependente de ciclina), cuja regulacdo por fosforilacdo é feita pelas

ciclinas (ALBERTS et al., 1994; HALL; COATES , 1994).

As ciclinas recebem este nome por estarem presentes durante o ciclo celular. Estas sdo
proteinas que ocorrem ciclicamente sendo ativadas e degradadas durante o ciclo celular. As
ciclinas podem ser classificadas em pelo menos dois tipos: as mitéticas, que em conjunto com
as CDKs formam o fator promotor de maturacdo (MPF), e as ciclinas G1, necessarias para a
entrada da célula na fase S. Dentre as ciclinas, as mais importantes e mais bem caracterizadas

sdo as ciclinas A, B, D e E (HALL; COATES, 1995).

Dentre as quinases dependentes de ciclinas (CDKSs), pode-se citar a CDK1, CDK2,
CDK4 e CDKG6. Acredita-se que essas proteinas funcionem somente na forma de complexos,
ou seja, a subunidade catalitica desse complexo, a CDK, sé exercera seu papel quando
associada ao seu par regulatério, a ciclina. Quando complexos ciclina-CDK estéo presentes
em concentracOes suficientemente altas, certos pontos de checagem séo passados e a célula

entra na fase seguinte do ciclo celular (ALBERTS et al, 2001).
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Uma vez que as células entram em fase S, o ciclo celular fica independente de fatores
extracelulares e ele progride até a divisdo celular e a producdo de duas celulas-filhas

(LASKEY, et al, 1989; PARDEE, 1989).

O ciclo celular € um processo complexo que se situa no core da hematopoiese
(HOFFBRAND et al, 2008). Ao processo de formacédo das células sanguineas da-se o0 nome
de hematopoiese (OLIVEIRA, 2004). Nas primeiras semanas da gestacdo, o saco vitelinico é
o principal local da hematopoiese, de 6 semanas até 6 a 7 meses de vida fetal, o figado e o
baco sdo os principais érgdos hematopoiéticos e continuam a produzir células sanguineas até
cerca de duas semanas apds o nascimento. A medula Gssea é o sitio hematopoiético mais
importante durante a infancia e a vida adulta, € a Unica fonte de novas células sangiineas

(HOFFBRAND et al, 2008).

As células sanguineas derivam de progenitores primitivos com a capacidade
pluripotente de auto-renovagao, localizados na medula dssea, de modo que o “pool” celular é
constantemente mantido, dando origem as células hematopoiéticas por um processo de

diferenciacéo e de divisdo celular (CALABRETTA; BASERGA, 1991).

A diferenciacdo celular a partir da célula-tronco hematopoiética passa por uma etapa
de células progenitoras comprometidas, isto €, com potencial de desenvolvimento restrito
(HOFFBRAND et al, 2008). Uma vez comprometida, estas células vdo amadurecer, adquirir
propriedades funcionais especificas e ser lancadas na circulacdo sangiinea (OLIVEIRA,

2004).

A duracdo do ciclo celular varia de tecido a tecido, mas o0s principios basicos sdo
comuns a todos (HOFFBRAND et al, 2008). Na medula 6ssea normal o tempo de duragédo da

fase S € de 13 a 14 horas para mieloblastos, promieldcitos e mieldcitos, e o tempo total do
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ciclo celular é de 18 a 20 horas para mieloblastos, de 22 a 25 horas para promieldcitos, e de

40 a 50 horas para mielocitos (ANDREEFF, 1986)

A existéncia de falhas no sistema de regulacdo do ciclo celular permite que células
geneticamente anormais dividam-se, acumulando danos genéticos ocasionando, em

conseqiéncia, o inicio da progressdo das neoplasias (BEITLER, 1997).

Independentemente de suas causas primarias, as neoplasias apresentam distarbios no
controle do ciclo celular, que levam ao aumento da divisdo celular e a formacdo de massas

tumorais (RABENHORST et al, 1993)

As células normais podem sofrer transformacdo neoplasica. Esta é atribuida a
mudancas nos parametros de cinética celular (PRESTON et al, 1990). Na leucemia aguda, a
populacdo de células imaturas (blastos) predomina na medula dssea, podendo-se, contudo,
encontrar células em diferentes estagios de maturacdo, definidos pelos critérios morfoldgicos
e citoquimicos ja descritos. Acredita-se que ocorreria uma parada de maturacdo celular que
levaria ao acumulo de células blasticas devido ao aumento na proliferacdo e da morte celular

(ANDREEFF, 1986).

2.4 Proliferacao celular nas leucemias agudas

O emprego de marcadores biolégicos na avaliagdo do comportamento clinico das
neoplasias se constitui em um importante instrumento auxiliar, posto que as alteragdes
determinantes da progressdo de qualquer carcinogénese séo resultados de numerosos eventos

celulares que ocorrem em nivel genético e bioguimico (SCHLUTE et al., 1993; SHI et al.,
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1991; BRUNO; DARZYNKIEWICZ, 1992; HEIDEBRECHT et al., 1996; PIERGA et al.,

1996; ELLIS et al., 1996).

A aplicacdo de marcadores de proliferacdo celular asseguram, ndo s6 uma medida
mais acurada da quantidade de células em proliferacdo, por estarem expressas nos Varios
estagios do ciclo celular, como a possibilidade de investigacdo das neoplasias humanas de
maneira simplificada, rdpida e pouco dispendiosa (HALL; LEVINSON, 1990;

RABENHORST et al.; 1994).

A determinacdo do receptor de transferrina (CD71) fornece pardmetros para medir a
cinética celular. As células proliferantes requerem ferro e, portanto, expressam receptores de
transferrina. Nas células que tem um alto requerimento de ferro o nimero de receptores é alto

(NECKERS, 1991).

Um trabalho realizado por Scott et al (1988) estudou os marcadores CD71 e Ki-67 nas
doencas onco-hematoldgicas. Observaram neste estudo que nas leucemias agudas a expressao

desses marcadores era maior nas leucemias agudas que nas leucemias cronicas B e T.

Em um estudo realizado por Thorstensen e Romslo (1993), em pacientes com LLA,
observou-se que criancas de 1 a 3 anos de idade apresentaram maior expressao do CD71 que
adultos e adolescentes entre 10 e 15 anos, sugerindo que a expressdo deste marcador diminui

com a idade.

O Ki-67 foi identificado como uma proteina nuclear, logo apds o anticorpo
correspondente foi descrito pelo mesmo grupo na cidade de Kiel (dai o "Ki"), apos
imunizacdo de camundongos com células do linfoma de Hodgkin linhagem L428 (67 refere-

se ao numero da placa de cultura em tecido que foi encontrado) (GERDES et al, 1991).
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O anticorpo Ki-67 reconhece um antigeno que esta associado ao nucleo celular e que,
em células continuamente ciclizantes, € expresso em todas as fases do ciclo celular, exceto em

GO (GERDES et al., 1984).

O indice de proliferacdo celular usando como marcador o Ki-67 tem demonstrado
correlagdes positivas entre a marcacdo com o Ki-67 e o grau de malignidade e outros aspectos

prognosticos em varios tipos de neoplasias (ARISAWA et al, 1999).

Drach et al (1989) estudaram a expressdo do Ki-67 em medula 0ssea e sangue
periférico de pacientes diagnosticados com leucemias agudas e linfomas. Neste estudo
observaram que dentre os pacientes diagnosticados com LLA, aqueles com LLAT tiveram a
maior expressao do Ki-67, apresentando a LMA menor expressao em relacdo as LLAs. Os
autores também estudaram as taxas de proliferacdo em sangue periférico e medula dssea,
observando que a expressdo deste marcador no sangue periférico diferia da encontrada na
medula dssea, sendo maior nesta Gltima. Resultados semelhantes foram encontrados por Ito et
al (1992), que avaliaram em criangas com leucemia aguda os marcadores de proliferacao
celular Ki-67 e o antigeno de proliferacdo nuclear (PCNA), apresentando os casos de LLA
uma maior expressdo que na LMA. Dentre as LLAs, a LLA tipo T apresentou uma maior
proporcdo de células positivas para o Ki-67. Os autores sugerem em seu estudo que a
expressdo do Ki-67 reflete diferencas na atividade proliferativa, dependendo do tipo da

doenca.

Yamada et al (1991) estudaram o progndstico da proporcdo de célula Ki-67 positivas
em adultos com leucemia de células T, para tanto, estudaram pacientes com leucemia aguda
de células T e doencas cronicas da leucemia de células T. Embora ndo tenha sido observada
diferenca na quantidade de células leucémicas entre os casos agudos e cronicos, havia grandes

diferencas na porcentagem de celulas positivas para o Ki-67. Os autores observaram também
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uma correlacdo inversa entre a sobrevida dos pacientes e a expressdo do Ki-67, onde os
pacientes com maior expressdo do marcador tendem a uma menor sobrevida. Os autores
também indicam, em seu estudo, que o Ki-67 pode ser utilizado como um indicador de
progressdo da doenca, sugerindo que este marcador poderia servir como um instrumento util

para avaliar a resposta ao tratamento em pacientes com leucemia de células T do adulto.

Liuging et al (2006) estudaram o Ki-67 juntamente com marcadores de apoptose.
Neste estudo a expressdo dos marcadores foi determinada em medula Ossea de criangas
diagnosticadas com leucemia aguda e criangcas com medula normal como controle.
Observaram uma significante correlacdo positiva entre os marcadores de apoptose e 0 Ki-67,
sugerindo que estes marcadores sdo expressos na leucemia aguda infantil e estdo envolvidos

na modulacdo da apoptose e proliferacao celular.
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3-OBJETIVOS
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3.1 Objetivo Geral

e Estudar a proliferacdo celular utilizando os marcadores Ki-67 e CD71 nos pacientes

com leucemias agudas em centro oncoldgico de referéncia no Estado do Maranhao.

3.2 Objetivos especificos

Caracterizar os pacientes leucémicos quanto ao diagndstico, sexo, idade e localizacdo

geografica no estado do Maranhéo;

e Quantificar a expressdo do antigeno Ki-67 e CD71 em sangue periférico e medula

Ossea nos tipos e subtipos de leucemias;

e Correlacionar os indices de proliferacdo obtidos por citometria de fluxo, segundo tipos

e subtipos de leucemias;

e Avaliar os niveis de hemoglobina, leucécitos totais, porcentagem de blastos e
contagem de plaquetas, em sangue e porcentagem de blastos em medula 6ssea dos

portadores de leucemias agudas ao diagndstico;

e Relacionar os indices de proliferacdo celular e os parametros laboratoriais com a

resposta terapéutica.
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4 - METODOS
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4.1 Pacientes

A selecdo dos pacientes para o estudo foi efetuada de forma prospectiva tendo inicio
em dezembro de 2008 e término em novembro de 2009 (12 meses). Os pacientes foram
provenientes do Instituto de Oncologia Aldenora Bello (IMOAB), diagnosticados no
Laboratorio de Pesquisa Clinica do Centro de Pesquisa Clinica do Hospital Universitario da
Universidade Federal do Maranhdo (LPC-CEPEC/HUUFMA) como portadores de leucemias
agudas “de novo”, seguindo o limite minimo de 20% de blastos definidos pela classificacdo

da OMS (2001).

As LLAs foram subdividas segundo classificacdo EGIL em BI, BIl, Blll e BIV
(BENNET et al, 1995). A LMA foi dividida em MO e M1 (sem maturacdo), M2 e M4 (com
maturacdo) e M3 (leucemia promielocitica). Nao foi possivel dividir a LLAT em subtipos,
pois no diagnostico imunofenotipico ndo utilizamos alguns reagentes para complementacéao

do painel e diagndstico diferencial.

Foram excluidos do estudo os pacientes com diagnéstico de leucemia bifenotipica
aguda (n=2), pacientes em crise blastica de leucemia miel6ide crénica (n=0), pacientes com
leucemias agudas secundarias a outras neoplasias (n=0), bem como pacientes que perderam a

expressdo do CD34 (n=4).
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4.2 Aspectos clinicos e laboratoriais

Os dados clinicos foram obtidos através de revisdo de prontuadrios médicos. Foram
analisados sexo, idade ao diagnostico, municipios de residéncia (divididos em regides
geograficas segundo o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica - IBGE), estado clinico
atual, e dados laboratoriais do hemograma e mielograma ao diagndéstico e apds o tratamento, a

fim de realizar a avaliacdo da resposta terapéutica.

Como critério para andlise da resposta terapéutica considerou-se como remissdo uma
medula 6ssea com menos de 5% de blastos apds a primeira fase de indugdo do tratamento,
segundo os protocolos de tratamento utilizados no IMOAB, o protocolo do Grupo Brasileiro
para 0 Tratamento da Leucemia Linféide Aguda (GBTLI-99) para LLA. Foi utilizado

protocolo do Grupo Europeu Berlim-Frankfurt-Munique (BFM-83), para LMAs.

Os pacientes que abandonaram o tratamento (n=2) ndo puderam ser avaliados quanto a
remissdo e nao remissdo, sendo excluidos da analise. Os pacientes que foram a 6bito (n=15)

foram incluidos na ndo remissao

Para avaliacdo laboratorial, os valores de hemoglobina foram estratificados em trés
categorias: menor que 7g/dl, entre 7 e 10 g/dl e maior que 10g/dl. As plaquetas foram
estratificadas em menores de 50.000/mm® entre 50.000 e 100.000/mm® e acima de
100.000/mm?®. Os leucécitos foram estratificados em menores de 10.000/mm®, valores entre

10.000 e 50.000/mm? e acima de 50.000/mm?.
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4.3 Coletas das amostras

4.3.1 Sangue periférico

Foram obtidas amostras de sangue periférico através da puncdo venosa em tubos
contendo EDTA. A contagem global de leucdcitos, eritrocitos, plaquetas e dosagem de
hemoglobina foram realizadas por sistema automatizado. A contagem diferencial de

leucdcitos (incluindo os blastos) foi realizada por microscopia Optica comum.

A avaliacdo morfoldgica seguiu os critérios do grupo FAB (BENNETT et al, 1976;
BENNETT et al, 1985; BENNET ET al, 1991) como triagem para a imunofenotipagem das

leucemias agudas.

4.3.2. Aspirado de Medula 6ssea

A amostra do aspirado de medula 6ssea (mielograma) colhida pelo Servico de
Oncologia do IMOAB, foi submetida a distensdo em laminas para obtencdo do esfregaco e o
restante colocado em tubo com EDTA para imunofenotipagem. Os esfregacos foram corados
pelo May-Grunwald-Giemsa e com colorac@es citoquimicas para mieloperoxidade (POX), e
guando necessario para alfa-naftil-acetato-esterase (ANAE) e acido periddico de Schiff

(PAS).

A porcentagem de blastos na medula foi obtida ap6s a contagem de um total de 250
células. Nas laminas com coloragfes citoquimicas especificas, a porcentagem de células

positivas foi determinada ap6s contagem de 100 blastos.
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4.4 Diagnosticos das leucemias agudas por Imunofenotipagem

A imunofenotipagem foi realizada por citometria de fluxo utilizando-se um
painel de anticorpos monoclonais (Becton Dickinson, San José CA, USA) direcionado contra
antigenos T relacionados (CD2, CD3, CD4, CD5, CD7 e CD8), antigenos B relacionados
(CD10, CD19, CD22, CD79a além de anticorpos policlonais anti-lgM e cadeias leves das
imunoglobulinas kappa e lamba), antigenos de diferenciacdo mieldide (CD13, CD14, CD33,
CD64, CD117, anti-mieloperoxidase ou MPO), eritroide (alfa-glicoforina), plaquetario (CD61
e CD41a) e antigenos de linhagem nédo especifica (CD45, HLA-DR, CD34 e terminal

deoxinucleotidil transferase ou TdT).

4.5 Estudos dos marcadores de proliferacédo celular

4.5.1 Técnica de marcacédo do Ki-67

Foi utilizada a técnica segundo o fabricante (Becton Dickinson, San Jose CA,
USA) e adaptada com a técnica de dupla marcacdo utilizada pelo Hospital das Clinicas (USP)
em citoplasma e membrana, sendo necessario um controle isotipico oriundo do proprio kit
utilizado. Empregou-se neste estudo a dupla marcacdo com o anticorpo anti-Ki-67 conjugado
com isotiocianato de fluoresceina (FITC) e o anticorpo anti-CD34, tipico de células blasticas,

conjugado com ficoeritrina (PE) (Figura 02 e Figura 03).
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Figura 02: Controle isotipico do Ki-67 (FITC) Figura 03: Dupla marcacdo com

anticorpo anti-Ki-67 (FITC) e
anti-CD34 (PE)

A suspensdo celular foi ajustada na concentracdo 1x10° células por tubo,
previamente identificado com os anticorpos monoclonais. Primeiramente, foi realizada
marcacdo em membrana através do anticorpo anti-CD34 PE, sendo incubado por 20

minutos em camara escura.

A suspensdo celular foi adicionado 1 ml de solucdo de lise (Becton
Dickinson, FACS lysing solution, San José, CA, USA) diluida 1:10 em &gua destilada,
com posterior incubacdo por 10 minutos a temperatura ambiente. Apos esse periodo, a
amostra foi centrifugada a 1500 rpm por 5 minutos. O sedimento foi ressuspendido em

PBS 1%, seguido de nova centrifugacéo.

Ap0s descarte do sobrenadante, as células foram ressuspendidas em 200
ul de tampdo permeabilizante (BD Facs ™ Permeabilizing Solution), incubadas por 5
minutos e, posteriormente centrifugadas, seguido pelo descarte do sobrenadante. Ao
sedimento foi adicionado anticorpo anti-Ki-67 FITC e no tubo controle foi adicionado o

controle isotipico, segundo indica¢des técnicas do fabricante. Os tubos foram incubados

40
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em camara escura por 20 minutos a temperatura ambiente. Ap6s incubacéo, realizou-se
a lavagem com PBS 1% e centrifugacdo, descartando o sobrenadante. Ao sedimento foi
adicionado 500 pl de paraformaldeido 1% (Paraformaldehyde, Sigma-Aldrich),
preservando a temperatura de 4°C ao abrigo da luz até o momento da aquisicdo no

citbmetro de fluxo.

4.5.2 Técnica de marcacdo do CD71

Foi utilizada a técnica de dupla marcacdo, utilizada pelo Hospital das
Clinicas (USP) em membrana, sendo necessario um controle, que correspondia a um
tubo ndo marcado do préprio paciente. Empregou-se neste estudo a dupla marcacdo com
0 anticorpo monoclonal anti-CD71 conjugado com isotiocianato de fluoresceina (FITC)
e 0 anticorpo anti-CD34, tipico de células blasticas, conjugado com ficoeritrina (PE)

(Figura 04 e Figura 05).
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Figura 04: Controle do CD71: tubo sem marcacao Figura 05: Dupla marcacdo com o anticorpo anti-
CD71 (FITC) e anti-CD34 (PE)
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A suspensdo celular foi ajustada na concentragdo 1x10° células por tubo,
previamente identificado com os monoclonais a serem utilizados. Foi realizada
marcagdo em membrana com 5 ul do anticorpo anti-CD71 FITC e anti-CD34 PE, sendo

incubado por 20 minutos em camara escura.

A suspensdo celular foi adicionado 1 ml de solucdo de lise (Becton
Dickinson, FACS lysing solution, San José, CA, USA) previamente diluida 1:10 em
agua destilada, homogeneizando em vortex e incubando por 10 minutos a temperatura
ambiente. Apds esse periodo, a amostra foi centrifugada a 1500 rpm por 5 minutos. O

sedimento foi ressuspendido em PBS 1%, seguido de nova centrifugacao.

Ap0s descarte do sobrenadante, ao sedimento foi adicionado 500 pl de
paraformaldeido 1%, preservando a temperatura de 4°C ao abrigo da luz até o momento

da aquisicao no citbmetro de fluxo.

4.6 Aquisicdo e analise por citometria de fluxo

Apos a marcagéo dos anticorpos monoclonais, foram realizadas leituras e
analises em citdometro de fluxo (FACS Calibur de Becton Dickinson, San José, CA,
USA), utilizando-se o Cell Quest software, versdo 3.1 (Cell Quest ™ Software, Becton
Dickinson Immunocytometry Systems, San José, CA, USA), com aquisicdo de 10.000
eventos por tubo. Utilizou-se uma janela de andlise (gate) a partir dos parametros de
dispersdo luminosa (FSC x SSC). A partir do gate das células em estudo, foram obtidos

gréficos do tipo dot plot no canal FL1 (fluorescéncia do FITC) e canal FL2
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(fluorescéncia do PE). Os resultados foram fornecidos na forma de percentagem de

células positivas para os anticorpos monoclonais estudados (Figura 06 a 08).

Figura 06: Etapas do estudo da proliferacdo celular por citometria de fluxo: (a) Marcagéo dos anticorpos
monoclonais de proliferacdo celular (CD71 e Ki-67). (b) Aquisicdo dos tubos marcados com 0s
anticorpos de proliferagdo celular. (¢) Anélise dos resultados.
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Figura 07: Analise do marcador CD71 por citometria de fluxo: a) Dot plot do tamanho (FSC) versus
granularidade (SSC). (b) Dot plot do anticorpo anti-CD45 versus complexidade (SSC) no gate de blasto (R2). (c)
Controle de membrana do anti-CD71 (tubo ndo marcado). d) Dot plot da dupla marcacéo do anticorpo anti-CD71
versus anti-CD34. e) Anélise estatistica do anticorpo anti-CD71.
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Figura 08: Andlise do marcador Ki-67 por citometria de fluxo: a) Dot plot do tamanho (FSC) versus
granularidade (SSC). (b) Dot plot do anticorpo anti-CD45 versus complexidade (SSC) no gate de blasto (R2). (c)
Controle isotipico do anticorpo anti-Ki-67. d) Dot plot da dupla marcagdo do anticorpo anti-Ki-67 versus
anticorpo anti-CD34. e) Analise estatistica do anticorpo anti-Ki-67.
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4.7 Aspectos Eticos

Este projeto integra o projeto “Estudo Imunofenotipico por Citometria de
Fluxo das Leucemias Agudas na Infincia no Estado do Maranhdao”, que foi submetido a
apreciacdo pelo Comité de Etica e Pesquisa da Universidade Federal do Maranhdo (UFMA) e
aprovado conforme as diretrizes descritas na Resolucdo de n° 196/96 e com parecer

consubstanciado n°® 115/2008 de 11 de marco de 2008 (ANEXO A, B e C).

4.8 Analises Estatistica

Os dados obtidos na pesquisa foram analisados por diferentes testes estatisticos, sendo
considerados estatisticamente significativos quando p < 0,05. Para caracterizacdo dos
pacientes, dados laboratoriais ao diagnostico e expressao dos marcadores Ki-67 e CD71 em

sangue periférico e medula 6ssea foram calculadas médias, medianas, e desvios padrdes.

Para avaliacao da distribuicdo dos dados (teste de normalidade), foi utilizado o teste de
Shapiro-Wilk. As varidveis estudadas apresentaram distribuicdo assimétrica, assim,

utilizaram-se testes ndo-paramétricos.

Na avaliacéo de diferencas na expressdo dos marcadores de proliferacdo celular Ki-67
e CD71 em sangue periférico e medula 6ssea segundo os subtipos de leucemia, bem como

idade e sexo, empregou-se os testes Mann-Whitney e Kruskall-Wallis.
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A relacdo entre as variaveis de proliferacdo celular foi avaliada através do célculo dos
coeficientes de correlacdo de Spearman para cada par de variaveis. O estudo da influéncia das
varidveis analisadas e dos parametros laboratoriais sobre a resposta ao tratamento foi feita

através dos testes Qui-Quadrado e Fisher.
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5—- RESULTADOS
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5.1 Caracteristicas dos pacientes

Do total de 60 pacientes diagnosticados com leucemia aguda no referido periodo, 4
foram excluidos pois perderam a expressdo do CD34, o que impossibilitaria a analise da
proliferacdo apenas nas células neoplésicas, e 2 pacientes que foram diagnosticados com
leucemia bifenotipica aguda, pois constituiu uma populacdo muito pequena para avaliagédo.
Isto possibilitou a analise da proliferacdo celular de um total de 54 pacientes.

Em relacdo ao subtipo de leucemia aguda, dos 54 pacientes avaliados, 34 pacientes
(63,0%) eram portadores de LLA e 20 (37,0%) de LMA. Do total de casos com LLA, 73,5%
(25/34) foram tipo B e 26,5% (9/34) tipo T.

Em relacdo ao sexo, 70,4% (38/54) foram do sexo masculino e 29,6% (16/54) do sexo
feminino, numa proporcdo M: F de 2,4: 1,0.

A mediana da idade foi 9,0 anos (1 - 67) anos para o total de pacientes. Do total de
pacientes, 70,3% dos pacientes (n=38) se encontravam na faixa etaria menor de 19 anos e
29,7% dos pacientes (n=16), se encontravam na faixa adulta (maiores de 19 anos).

Os pacientes portadores de LLA B apresentaram mediana de 5,0 anos (1 - 56). Os
pacientes portadores de LLAT apresentaram mediana de 10,0 anos (2 - 19). Para os pacientes
com LMA, a mediana foi de 21,5 anos (1 - 67).

Segundo o municipio de residéncia, 0s 54 pacientes de nosso estudo foram
procedentes de 36 diferentes municipios do Estado do Maranhdo, e distribuidos nas seguintes
regibes geogréaficas segundo o IBGE: noroeste (8 municipios), nordeste (16 municipios),
sudoeste (3 municipios), central (8 municipios) e sudeste (1 municipio) (Apéndice A). A
Figura 09 apresenta mapa da distribuicdo dos pacientes nas regides geograficas do Estado do

Maranhdo.
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Figura 09: Mapa da distribuicdo dos pacientes nas regides geograficas do Estado do Maranhdo, Brasil.

Foram diagnosticados com LLA B na regido noroeste 3 pacientes, na regido nordeste
16 pacientes, na regido sudoeste 3 pacientes e na regido central 3 pacientes, ndo sendo
encontrados pacientes com LLA B na regido sudeste. Para LLA T foram diagnosticados 3
pacientes na regido noroeste, 3 pacientes na regido nordeste, na regido central, 2 pacientes e
na regido sudeste apenas 1 paciente, ndo sendo encontrados pacientes com LLA T na regido
sudoeste. Na regido noroeste, foram diagnosticados com LMA, 2 pacientes, na regido
nordeste foram diagnosticados 11 pacientes e na regido central foram encontrados 5 pacientes,

nédo sendo encontrados pacientes portadores de LMA nas regides sudoeste e sudeste.



51

5.2 Estudos da proliferacao celular

As diferentes variaveis de proliferacdo foram estudadas separadamente nos blastos do
sangue periférico e medula 6Ossea dos pacientes portadores de LLA (B e T) e LMA,

posteriormente, os dados foram comparados entre si.

5.2.1 Estudo da proliferagdo celular através do marcador Ki-67 e CD71 em medula 6ssea e

sangue periférico.

Os valores da expressdo do Ki-67 e do CD71 por tipo de leucemias agudas encontram-

se na tabela 01.
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Tabela 01: Expressdo dos marcadores Ki-67 e CD71 (sangue periférico e medula 6ssea) por tipo de leucemia aguda em pacientes do Instituto
Maranhense de Oncologia Aldenora Bello, Sdo Luis-MA.

Ki-67 CD71
MO SP MO SP
Tipo de N X dp Med N X dp Med p* N X dp Med N X dp Med p*
leucemia
LLAB 18 262 183 258 6 378 260 442 0,3399 18 26,1 244 175 6 13,0 11,7 9,7 0,1433
LLAT 5 129 150 108 4 27,7 244 309 0,1416 5 40,6 333 38,0 4 253 33,2 9,6 0,2207
LMA 15 165 133 9,9 5 260 36 42 0,0129” 15 36,1 300 323 5 496 41,5 64,5 0,6312

X = média em %; dp= desvio padrdo; Med= mediana em %; MO= medula éssea; SP= sangue periférico.
* p valor para Mann-Whitney.
** Valor estatisticamente significante (p < 0,05).
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No total de pacientes, a mediana da expressdo do Ki-67 em medula 6ssea apresentou-
se maior para a LLA B com 25,8%, contra 10,8% da LLAT e 9,9% na LMA, entretanto, ndo
apresentou diferenca estatistica (p=0,1318). A expressdo do Ki-67 em sangue periférico
apresentou maior mediana maior na LLAB com 44,2%, contra 30,9% da LLAT e 4,2% na
LMA, ndo apresentando diferenca estatistica (p=0,1513).

Na analise do CD71 em medula éssea, observou-se uma maior expressdo deste
marcador na LLAT, com mediana de 38,0%, contra 17,5% das LLAB e 32,3% das LMA, néo
apresentando diferenca estatistica (p=0,6198). No sangue periférico a expressdo da mediana
do CD71 foi maior na LMA com 64,5%, contra 9,7% das LLA-B e 9,6% das LLA-T, ndo
apresentando diferenca estatistica (p=0,4926).

Em relacdo aos tipos de leucemias agudas, houve diferenca estatisticamente
significante (p= 0,0129) quando foram comparados os valores do Ki-67 em sangue periférico

e Ki-67 em medula 6ssea nas LMAs (Tabela 01).

Quando analisadas as expressdes dos marcadores de proliferacdo por faixa etéria

(infanto-juvenil e adulta), ndo houve significancia estatistica (p=0,2981).

Os valores da expressdo do Ki-67 e do CD71 por subtipo de leucemias agudas

encontram-se na tabela 02.
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Tabela 02: Expressdo dos marcadores Ki-67 e CD71 (sangue periférico e medula 6ssea) por subtipo de leucemia aguda em pacientes do Instituto
Maranhense de Oncologia Aldenora Bello, Sdo Luis-MA.

Ki-67 CD71
MO SP MO SP
Tipo de N X Dp Med N X dp Med N < dp Med N X dp Med
leucemia
LLAB
BI 3 128 18,7 10,0 2 554 50 574 3 405 26,6 333 2 159 90 1972
BII 7 346 184 272 2 226 246 179 7 283 24,7 153 2 234 38,7 40
BIII 7 22,7 129 30,2 2 271 264 381 7 184 143 145 2 160 153 158
BIV 2 351 217 351 - - - - 2 546 589 54,6 - - - -
LLAT 9 129 150 108 9 27,7 244 308 9 40,6 333 380 9 253 332 96
LMA
M0.M1 4 141 04 124 3 21 20 18 4 29,7 235 27,0 3 514 433 645
M2.M4 3 131 11,8 972 - - - - 3 31,7 239 304 - - - -
M3 3 117 75 12,6 1 - - - 3 17,1 183 95 1 - - -

* = média em %; dp= desvio padrdo; Med= mediana em %; MO= medula 6ssea; SP= sangue periférico.
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Quando analisadas as expressdes dos marcadores de proliferacdo entre os subtipos de
leucemias agudas, ndo houve significancia estatistica (p=0,2981). N&o foi possivel determinar
as expressdes dos marcadores estudados em menores e maiores de 19 anos, devido ao

pequeno numero de pacientes analisados em cada subgrupo.

5.2.2 Correlacdo entre as variaveis de proliferacdo nos pacientes portadores de leucemia
aguda.

Foram analisadas todas as varidveis de proliferacdo nos portadores de LLA (Be T) e
LMA, correlacionando-as entre si e em sua expressdo no sangue periférico e na medula 6ssea

(Tabela 03 e Figura).

Tabela 03: Correlacdo entre as varidveis de proliferacdo celular em medula éssea e sangue
periférico nos pacientes portadores de leucemia aguda do Instituto Maranhense de Oncologia
Aldenora Bello, Sdo Luis-MA.

Ki-67 versus CD71 Sangue Periférico Medula dssea
R p R P
LLAB 1,0000 0,0000* 0,0263 0,9148
LLABI 1,0000 0,0000* 0,7778 0,2222
LLABII 1,0000 0,0000* 0,1500 0,7001
LLABIII 0,8000 0,2000 0,5052 0,1195
LLABIV - - - -
LLAT 0, 7000 0, 1881 0, 8000 0, 2000
LMA 0, 3000 0,6238 0,6071  0,0164*
MO. M1 0, 5000 0, 6667 0, 8000 0, 2000
M2. M4 - - 0, 3714 0, 4985
M3 - - 1, 0000 0, 0000*

* Valores estatisticamente significantes (p < 0,05); R= Coeficiente de correlacdo
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FiguralO: Gréficos de dispersdo das varidveis de proliferagdo celular em sangue periférico nos pacientes portadores de leucemias agudas do Instituto Maranhense de
Oncologia Aldenora Bello, Sdo Luis-MA.(a) Grafico de dispersdo do Ki-67 versus CD71 em sangue periférico na LLAB.(b) Gréfico de dispersdo do Ki-67 versus CD71 em
sangue periférico na LLABI.(c) Gréfico de dispersdo do Ki-67 versus CD71 em sangue periférico na LLABII.
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Figurall: Gréficos de dispersdo das variaveis de proliferacdo celular em medula éssea nos pacientes portadores
de leucemias agudas do Instituto Maranhense de Oncologia Aldenora Bello, S8o Luis-MA.(a) Gréfico de
dispersdo do Ki-67 versus CD71 em medula éssea na LMA.(b) Gréfico de dispersdo do Ki-67 versus CD71 em
medula 6ssea na LMA M3.

Observou-se correlacdo linear positiva entre a expressdo do antigeno Ki-67 e o CD71
em sangue periférico na LLAB (p=0, 0000 e R=1, 0000), sendo que, quanto maior o valor de
Ki-67, maior a expressdo do antigeno CD71. Existe também correlacéo entre a expressdo do
Ki-67 e do CD71 nos subtipos de LLAB, no sangue periférico. Na LLABI, observou-se
correlagéo linear (p=0, 0000 e R=1, 0000). Na LLABII, observou-se correlagéo linear positiva
entre a expressao do Ki-67 e CD71 (p= 0,0000 e R= 1,0000), entretanto, analisando o grafico

de dispersdo, observamos que esta correlacdo positiva nos subtipos ndo é avaliavel, pois o
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numero de pacientes por subtipo € pequeno. Na LLAT, LMA e seus subtipos ndo houve
correlacéo entre Ki-67 e CD71 em sangue periférico.

Na medula éssea existe correlacdo linear entre a expressdo do antigeno Ki-67 e o
CD71 na LMA (p=0, 0164 e R=0, 6071). Quanto aos subtipos apenas o subtipo M3
apresentou correlacdo linear entre o Ki-67 e o CD71 (p=0, 0000 e R=1, 0000), entretanto,
analisando o grafico de disperséo, observamos que esta correlacdo é influenciada pelo nUmero
de pacientes. Na LLAT, LLAB e seus subtipos, ndo foram observados correlacdo entre as

variaveis de proliferacao.

5.3 Caracteristicas laboratoriais das leucemias agudas

Os resultados das caracteristicas laboratoriais para 0s niveis de hemoglobina,
contagem de leucdcitos, porcentagem de blastos e contagem de plaquetas, ao diagnéstico dos

pacientes em estudo encontram-se nas tabelas 04 a 05.
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Tabela 04: Estratificagdo das caracteristicas laboratoriais (hemoglobina, contagem de plaquetas e contagem de leucdcitos) nos pacientes
portadores de leucemia aguda do Instituto Maranhense de Oncologia Aldenora Bello, S&o Luis-MA.

Hemoglobina Contagem de plaquetas Contagem de leucécitos
<7g/dl  7-10g/dl  >10g/dl <50.000/mm? 50.000-100.000 > 100.000/mm? <10.000/mm? 10.000- >50.000/mm?

/mm? 50.000/mm?®
Tipo de N % N % N % N % N % N % N % N % N %

leucemia

LLAB 5 200 17 680 3 120 19 76,0 3 12,0 3 12,0 13 52,0 7 28,0 5 20,0
LLAT 1 111 5 555 3 334 4 444 3 33,3 2 22,3 1 111 3 334 5 55,5
LMA 7 350 9 450 4 200 13 650 5 25,0 2 10,0 10 50,0 4 20,0 6 30,0

Tabela 05: Dados laboratoriais (hemoglobina, contagem de plaquetas e contagem de leucdcitos) nos pacientes portadores de leucemia aguda do
Instituto Maranhense de Oncologia Aldenora Bello, Sdo Luis-MA.

Hb g/dI Plag./mm?® Leuc. /mm?® Blst. MO% Blst. SP%
Tipo de X dp Med X dp Med X dp Med X dp Med X dp Med
leucemia
LLAB 8,5 1,9 8,4 44.160 43.857 32.000 29.608  43.119 7.890 74,0 28,4 830 76,5 19,37 70,5
LLAT 8,9 2,0 9,4 65.888 55.600 54.000 72.603  63.455  64.000 81,2 206 81,0 82,2 20,6 89,5
LMA 7,8 3,0 7,7 51.730 72.726 14.000 32.656  48.128 8.795 636 26,0 75,0 748 2991 90,0
X

= média; dp= desvio padrdo; Med= mediana; MO= medula 6ssea; SP= sangue periférico; Hb= hemoglobina; Plag.= Plaquetas; Leuc.= leucdcitos; Blst= blastos; MO =
medula 6ssea; SP = sangue periférico.
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Dos 25 pacientes diagnosticados com LLAB, a maioria (n=17), apresentaram
valores de hemoglobina entre 7 e 10 g/dl. Para a LLAT, dos 9 pacientes, 5 pacientes
apresentaram valores de hemoglobina entre 7 e 10g/dl. Na LMA, dos 20 pacientes, a
maioria (n=9) apresentou valores de hemoglobina entre 7 e 10g/dl.

Dos pacientes com LLAB (n=25), a maioria dos pacientes (n=19) apresentou
contagem de plaquetas menor que 50.000/mm°®. Nos pacientes diagnosticados com
LLAT (n=9), a maioria dos pacientes (n=4) apresentou contagem de plaqueta menor que
50.000/mm?®. Dos pacientes com LMA, a maioria (n=13) apresentou contagem de
plaguetas menor que 50.000/mm?>.

Os pacientes com LLAB (n=25) apresentaram em sua maioria (n=13) contagem
de leucécitos menor que 10.000/mm?®. Os pacientes com LLAT (n=9) apresentaram
contagem de leucécitos acima de 10.000/mm3(n=8). Para a LMA, a maioria dos
pacientes (n=10) apresentou valores menores que 10.000/mm?®.

Quanto a porcentagem de blastos em medula dssea e sangue periférico, em todos
os tipos de leucemias estudados, se apresentou elevada. Na LLAB apresentou mediana
de 83,0% para a medula 6ssea e 79,5% para o sangue periférico. Na LLAT, a mediana
foi de 81,0% em medula dssea e 89,5% para sangue periférico. Na LMA, a mediana foi

de 75,0% em medula 6ssea e 90,0% para o0 sangue periférico.

5.4 Relagbes entre a resposta ao tratamento, os achados laboratoriais e a expressao

das variaveis Ki-67 e CD71 no sangue periférico e medula dssea.

Dos pacientes diagnosticados com LLAB, 16 remitiram, 8 ndo remitiram e 1 foi

excluido da anélise por abandono ao tratamento. Para a LLAT, 6 pacientes remitiram, 2
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ndo remitiram e 1 também foi excluido da analise por abandono ao tratamento. Na
LMA, 12 pacientes remitiram e 8 ndo remitiram, sem abandonos ao tratamento.

Em menores de 19 anos, 27 pacientes remitiram e 11 ndo remitiram. Em maiores
de 19 anos 8 remitiram e 7 ndo remitiram.

Na tabela 06 estdo os dados referentes a relagdo entre a resposta ao tratamento e
os achados laboratoriais ao diagndstico.
Tabela 06: Relacdo entre a resposta ao tratamento e os achados laboratoriais ao

diagndstico dos pacientes portadores de leucemia aguda do Instituto Maranhense de
Oncologia Aldenora Bello, Séo Luis-MA.

Hemoglobina Remisséo N&o remisséo

N % N % p*
<7 g/l 4 333 8 66,7 0, 014**
7-10 g/dI 24 80,0 6 20,0
> 10 g/di 6 60,0 4 40,0
Plaquetas Remisséo N&o remissao

N % N %
<50.000/ mm?® 24 68,5 11 31,5 0,418
50.000 — 100.000/ mm?® 7 70,0 3 300
> 100.000/mm?® 3 429 4 571
Leucocitos Remisséo N&o remissao

N % N %
< 10.000/mm?® 14 60,9 9 391 0,758
10.000 — 50.000/mm?® 9 643 5 357
> 50.000/mm® 11 733 4 26,7

* p valor para Teste de Fisher.
** Valor estatisticamente significante (p < 0,05).

A maioria dos pacientes (n=30) apresentaram valores de hemoglobina entre 7 e
10 g/dl, sendo que 24 pacientes remitiram, correspondendo a 80% dos pacientes.
Quando foram relacionados os achados laboratoriais com a resposta ao tratamento,
houve relagéo entre os valores de hemoglobina com a resposta ao tratamento (p=0, 014).
A maioria dos pacientes (n=35) apresentou numero de plaquetas menor que

50.000/mm®, sendo que 24 pacientes responderam ao tratamento (remitiram),
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correspondendo a 68,5%. N&o foi observada diferenca estatisticamente significante na
resposta ao tratamento, em funcédo das plaquetas (p=0,418).

Do total de 54 pacientes, 23 apresentaram valores de leucocitos menores de
10.000/mm?, sendo que destes, 14 pacientes remitiram, correspondendo a 60,9%. Néo
foi observada diferenca estatisticamente significante na resposta ao tratamento, em
funcdo do nimero de leucdcitos (p=0,758).

Relacionamos a expressdo dos marcadores Ki-67 e CD71 nos blastos da medula
Ossea ou sangue periférico, por tipo de leucemia, com a resposta ao tratamento de
pacientes diagnosticados com leucemia aguda. Para isso, utilizamos como valor de

corte, as medianas da porcentagem de blastos por amostra biol6gica (Tabela 07).
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Tabela 07: Relacdo da expressdo dos marcadores Ki-67 e CD71 (medula déssea ou
sangue periférico) com a resposta ao tratamento dos pacientes portadores de leucemias

agudas do Instituto Maranhense de Oncologia Aldenora Bello, S&o Luis-MA.

LLAB LLAT LMA
N (%) N (%) N (%)

'\K/Ii(-367 em  <258%  >258% p* <10,8% >10,8% p* <99%  >99% p*
Remisso 8 (50,0%) 7 (70,0%) 0,4284[2(66,7%) - - [6(60,0%) 2(40,0%) 0,6842
Néo remissio 8 (50,0%) 3 (30,0) 1(33,3%)  1(100,0%) 4(40,0%) 3(60,0%)
Total 16 (100,0) 10(100,0%) 3 (100,0) 1(100,0%) 10(100,0%) 5(100,0%)
Ki-67 em SP

<442% >442%  p* <30,9% >30,9% p* <4,2% >42%  p*
Remissdo 3(100,0%) 2(66,7%) - 1(33,3) 1(100,0%) - |2(100,0%) - -
Nao remissio - 1(33,3%) 2(66,7%) - - 3(100,0%)
Total 3(100,0%) 3(100,0%) 3(100,0%)  1(100,0%) 2(100,0%) 3(100,0%)
CD71em
MO <175% >17,5% p* <38,0% >38,0% p* <32,3% >32,3%  p*
Remissao 7(77,8%) 5(55,5%)  0,6199 [ 1(50,0%) 2(100,0%) - |6(66,7%) 3(42,8%) 0,6199
Né&o remissdo  2(22,2%)  4(44,5%) 1(50,0%) - 3(33,3%) 4(57,2%)
Total 9(100,0%) 9(100,0%) 2(100,0%)  2(100,0%) 9(100,0%) 7(100,0%)
CD71em
SP <97%  >9.7% p*  <9,6% >9,6%  p* <64,5% >64,5%  p*
Remissdo 2(100,0%) 2(66,7%) - - 1(100,0%) - | 1(50,0%) 1(33,3%) -
Nao remissio - 1(33,3%) 3(100,0%) - 1(50,0%) 2(66,7%)
Total 2(100,0%) 3(100,0%) 3(100,0%)  1(100,0%) 2(100,0%) 3(100,0%)

* p valor para Teste de Fisher.
MO = medula 6ssea; SP = sangue periférico
Nota: Utilizou-se a mediana da expresséo dos marcadores de proliferacdo em % nos tipos de leucemias

agudas como critério de categorizagdo destas variaveis.

A analise da expressdo do Ki-67 em blastos na medula 6ssea s6 foi possivel nas

LLA B e LMA, devido ao pequeno nimero de pacientes avalidveis para as LLAT. Para

as LLAB, ndo foram observadas diferencas estatisticamente significantes desses

marcadores com a evolucdo do paciente (p=0,4284). Resultado semelhante foi

encontrado na LMA, néo apresentando valores significativos (p=0,6842).

Para 0 CD71 em medula, ndo se observou diferenca estatisticamente significante

entre a expressao deste marcador nos blastos de medula 6ssea em LLAB (p=0,6199). Na
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LMA, resultado semelhante foi encontrado, ndo apresentando diferenca significativa
entre este marcador e a resposta ao tratamento. N&o foi possivel analisar a LLAT devido

ao pequeno numero de pacientes avalidveis.

N&o foi possivel analisar essa correlagdo nos tipos de leucemia aguda em Ki-67

e CD71 em sangue periférico, pois o nimero de pacientes avalidveis era pequeno.
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6 — DISCUSSAO
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6.1 Caracterizagdo dos pacientes

Neste estudo foram analisados prospectivamente 54 casos de leucemias agudas
referentes ao periodo de dezembro de 2008 a novembro de 2009 (12 meses), que deram
entrada no Instituto Maranhense de Oncologia Hospital Aldenora Bello e foram

submetidos aos estudos de proliferagéo celular.

A partir dos dados clinicos foi possivel caracterizar os pacientes quanto ao
diagndstico, sexo, idade e localizacdo geografica no estado no Maranhdo. Segundo
Mello (2007), diversas varidveis clinicas tem valor progndstico e servem para
estratificar os pacientes em grupos de risco, 0 que tem se tornado elemento essencial

para o desenho e avaliagdo dos tratamentos atuais.

Em nosso estudo, dos 54 pacientes, a maioria foi do sexo masculino (70,4%),
correspondendo a 2,4: 1,0. Os resultados de varias pesquisas internacionais confirmam
o predominio da leucemia aguda no sexo masculino (PAOLUCCI et al, 2001;
SILVERMAN et al, 2001). Alguns investigadores evidenciaram que criangas do sexo
masculino apresentam pior prognéstico que do sexo feminino (CHESSELLS et al.,
2000; PUI et al., 1995). Segundo Friedmann e Weinstein (2000), de modo semelhante, o
sexo masculino tem sido considerado como uma caracteristica prognoéstica adversa.
Segundo este mesmo autor, muitos trabalhos ndo tém mostrado 0 sexo como uma
varidvel estatisticamente significante, isto porque estas discrepancias sdo tratamento-
dependente e mudam com os avangos da terapia. Estudos realizados por Silverman et al.
(2001) e por Pui et al. (2004) evidenciaram que 0 sexo masculino deixou de ser

considerado fator de pior prognostico nestes estudos clinicos, com sobrevida livre de
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eventos, em cinco anos, de 80%, para 0s meninos. Contudo, com a finalidade de

caracterizar os pacientes atendidos, tal variavel foi considerada em nossa populacao.

A maioria dos pacientes foi diagnosticada com LLA (63,0%), dos quais 73,5%
(25/34) tipo B e 26,5% (9/34) tipo T. As LMA constituiram (37,0%) do total de
leucemias agudas. Dados epidemioldgicos da literatura refletem percentuais de LLA
que variam de 67% a 85% dos casos (COEBERGH et al, 2001). A inclusdo em nosso
trabalho dos 4 casos que perderam a expressdo do CD34 (todos LLA B) refletiriam um

valor real de 65,5% de LLA.

Quanto ao tipo de LLA, estudos realizados por Rego et al., em 1996, em
Ribeirdo Preto, que avaliaram 153 pacientes, obtiveram 82% de LLA B; Dworzak e
Panzer-Griimayer., em 2003, na Austria, encontraram que 87% das LLA eram do tipo
B. Udayakumar et al., em seus estudos de 2007, encontraram 83% das LLA com tipo B.
Todos estes dados refletem mesma tendéncia encontrada em nosso estudo (73,5%

(25/34) tipo B e 26,5% (9/34) tipo T.

Segundo Margolin et al (2005) existe uma relacdo entre a idade ao diagndstico e
0 progndstico, apresentando criangas relativamente, pior prognostico para a leucemia
aguda. Os nossos resultados, quanto a idade, a maioria dos pacientes diagnosticados
com leucemia aguda, se encontravam na faixa-infanto juvenil (70,3%), apresentando

mediana de 9 anos.

Na LLAB a maioria dos pacientes eram criangas (mediana de 5,0 anos). Smith e
colaboradores (1996) descreveram que pacientes com idade inferior a nove anos
apresentam melhor progndstico, o que fez com que esta variavel ao diagndéstico tenha

sido considerada na estratificacéo de risco para LLA de células B.
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Nos casos de LLAT do presente estudo a maior parte dos pacientes encontrava-
se na faixa infantil, em maior parte constituida de criancas mais velhas que se
aproximavam da faixa juvenil. Geralmente, a LLA nos adolescentes é de linhagem T,
com idades que variam de 10 e 21 anos, e 0 prognostico é mais adverso. (CRIST et al.,

1988; MCLEAN et al., 1996).

A frequéncia do fenotipo T nos pacientes com LLA varia entre 7,4% a 16,4%
em estudos nacionais e internacionais (REGO et al, 1996; PAOLUCCI et al 2001;
SILVERMAN et al, 2001.). Em nosso estudo, houve uma maior porcentagem da LLA T
(26,5%) em relacdo ao total de LLAs, podendo estar associado a maior proporcao de
adolescentes na amostra em relacdo as outras casuisticas. No inicio desta pesquisa, foi
priorizado pela instituicdo oncoldgica a realizacdo de imunofenotipagem e dos estudos

de proliferacédo celular na faixa infanto-juvenil.

Para as LMAs, a maior parte dos nossos pacientes constituia-se de adultos
jovens (mediana de 21,5 anos), apresentando apenas 2 casos de pacientes acima de 60
anos (idosos). Corroborando com os dados encontrados, estudos relatam que as LMAs
correspondem a cerca de 80% das leucemias agudas em adulto e 20% das leucemias em

criancas (CHESSELLS, 2000; BATHIA; ROBINSON, 2003).

A avaliacdo da incidéncia dos tipos de leucemias no mundo tem mostrado
variacOes importantes em relacdo a distribuicdo geografica, sugerindo que possam
existir diferentes fatores etioldgicos. No Brasil, estudos epidemioldgicos mostraram a
relacdo entre tipos de leucemia aguda com a sazonalidade e condigdes socioecondmicas,
além de evidenciar variagdes da incidéncia dessas doencas em diferentes estados
brasileiros (POMBO-DE-OLIVEIRA, et al, 2005.). A distribuicdo dos pacientes,

segundo municipio de residéncia, por regides geograficas em nosso estado, apresentou
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um maior nimero de pacientes na regido nordeste, seguidos da regido central, noroeste,
sudoeste e sudeste. Sugere-se que essa distribuicdo seja por conta da proximidade dos
municipios ao hospital estudado, observando que, quanto mais longe a regido
geogréfica, menor a quantidade de pacientes atendidos, fato que explica nenhum
paciente da regido sul. Sugere-se ainda, que além da proximidade, as condicdes
socioecondmicas também influenciam, pois as condigdes financeiras inviabilizam o

deslocamento para outros centros brasileiros de referéncia para o tratamento de cancer.

6.2 Estudo da proliferacéo celular

A expressdo das varidveis de proliferacdo (Ki-67 e CD71) foram estudadas
separadamente, pois segundo a literatura, na leucemia os pardmetros cinéticos sdo
diferentes nos blastos circulantes (sangue periférico) e nos blastos em medula 6ssea

(UCCl et al, 1986).

Na tabela 01, encontram-se os valores obtidos para a expressao do Ki-67 e do
CD71, em sangue periférico e medula 6ssea por tipo de leucemia aguda. Foram
analisados os valores de Ki-67 em medula 6ssea no total de pacientes, apresentando a
LLAB uma maior expressdo da mediana quando comparadas as expressdoes em LLAT e
LMA. Quando analisado o Ki-67 em sangue periférico, também observamos uma maior
expressdao da mediana na LLAB quando comparados a LLAT e LMA, mesmo néo

sendo estatisticamente significante.

Quando comparamos 0s nossos resultados com os dados da literatura,

observamos que as medianas da expressdo do Ki-67 em medula 0ssea e sangue
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periférico neste trabalho ndo sdo diferentes das relatadas por outros autores, que
também encontraram uma mediana de células positivas para o Ki-67 superior na LLA B
(DRACH et al, 1989; ITO et al, 1992.). Corroborando com nossos dados, White et al
(1994), também observaram que na LLAB a positividade do Ki-67 ¢ maior quando

comparada aos outros tipos de leucemias agudas.

Quando comparamos a expressao do Ki-67 em medula dssea com a expressao do
Ki-67 em sangue periférico, houve diferenca estatistica apenas na LMA entre os tipos
de amostras bioldgicas. Nossos resultados sdo semelhantes aos obtidos por Drach e
colaboradores (1989), que também encontraram diferencas na expressdo da variavel
estudada no sangue periférico e medula 6ssea. Estudo realizado por Bleiter (1997),
também observou diferenca estatistica entre o sangue periférico e medula dssea na

LMA.

Pelo fato de o ferro ser indispensdvel para as células em proliferacdo, os
receptores de transferrina (CD71) estdo sempre expressos nas células em fase S do ciclo
celular, sejam elas normais ou malignas (HABESHAW et al, 1983). E valido, portanto,
utilizar o anticorpo monoclonal anti-CD71, que se liga ao receptor de transferrina, para
medir a proliferacdo das células blasticas (células CD34 positivas). O CD71 apresentou
expressdes diferenciadas quanto ao tipo de leucemia, dependendo da amostra,
observando na medula 6ssea uma maior expressdo na LLAT e no sangue periférico,
uma maior expressao na LMA. O trabalho de Beitler (1997) que encontrou uma
porcentagem maior de células que expressam receptores de transferrina na LLAT em
medula 6ssea (mediana 81,0%) confirmam nossos resultados. Nesse estudo também foi
possivel observar uma maior expressao da LMA (mediana de 32,0%) em sangue
periférico, quando relacionado a LLA B, que apresentou a menor expressao desse

receptor (6,0%), concluindo que os blastos linféides B em sangue periférico apresentam
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menor expressdo do antigeno CD71, quando comparados aos outros tipos de leucemias

agudas.

Quando observada a expressdo dos marcadores Ki-67 e CD71 por subtipos de
leucemia (Tabela 02), ndo houve diferenca estatistica. E dificil comparar os resultados
da expressdo dos marcadores de proliferacdo celular quando relacionados aos subtipos
de leucemias agudas, pois ndo existem estudos com esta estratificacdo, além disso,
muitos estudos demonstram que a positividade dos marcadores varia de paciente para
paciente (SCOTT et al, 1988; ITO et al, 1992.). Considerando nossa pequena casuistica
e essa variacao entre os pacientes, ndo é possivel uma uniformidade quando os mesmos
séo estratificados por subtipos de leucemias agudas. Esta razdo ndo nos permite tecer
resultados conclusivos. Sugere-se para esta avaliagdo um aumento do periodo de coleta,
atrelado a outras técnicas e marcadores de proliferacdo celular, buscando uma
fidedignidade maior dos resultados, ou mesmo seu estudo apenas nas fases do ciclo

celular.

A avaliagdo comparativa entre a atividade proliferativa das células nos diferentes
tipos de leucemias agudas em nosso estudo demonstrou que em sangue periférico
apenas a LLAB apresentou correlagdo justificando que o Ki-67 aumenta juntamente
com o CD71. Na medula 0ssea, nossos resultados apresentaram correlacdo linear no
total de LMA. Muito embora, se saiba que tal avaliagdo comparativa seja mais
significativa quando se utiliza técnicas que estudem as células e suas fases no ciclo

celular, o que néo pdde ser avaliado em nosso estudo.

Em relacdo a comparacdo do Ki-67 com CD71, ndo podemos inferir neste
trabalho qual deles seria 0 mais sensivel para detectar células em fase proliferativa,

mesmo tendo o Ki-67 apresentando maiores valores de medianas (Tabela 03) e alguns
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estudos se referirem ao Ki-67 como um melhor marcador de proliferagéo celular que o
antigeno CD71 (SCOTT et al, 1988), pois ndo foram realizados estudos de indice de
DNA (DNA ploidia), que visa estudar a proliferagéo celular por meio da determinacéo
do conteldo de DNA, permitindo uma andlise répida e precisa de um grande nimero de
células, bem como um conhecimento exato da distribuicdo de contetdo de DNA dentro

das diferentes fases do ciclo celular (TUBIANA; COURDI, 1989).

6.3 Parametros laboratoriais das leucemias agudas

Considerando os valores de hemoglobina encontrados no hemograma ao
diagndstico em nosso estudo, 68% (n=17) dos pacientes com LLAB apresentaram
valores de hemoglobina entre 7 e 10g/dl. O mesmo ocorreu para a LLAT, onde 55,5%
(n=5) dos pacientes apresentaram valores de hemoglobina nesta faixa de valores.
Resultado semelhante foi observado nas LMAS, onde 45% dos pacientes (n=9) também
apresentaram valores entre 7 e 10g/dl de hemoglobina. Independente do tipo de
leucemias estudado houve quadro de anemia na maioria dos pacientes. A anemia em
pacientes diagnosticados com leucemia aguda é descrita na literatura devido a
diminuig&o dos eritrdcitos e sangramentos decorrentes da trombocitopenia (JEHA; PUI

2009).
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Em relacdo a contagem de plaquetas em nosso estudo, 76% (n=19) dos pacientes
com LLAB apresentaram contagem de plaquetas inferior a 50.000/mm®. Na LLAT,
observamos 0 mesmo, apresentando 44,4% (n=4) dos pacientes contagens de plaquetas
menores que 50.000/mm°®. Na LMA, 65% dos pacientes (n=13), também apresentaram
contagem inferior a 50.000/mm?. Em todos os tipos analisados, observamos na maioria
dos pacientes um quadro de plaquetopenia. A literatura descreve que ao diagndstico, na
maioria dos pacientes com LLA (B ou T), estes apresentam plaquetopenia, sendo a
contagem de plaquetas inferior a 100.000/mm3 (KOTILO, 1995; HEISTERKAMP et al,
2000; RIZZATI; ZAGO, 2002; MARGOLIN et al, 2005). Sugere-se tal diminuicdo as
leucemias agudas causarem infiltracdo e/ou supressdo da plaquetopoese na medula

0ssea (OLIVEIRA, 2007).

Em relacdo a contagem de leucdcitos, 52,0% (n=13) dos pacientes
diagnosticados com LLAB apresentaram contagem abaixo de 10.000/mm?®. O mesmo
foi observado na LMA com 50,0% (n=10) dos pacientes com contagem abaixo de
10.000/mm?®. A LLAT teve contagem diferente dos outros dois tipos mencionados,
apresentando 88,9% (n=8) dos pacientes com contagem de leucécitos acima de
10.000/mm?. Nossos dados s&o compativeis com os dados da literatura, como reportado
por Farias e Castro (2004), cuja contagem de leucécitos no hemograma ao diagnostico
na LLAB ocasionalmente é elevada e mais freglientemente diminuida ou normal. Para a
LMA, a literatura descreve valores na contagem de leucdcitos variando de 1.000 a
200.000/mm® (SILVA et al, 2006), semelhantes aos encontrados em nosso estudo
(amplitude de 1.250 a 189.000/mm?), muito embora a maior parte dos nossos pacientes
tenham apresentado leucopenia. Quanto as LLATS, nossos resultados revelaram

leucocitose em todos os pacientes, o que também é confirmado atraves de varios
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estudos em leucemias agudas que descrevem elevada contagem de leucdcitos na grande

maioria das LLATs (UCKUN et al., 1998; JEHA; PUI 2009; CHIARETTI;FOA, 2009).

Além destes dados laboratoriais a porcentagem de blastos, tanto em sangue
periférico ou medula dssea, foram estudadas ao diagnostico. A porcentagem de blastos
encontrou-se aumentada em todos os tipos de leucemias estudadas (LLAB, LLAT e
LMA), tanto em medula 6ssea quanto em sangue periférico. Para as leucemias agudas,
em geral, (LLAB, LLAT e LMA), o diagndstico inicial fundamenta-se na demonstragdo
de pelo menos 20% de blastos na medula éssea e, quando o caso, em sangue periférico,
onde na medula ocorre a substituicdo dos espacos adiposos e elementos medulares
normais por estas celulas leucémicas, culminando em um percentual elevado em medula
Ossea e extravasamento das células blasticas para o sangue periférico, como ocorrido em

nosso estudo nos tipos de leucemias agudas estudadas (LEE et al, 1998).

6.4 Relacdo entre os parametros laboratoriais e a expressao dos marcadores de

proliferacéo celular com a resposta terapéutica.

Quando analisamos os parametros laboratoriais com a resposta terapéutica,
observamos que apenas a hemoglobina teve uma relagdo com a resposta terapéutica do
paciente, ndo apresentando os leucdcitos e as plaquetas relagdo significativa com a
resposta terapéutica em nosso estudo. Na literatura alguns estudos tentam relacionar a
hemoglobina ao diagnostico nas leucemias agudas com a resposta do paciente ao final

do tratamento. Os primeiros estudos foram realizados por Gunz e Burns em 1955, que
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concluiram que os niveis mais baixos de hemoglobina conferia uma pior perspectiva da
doenca. Zippin et al (1975), observou que pacientes com niveis de hemoglobina maior
que 9g/dl apresentaram uma melhoria no tempo médio de sobrevida. Resultados
semelhantes também foram encontrados no estudo realizado por Hann e colaboradores

(1981).

Na comparacdo entre os marcadores de proliferacdo celular (Ki-67 e CD71) em
sangue periférico ou medula 6ssea em relagdo a resposta ao tratamento, ndo observamos
diferenca estatisticamente significante com a evolucdo do paciente nos tipos de
leucemias agudas que foram estudadas (LLAB, LLAT e LMA), ou seja, a presenca

desses marcadores ndo interferiu de modo negativo na evolugdo clinica (Tabela 07).

Nossos dados corroboram com os de Beitler (1997), que também encontrou
resultados semelhantes quando comparou o Ki-67 e o CD71, em sangue periférico e
medula dssea, nas leucemias agudas com a resposta ao tratamento. Entretanto, ha
algumas discordancias na literatura. Inimeras pesquisam apontam que existe uma forte
correlagéo entre a expressao dos marcadores de proliferacdo celular com a resposta ao
tratamento e ao progndstico, indicando que quanto maior for seu nivel menor a resposta

(BROWN; GATTER; 1990).

Um estudo desenvolvido por Scott e colaboradores (1988), observou que a
expressdo de mais de 10% do Ki-67 em blastos nas leucemias agudas indicou uma néo
remissdo, caracterizando casos de mau prognoéstico. A maioria dos estudos da literatura
se refere a porcentagem de celulas que expressam o CD71 e Ki-67, porém néo

mencionam se existe correlacdo desses achados com a resposta ao tratamento.

De forma geral, todos esses dados parecem indicar que a proliferacdo celular

difere nas leucemias agudas estudadas. Uma continuidade do estudo de proliferacédo
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celular com um numero de pacientes maior, utilizando esses marcadores, atrelados a
outras técnicas de proliferacdo celular se faz necessaria para avaliacdo de outros
parametros como a evolucgdo clinica, prognostico e sobrevida dos pacientes leucémicos

em nosso estado.
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7 - CONCLUSAO
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Os resultados do presente trabalho sugerem que:

e A maioria dos pacientes eram do sexo masculino. Os pacientes diagnosticados
com LLA (B e T) encontravam-se na faixa infanto-juvenil e a maior parte dos
pacientes diagnosticados com LMA era de adultos jovens. Segundo o municipio
de residéncia, a maioria dos pacientes era da regido nordeste do Estado do
Maranhéo;

e Os valores da expressdo de Ki-67 em medula 6ssea e sangue periférico no total
de pacientes apresentaram-se maiores na LLAB que as demais leucemias
agudas. O CD71 apresentou na medula 6ssea uma maior expressdo na LLAT e
no sangue periférico, uma maior expressao na LMA,;

e Foi observada correlacéo positiva entre o Ki-67 e CD71 em sangue periférico na
LLAB. Na medula 6ssea, os marcadores apresentaram correlacdo linear na
LMA;

e A hemoglobina e a contagem de plaquetas ao diagnostico apresentaram-se
diminuidas na maioria dos pacientes com LLAB, LLAT e LMA. A contagem de
leucdcitos apresentou-se aumentada nos pacientes com LLAT, apresentando-se
de modo variado nos pacientes com LLAB e LMA. A porcentagem de blastos
encontrou-se aumentada tanto em sangue periférico ou medula 6ssea;

e Valores de hemoglobina ao diagnostico apresentaram relacdo positiva com a
resposta terapéutica. N&o foi encontrada relacdo entre os marcadores de

proliferacéo celular e a resposta ao tratamento.
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ANEXO A - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

UNIVERSIDADE FEDERAL DO MARANHAO
CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICAS E DA SAUDE
PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM SAUDE MATERNO-INFANTIL

PROJETO: ESTUDO IMUNOFENOTIPICO DAS LEUCEMIAS AGUDAS NA
INFANCIA NO ESTADO DO MARANHAO.

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

(Aos Pais ou Responsaveis)

Prezado(a) Senhor(a),

Vocé esta sendo convidado(a) a autorizar a participacdo do seu filho(a)
ou menor sob sua responsabilidade no presente estudo, que pretende
identificar, através de exames laboratoriais, qual o subtipo de Leucemia que o
mesmo é portador.

Para a realizacdo dos exames laboratoriais serdo necessdarias amostras
de sangue e de medula 6ssea do seu filho(a) ou menor sob sua
responsabilidade. Essas amostras serdo coletadas por técnicos treinados e
especializados, do Hospital Aldenora Belo, proporcionando seguranca € 0
minimo de desconforto possivel.

Com essas amostras de sangue e medula 0ssea, iremos realizar 0s
seguintes exames laboratoriais: Hemograma, Mielograma, Imunofenotipagem
e Estudo da Proliferacdo Celular. Através desse conjunto de exames
poderemos identificar, de forma bastante criteriosa, qual o tipo de Leucemia
gue a crianca é portadora.

Apbs a realizacdo dos exames, as amostras de sangue e medula 6ssea
serdo desprezadas de forma adequada.

Com a autorizacdo da participacdo do seu filho(a) ou menor sob sua
responsabilidade, nesse projeto, poderemos ter conhecimento do tipo de
Leucemia que o0 mesmo é portador, e assim, o médico indicara o tratamento
mais adequado, melhorando desta forma a qualidade de vida e aumentando as
chances de cura.

Vocé podera entrar em contato com a nossa equipe a qualquer momento
para tirar davidas.

Apbs as informagfes acima fornecidas, no caso de aceitar a participacéo
do seu filho(a) ou menor sob sua responsabilidade, no estudo, assine ao
final deste documento, que esta em duas vias. Uma delas é sua e a outra é
do pesquisador responsavel.

Em caso de recusa vocé nao sera penalizado(a) de forma alguma. Vocé

tera a garantia de sigilo, direito de retirar o consentimento a qualquer tempo,
sem qualquer prejuizo da continuidade na forma de tratamento, assisténcia,
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cuidado, ou acompanhamento, proporcionados a seu filho(a) ou menor sob
sua responsabilidade.

Responsavel: Data do aceite;__ / /

Nomes dos Pesquisadores:

Pesquisador Responsavel: Raimundo Antonio Gomes Oliveira
Telefone para contato (inclusive ligagcdes a cobrar): (98) 8111-2027

Pesquisadores participantes:

Elda Pereira Noronha - Telefone para contato (inclusive ligacdes a cobrar):
(98)3221-4729 (98)8162-0427

Heliana Trindade Marinho — Telefone para contanto: (98) 3245-3722 (98)
88263226

Sonia Maria Pereira Cruz - Telefone para contato: (98) 3232-3812.
Nivania Lisboa Camelo - Telefone para contato: (98) 8119-8595

Enio Fernandes Aragdo Soares - Telefone para contato: (98) 8114-9038

Comité de Etica em pesquisa-Hospital Universitario- UFMA
Rua Barao de Itapary, 227, 4° Andar, Centro Telefone: 2109-1250
Coordenador: Prof. Wildoberto Batista Gurgel
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ANEXO B — TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

UNIVERSIDADE FEDERAL DO MARANHAO
CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICAS E DA SAUDE
PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM SAUDE MATERNO-INFANTIL

PROJETO: ESTUDO IMUNOFENOTIPICO DAS LEUCEMIAS AGUDAS NA
INFANCIA NO ESTADO DO MARANHAO.

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Prezado(a) Senhor(a),

Vocé esta sendo convidado(a) para participar do presente estudo, que
pretende identificar, através de exames laboratoriais, qual o seu subtipo de
Leucemia.

Para a realizagdo dos exames laboratoriais, serdo necessarias amostras
de seu sangue e de sua medula 0ssea. Essas amostras serdo coletadas por
técnicos treinados e especializados, do Hospital Aldenora Belo, proporcionando
seguranca e o minimo de desconforto possivel.

Com as suas amostras de sangue e medula 6ssea, iremos realizar os
seguintes exames laboratoriais: Hemograma, Mielograma, Imunofenotipagem e
Estudo da Proliferacao Celular. Através desse conjunto de exames poderemos
identificar, de forma bastante criteriosa, qual o tipo de sua Leucemia.

Apés a realizacdo dos exames, as suas amostras de sangue e medula
0ssea serdo desprezadas de forma adequada.

Com a sua participacdo nesse projeto, poderemos ter conhecimento do
tipo de Leucemia que vocé é portador, e assim, 0 seu médico indicara o
tratamento mais adequado, melhorando desta forma a sua qualidade de vida e
aumentando suas chances de cura.

Vocé podera entrar em contato com a nossa equipe a qualguer momento
para tirar davidas.

Apos as informagdes acima fornecidas, no caso de aceitar fazer parte do
estudo, assine ao final deste documento, que esta em duas vias. Uma delas
€ sua e a outra é do pesquisador responsavel.

Em caso de recusa vocé nao sera penalizado(a) de forma alguma. Vocé
tera a garantia de sigilo, direito de retirar o consentimento a qualquer tempo,
sem qualquer prejuizo da continuidade na forma de tratamento, assisténcia,
cuidado, ou acompanhamento.

Paciente: Data do aceite: / /
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Nomes dos Pesquisadores:

Pesquisador Responsavel: Raimundo Antonio Gomes Oliveira
Telefone para contato (inclusive ligacfes a cobrar): (98) 8111-2027

Pesquisadores participantes:

Elda Pereira Noronha - Telefone para contato (inclusive ligacdes a cobrar):
(98)3221-4729 (98)8162-0427

Heliana Trindade Marinho — Telefone para contanto: (98) 3245-3722 (98)
88263226

So6nia Maria Pereira Cruz - Telefone para contato: (98) 3232-3812.
Nivania Lisboa Camelo - Telefone para contato: (98) 8119-8595

Enio Fernandes Aragdo Soares - Telefone para contato: (98) 8114-9038

Comité de Etica em pesquisa-Hospital Universitario- UFMA
Rua Baréo de Itapary, 227, 4° Andar, Centro Telefone: 2109-1250
Coordenador: Prof. Wildoberto Batista Gurgel
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’ Ullvonl‘ado Federal do I.unllo
Hospital Universitario

l{ &} Diretoria Adjunta de Ensino, Pesquisa e Extensio

HULToMA Comité de Etica em Pesquisa

' "N, do Parecer: 115/2008
| PARECER CONSUBSTANCIADO | we 4o Protocolo: 33104-2040,/2007

NDOTAL Data de Entrada no CEP: 13/12/2007
Anti-projeto de pesquisa do Data da Assembléia: 14/03/2008

Mestrado Materno infantil P.roc.r’ Apgov‘po
|- dentificas Ao
Titulo do projeto: ]
| Estudo imunofenclipico das leucemias agudas na mfdncia no Estado do Maranha
meam

Wﬂm
mmmmmmﬁummmmm
| Camedlo, Sdnia Maria Pereira Cruz e Ligia Maria Mendes Gongalves

| Instiluicao onde serd reakzado.
Hospital Universitano - UFMA- Laboraténo de Andlises Clinkcas, CEPEC- Laboraténo de Pesquisa Clinica e
i&m de Farmbcia — Laboratério de Clinica
A Lemanca. Mylticéntrico: Cooperacao estrangeira:

n NAO NAO \
Il - Objetivos:

D inar o perfil i fenctipico e cinético das leucemias agudas em criancas no Estado do
Maranhio
Hi- Sumdrio do projeto:

Trata-se de um ameprojel de pesquisa apresentado ao Programa de Pos-graduaclo em Sadde
Matemo infantl, como pré-requisito do processo seletivo do Mestrado Académico da UFMA, cuja estrutura é a
seguinte. folha de rosto, curriculum vitae dos pesquisadores, protocolo de pesquisa propramente dito, contendo
sumério, mmemmmom mmoMo financiamento &
oxecugiio, cronograma, resultados @ IMpactos esp i biblogrificas © o Termo
de Consentimento Livre e Esclarecido

Tipo de pesquisa: Estudo prospectivo randomizado em pacientes encaminhados ao Hospital
aldenora Belo e diagnosticados como portadores de leucemias agudas, no periodo de ma de 2008 a outubro

de 2000

A metodologia esta devidamente detathada, como estd transcrito & seguir Os pacientes serdio
dividicos de acordo com a faixa etdna em: criancas com menos de 15 anos, adultos de 15 a 60 anos e idosos
acima de 60 ancs, Para cada faixa oténa serio avaliados 0s marcadores de profferacio oelular

owwmmﬂuwtluommﬁommmm provas

otipagem por chometna de fuco, do sangue periférco e modula 6ssea de paclentes

anwmwmmmawubm para disgndstico diferencial de
leucemias agudas. Os critévios ulilizados serfio: de acordo com os conceltos morfo-clloquimicos FAB(BENNET et
al. 1976, BENNET, DANIEL of &1, 1991) @ imunofenctipicos da classificacio EGIL(BENE et al, 1995).

Marcadores de proliferaciio colular: serdo estudados os marcadores de proliferacdo celular Ki-*8 e
CD71, bem como a DNA plodia por citometria fluxo.

Andlise estatistica: serlio usados a analise de vaniancia, mélodo de Kaplan-Meier, teste delog-rank o
© teste de fisher, quando Indicados.
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V- Comentarios frente 4 resolucio 196/96 CNS e complementares:

A justificativa apresenta de forma resumida 0 projeto e deixa bem clara a releviincia do mesmo: €
através do diagndstico cometo que se pode prognosticar ou lomar decisdes terapéuticas especificas para uma
detorminada doenca. As leucemias agudas sio Neoplasias cuja evolucao ciinkca difere sobremantira entre seus
portadores. A determinagiio dos diferentes subtipos ¢ a forma mais espocifica do poder prognosticar @ iratar de
modo particular cada paciente. Como ndo ha nenhum dado cientifico sobre 0s diferentes sublipes imunolégicos
de leucemias em nossa populaciio, este trabalho que ora se apresenta poderd dar subsidios mais solos para
conduta terapbutica que vB0o, alem do diagnostico, pode aumentar @ qualidade de wvida e demnuir a
morbimontalidade de uma doenga tio grave e incidente na infncia.

Infelizmente, no Estado do Maranhfio ainda ndo se faz diagndsticos das leucemias agudas através

alentadores de cura, Também, como conseqiéncia, inviabiliza-se um estudo clinico de tal assunto em nossa
comunidade .

Assim, nos parece Indispensavel @ de 1oMe IMPacto Utzar-mos de MEtdos Seguros e que possam
classificar e subclassificar os diversos tipos de leucemias agudas om requeirim macadores IMuNOlGGICos
{antigenos de membrana), com & utiizacho da cilometria de fluxo, e a partir de entlo, fazer-se um estudo
CINENico COmelacionando-as com 0 progndsticos destas doancas.

A metodologia esta devidamente detathada ¢ de acordo com 08 objetivos propostos. Entretanto o
Termo de Consentimento Livre @ Esclarecido (TCLE) deve atender as nonmas da Res. 196/86 50 CNS/MS.

Inclagimente 0 processo apresentava apenas uma folha de rosto, na qual eram citados trés
unidades/Orgdos Nos quais as pesquisa serd desenvolvida. Mas esta pendéncia |a fol resolvida.

Ainda ndo héa garantia de financiamento para alguns do tens de matenial de consumo.

V —Parecer Consubstanciado do CEP:

Diante do exposto, 0 protocolo 33104-2040/07, referente o titulo Estudo imunofenctipico das
leucernias agudas na infdncia no Estado do Macanhdo, plefieado por Rarmundo Antonio Gomes Oliveira é
consideraco. APROVADO.

Relaténos parcials (um por ano) devem ser apresentados a0 CEP-HUUFMA, sendo 0 primeiro para
23/05/2008, ou se houver algum evento adverso, emenda ou alleraciio no protocolo, O relaltnio final deve ser
antregue, acompanhado de copla do trabatho final gravado em CO ROM.

Qbs: Este parecer se refore s6 4 forma como 0 projeto dessa pesquisa desenhado e foi prolocolado
junto ao CEP, nhd-uommnmimmmum»hmmwm‘omm
bancas ou outros eventos dentificos. Para 110, 0 pesquisador deve solicltar o Parecer Consubstanciado
Aprovando Relatorio de Pesquisa ou 0 Parecer Consubstanciado Aprovando a malzacio da Pesquiss.

S80 Luls, MA, 23 de maio de 2008.

-
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v UNIVERSIDADE FEDERAL DO MARANHAO “
& HOSPITAL UNIVERSITARIO A~
; DIRETORIA ADJUNTA DE ENSINO, PESQUISA E EXTENSAOD =
DIVISAO DE POS-GRADUAGAO E PESQUISA
COMISSAO CIENTIFICA
Parecer Consubstanciado do Projeto
| Estudo smunofenotipico das leucemias agudas na infancia no Estado do Mar hio =]
Pesquisador(es) Responsavelfis): R
[emﬁ«mm;emmmmm;mmusmcm;smmmnm f
Cruz; Ligia Maria Mendes Gongaves o |
Professor Orientador: o = e
[Raimundo Antonio Gomes Oveira
Data: 12,02.2008 Protocolo: 33104-2040/2007 Data do Parecer: 11.03.2008
Parecer final
Comissio Cientifica:
— — e ——

| mammmmum.mmamcmmmmu
leucemias agudas na infAncia no Estado do Maranh@o® 0 refendo projeto obteve Resultado final:

{X) APROVADO COM PENDENCIA 0 RETIRADO [ NAO APROVADO

S80 Luis, 09.04 2008

Amm’mm

Coordenadora da COMIC-HUUFMA

m—nm-mmam-ms.u
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APENDICE A - Distribuicio dos pacientes segundo municipio de residéncia e

regides geograficas no estado do Maranhéo, Brasil.

Tabela 1a: Distribuicdo dos pacientes na regido noroeste do estado do Maranhao, Brasil.

Municipios Pacientes (n)
Cedral 1
Governador Newton Belo 1
Governador Nunes Freire 1
Pedro do Rosério 1
Pindaré-Mirim 1
Turilandia 1
Vitoria do Mearim 1
Zé Doca 1
Total de pacientes 8

Total de municipios 8
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Tabela 1b: Distribuicdo dos pacientes na regido nordeste do estado do Maranh&o, Brasil

Municipios Pacientes (n)
Alto Alegre do Pindaré 2
Belagua 1
Cantanhede 1
Chapadinha 1
Humberto de Campos 1
Icatd 1
Itapecuru-Mirim 1
Morros 1
Nina Rodrigues 1
Paco do Lumiar 1
Presidente Juscelino 1
Primeira Cruz 1
Roséario 1
S&o José Ribamar 1
Sdo Luis 15
Senador Alexandre Costa 1
Total de pacientes 31

Total de municipios 16
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Tabelalc: Distribuicdo dos pacientes na regido sudoeste do estado do Maranhéo, Brasil.

Municipios Pacientes (n)
Grajau 1
Montes Altos 1
Santa Luzia do Tide 1
Total de pacientes 3
Total de municipios 3

Tabela 1d: Distribui¢do dos pacientes na regido central do estado do Maranh&o, Brasil.

Municipios Pacientes (n)
Arari 3
Bacabal 1
Conceicdo do Lago-Acu 1
Lago Verde 1
Pedreiras 1
Presidente Dutra 1
Santa Luzia 1
Tuntun 1
Total de pacientes 10

Total de municipios 8
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Tabela 1e: Distribuicdo dos pacientes na regido sudeste do estado do Maranhdo, Brasil

Municipios Pacientes (n)
Nova lorque 1
Total de pacientes 1

Total de municipios 1
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APENDICE B — Artigo cientifico

1 ARTIGO CIENTIFICO

1.1 Classificacao do Qualis do Periddico na &rea de Medicina 11

ISSN Titulo Estrato Area de Avaliagio
0100-879 Brazilian Journal of Medical and Bl Medicina Il
Biological Research

1.1.1 Normas editoriais

Preparacdo dos manuscritos. Os manuscritos devem ser escritos em Inglés.
Solicita-se aos autores que usem o inglés americano, exceto, naturalmente, nas
referéncias, cujos titulos devem aparecer exatamente como publicadas. OrientacGes
sobre gramatica, pontuacdo e escrita cientifica podem ser encontradas nas seguintes
fontes: Scientific Style and Format: The CSE Manual for Authors, Editors, and
Publishers. 7th edn. Rockefeller University Press, Reston, 2006; Medical Style and
Format. Huth EJ (Editor). ISI Press, Philadelphia, 1987, Marketed by Williams &

Wilkins, Baltimore, MD.

Formato do texto. Solicitamos que os textos sejam remetidos sob a forma de
arquivo do Microsoft Word criado com MS Word versdo 6.5 ou uma versdo posterior.
Use fonte serifada, preferivelmente Times New Roman, com 12 pontos e espaco
duplo em todo o trabalho, incluindo pagina de titulo, resumo, texto, agradecimentos,
referéncias bibliograficas, legendas das figuras e tabelas. A numeracao das paginas deve
ficar no canto superior direito, comecando com a pagina de titulo como pagina 1. Nao

use abreviacGes no titulo ou no resumo e limite seu uso no texto. A extensdo do




101

manuscrito e 0 nimero de tabelas e figuras devem ser os menores possiveis. Verifique
se todas as referéncias bibliograficas forma citadas no texto. Nomes genéricos devem
ser usados para todas as drogas. Os instrumentos podem ser citados pelo nome
comercial; 0 nome e a localizagdo do fabricante (cidade, estado, pais e email) devem ser
dados entre parénteses no texto. Rodapé, se for imprescindivel deve ser numerado,
super-escrito, consecutivamente no texto e deve ser apresentado em uma pagina a parte

apos 0 resumo.

Titulos e Subtitulos. Utilize somente trés tipos de titulos no texto. Indique claramente o
nivel do titulo usando as convengdes tipograficas abaixo. A posicao de todos os titulos e

subtitulos deve ser a esquerda da margem.

Dados da identificacéo

Titulo do trabalho - O titulo deve ser tdo breve e informativo quanto possivel, ndo
deve conter abreviagoes.

Autores - Iniciais do nome e sobrenome de todos os autores com nimeros super-
escritos identificando a instituicdo de cada autor.

Instituicdo - Instituicdo de cada autor, identificada com o numero super-escrito
(Departamento, Faculdade, Universidade, Cidade, Estado e Pais). Quando um autor for
do Brasil, 0 nome da instituicdo deve estar em portugués.

Titulo Resumido - O titulo resumido serd utilizado no topo das paginas. Nao deve
exceder 60 letras e espagos.

Palavras Chaves - Deve ser incluida uma lista de ndo mais que 6 palavras chaves ou

termos de indexacao.
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Agradecimentos - Se necessario, agradega brevemente assisténcia de cunho técnico,
conselhos e assisténcia de colegas, etc. Apoio financeiro para a pesquisa e bolsas de

estudo devem ser citados na pagina de titulo.

Tabelas. As tabelas devem ser numeradas consecutivamente com algarismos arabicos e
reunidas apos a secdo de Referéncias. Todas as tabelas devem ser citadas no texto em
ordem numérica. Cada tabela deve ser digitada com espaco duplo em uma folha
separada (ou, se for excepcionalmente grande ou que requeira simbolos especiais ou
algum arranjo ndo usual, a tabela deve ser enviada como uma imagem em um arquivo
tif ou .jpg). Defina todas as abreviacGes nas legendas das tabelas, mesmo que estejam

definidas no texto.

Figuras. Todas a imagens devem pelo menos 12.5cm de largura.Serem numeradas
na ordem em que sdo citadas no texto usando numeros ardbicos consecutivos.
Informacdo de abscissas e ordenadas ou outras informagdes nas figuras devem ter
somente a primeira letra da palavra em mailscula e as demais letras devem ser

minUsculas. O tamanho e formato da letra deve ser uniformizado.

Legendas. Digite todas as legendas em espaco duplo consecutivamente em uma
folha separada. Comece cada legenda com um pequeno titulo. Defina todas as
abreviacOes e simbolos usados na figura, mesmo se eles estiverem definidos no
texto. Numere as figuras na ordem em que elas sdo citadas no texto, usando
algarismos arabicos consecutivos. Grafico (preto e branco ou colorido) deve ser 300

dpi de resolugéo

Referéncias. Autores sdo responsaveis pela acuracia completa e correta citagdo das
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referéncias ao longo texto. Sempre que possivel as citaces de referéncia devem estar
em inglés. A lista de referéncia deve estar em espaco duplo em ordem numérica em
uma folha separada. Numere as referéncias na ordem em que elas forem citadas no
texto pela primeira vez, usando algarismos arabicos entre parénteses. Duas ou mais
referéncias devem ser separadas por virgula sem espaco (1,5,7) e trés ou mais
referéncias consecutivas devem ser separadas por um hifen (4-9). As seguintes
informacdes devem ser dadas na citacéo:

. Ultimo nome e iniciais dos 6 primeiros autores (sem pontuacéo). Se houver

mais de 6 autores, depois do 6°, nome coloque "et al.

. Titulo do artigo.

. Nome da revista em italico abreviado.

. Ano da publicacdo, volume e paginas

. Se a referéncia for um livro, dé também os nomes e as iniciais dos editores,

da editora e a cidade.
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1.1.3 Artigo completo

Titulo original: Expressao do antigeno Ki-67 e CD71 em células blasticas nas

leucemias agudas atraves da citometria de fluxo

H. T. Marinho %, E. P. Noronha *®, E. B. A. F. Thomaz? e R. A. G. Oliveira®.

! Programa de P6s Graduacdo em Satide Materno-Infantil — Mestrado Académico, 2
Departamento de Satde Publica,  Centro de Pesquisa Clinica do Maranh&o - Hospital
Universitario Presidente Dutra, Universidade Federal do Maranhdo, S&o Luis, MA,

Brasil.

Titulo resumido: Ki-67 e CD71 nas leucemias agudas

Palavras chaves: leucemia aguda, Ki-67, CD71, proliferacdo celular, citometria de

fluxo

Agradecimentos: Pesquisa apoiada pela Fundacdo de Amparo a Pesquisa e ao
Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico do Maranhdo (FAPEMA) e CAPES. H.T

Marinho e E. P. Noronha foram beneficiarios de bolsas de estudo da Capes.

Endereco para correspondéncia

R. A. G. Oliveira, Centro de Pesquisa Clinica do Maranh&o, Hospital Universitario
Presidente Dutra (HUUFMA).

Rua Almirante Tamandaré, 01, Centro.

Cep: 65020-600, S&o Luis, MA, Brasil.
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E-mails: helianamarinho@yahoo.com.br; rago@usp.com.br

RESUMO

Esta pesquisa objetivou estudar a proliferacdo celular através do marcador Ki-67 e
CD71 nas leucemias agudas, bem como estabelecer a relacdo entre eles. Os pacientes
foram selecionados de forma prospectiva tendo inicio em dezembro de 2008 e término
em novembro de 2009 (12 meses). Foram coletadas amostras de medula Gssea ou
sangue periférico dos pacientes diagnosticados como portadores de leucemias agudas,
provenientes do hospital de referéncia para tratamento oncoldégico no estado do
Maranh&o (no nordeste brasileiro), sendo determinada a expressao dos marcadores Ki-
67 e CD71 por citometria de fluxo. A maioria dos pacientes foi diagnosticada com
Leucemia Linfoide Aguda (LLA) (63,0%), dos quais 73,5% tipo B e 26,5% tipo T. Os
valores da expressao de Ki-67 em medula 6ssea e sangue periférico no total de pacientes
apresentaram-se maiores na LLAB que as demais leucemias agudas. O CD71
apresentou na medula 6ssea uma maior expressdo na LLAT e no sangue periférico, uma
maior expressdo na LMA. Foi observada correlagéo positiva entre o Ki-67 e CD71 em
sangue periférico na LLAB . Na medula 6ssea, os marcadores apresentaram correlagéo
linear na LMA. Nossos dados parecem indicar que a expressdo dos marcadores

estudados difere nas leucemias agudas.


mailto:helianamarinho@yahoo.com.br
mailto:rago@usp.com.br
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INTRODUCAO

As leucemias agudas sdo neoplasias priméarias de medula Gssea caracterizadas
por formarem um grupo heterogéneo de doencas, nas quais existe a substituicdo dos
elementos medulares e sangiiineos normais por células imaturas denominadas blastos,
bem como acumulo destas células em outros tecidos. Uma das bases importantes da
patogénese da leucemia é a proliferacdo desordenada (1).

A citometria de fluxo tem sido usada para avaliar a proliferacdo celular, baseado
na deteccdo do antigeno Ki-67, presente no ndcleo das células nas fases do ciclo celular
(G1, S e G2), bem como na mitose. Células quiescentes ou em repouso (fase GO)
ndo expressam o antigeno Ki-67 (2). Visto que o antigeno Ki-67 esta presente em todas
as células que estdo proliferando, torna-se evidente que sua presenca torna-se um
excelente marcador para determinar a fracdo de crescimento de uma populacéo de célula
(3). O CD71 ou receptor de transferrina € amplamente expresso ha membrana celular.
Tem sido utilizado para medir a cinética celular, pois células que estdo proliferando
requerem ferro e, portanto, expressam o receptor de transferrina (4).

O objetivo do presente estudo foi detectar o antigeno Ki-67 e CD71 em células

blasticas nas leucemias agudas por meio da citometria de fluxo.
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SUJEITOS E METODOS

Sujeitos

Foram diagnosticados cinquenta e quatro pacientes com leucemia aguda no
hospital de referéncia para tratamento oncoldgico na capital do estado do Maranhdo
(nordeste brasileiro) entre dezembro de 2008 e novembro de 2009 (12 meses). O
diagnéstico foi baseado no aspecto citomorfol6gico e imunofenotipico dos blastos em
medula 6ssea ou sangue periférico. A imunofenotipagem foi realizada por citometria de
fluxo utilizando-se um painel de anticorpos monoclonais (Becton Dickinson, San José
CA, USA) direcionado contra antigenos de células precursoras e antigenos da linhagem
B, T ou mieldide.

Para avaliacdo da resposta ao tratamento foi realizado mielograma ao final da
fase de inducdo e considerou-se como critério de remissdo a presenca de menos de 5%
de blastos na medula 6ssea. Os pacientes que foram a 6bito antes do final da inducédo
(n=20) foram considerados como pacientes que ndo entraram em remissdo. Pacientes
com LLA foram tratados de acordo com o Grupo Brasileiro de Tratamento das
Leucemias Infantis, GBTLI/99. Adultos e criancas com LMA foram tratados de acordo
com o Grupo de Estudo Alemé&o Berlin, Frankfurt, Minster, BFM-83 (5,6).

Esta pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica e Pesquisa do Hospital
Universitario da Universidade Federal do Maranhdo (HU-UFMA), parecer

consubstanciado 115/2008.

Determinacdo do Ki-67 por citometria de fluxo
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A determinagdo da expressdo do antigeno Ki-67 nas células blésticas foi
realizada usando o anticorpo monoclonal (AcMo) anti-Ki-67 conjugado com
isotiocianato de fluoresceina (FITC) (Becton Dickinson, San Jose CA, USA) e o
anticorpo anti-CD34, marcador de células blasticas, conjugado com ficoeritrina (PE)
(Becton Dickinson, San Jose CA, USA) através da citometria de fluxo.

A suspensdo celular foi ajustada na concentracdo 1x10° células por tubo,
previamente identificado com os AcMo. Primeiramente, foi realizada marcagdo em
membrana através do AcMo CD34 PE, sendo incubado por 20 minutos em camara
escura.

A suspensdo celular foi adicionado 1 ml de solugdo de lise (Becton Dickinson,
FACS lysing solution, San José, CA, USA) diluida 1:10 em &gua destilada, com
posterior incubacdo por 10 minutos a temperatura ambiente. A amostra foi entdo
centrifugada a 1500 rpm por 5 minutos. O sedimento foi ressuspendido em PBS 1%,
seguido de nova centrifugacéo.

Apos descarte do sobrenadante, as células foram ressuspendidas em 200 pl de
tampdo permeabilizante (BD Facs ™ Permeabilizing Solution), incubadas por 5
minutos e, posteriormente centrifugadas, seguido pelo descarte do sobrenadante. Ao
sedimento foi adicionado o AcMo anti-Ki-67 FITC de acordo com recomendacdes
técnicas do fabricante, e ao tubo controle foi adicionado o controle isotipico. Os tubos
foram incubados em camara escura por 20 minutos a temperatura ambiente. Apds
incubagdo, realizou-se a lavagem com PBS 1% e centrifugacdo, descartando o
sobrenadante. Ao sedimento foi adicionado 500 ul de paraformaldeido 1%
(Paraformaldehyde, Sigma-Aldrich), preservando-o a temperatura de 4°C ao abrigo da

luz.
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Determinacdo do CD71 por citometria de fluxo

A suspensdo celular foi ajustada na concentracdo 1x10° células por tubo,
previamente identificado com os AcMo a serem utilizados. Foi realizada marcagédo em
membrana, segundo as indicagdes técnicas do fabricante, para os AcMo anti-CD71
FITC e anti-CD34 PE, sendo incubados por 20 minutos em camara escura.

A suspensdo celular foi adicionado 1 ml de solugdo de lise (Becton Dickinson,
FACS lysing solution, San José, CA, USA) previamente diluida 1:10 em &gua destilada,
homogeneizando em vértex e incubando por 10 minutos a temperatura ambiente. ApGs
esse periodo, a amostra foi centrifugada a 1500 rpm por 5 minutos. O sedimento foi
ressuspendido em PBS 1%, seguido de nova centrifugacdo. Apés descarte do
sobrenadante, ao sedimento foi adicionado 500 ul de paraformaldeido 1%, preservando
a temperatura de 4°C ao abrigo da luz até o momento da aquisicdo no citbmetro de

fluxo.

Aquisicdo e analise por citometria de fluxo

Apds a marcacdo dos AcMo, foram realizadas leituras e analises em citbmetro
de fluxo (FACSCalibur da Becton Dickinson, San José, CA, USA), utilizando-se o Cell
Quest software, versio 3.1 (Cell Quest ™ Software, Becton Dickinson
Immunocytometry Systems, San José, CA, USA), com aquisi¢do de 10.000 eventos da
janela de analise (gate) por tubo. A partir da janela de andlise estabelecida para os
parametros de dispersdo luminosa (FSC x SSC) foram obtidos graficos do tipo dot plot

no canal FL1 (fluorescéncia para FITC) e canal FL2 (fluorescéncia para PE). Os



110

resultados foram fornecidos na forma de percentagem de células blasticas positivas para

0s AcMo estudados.

Andlise estatistica

Para avaliacdo da distribuicdo dos dados (teste de normalidade), foi utilizado o
teste de Shapiro-Wilk. Para variaveis com distribuicdo assimétrica, utilizaram-se testes
ndo-paramétricos.  Os testes de Mann-Whitney e Kruskall-Wallis foram utilizados na
avaliacdo para comparar dois grupos, sendo considerados estatisticamente significativos

quando p < 0,05.

RESULTADOS

Em relacdo ao subtipo de leucemia aguda, dos 54 pacientes avaliados, 34
pacientes (63,0%) eram portadores de LLA e 20 (37,0%) de LMA. Do total de casos
com LLA, 73,5% (25/34) foram tipo B e 26,5% (9/34) tipo T.

A expressdo do antigeno Ki-67 e CD71 foram estudadas através da citometria de
fluxo, com AcMo anti-Ki-67 em 39 amostras de medula 6ssea e 15 amostras de sangue
periférico. Na figura 01 um dot plot criado ap6s a andlise por citometria de fluxo,
mostra a células positivas na medula 6ssea de um paciente com leucemia linfoide aguda
(LLA).

No total de pacientes, a mediana da expressdo do Ki-67 em medula 0ssea
apresentou-se maior para a LLA B com 25,8%, contra 10,8% da LLAT e 9,9% na LMA,

entretanto, ndo apresentou diferenca estatistica (p=0,1318). A expressdo do Ki-67 em
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sangue periférico apresentou maior mediana na LLAB com 44,2%, contra 30,9% da
LLAT e 4,2% na LMA, mas sem diferenca estatistica significativa (p=0,1513).

Na analise do CD71 em medula 6ssea, observou-se uma maior expressao deste
marcador na LLAT, com mediana de 38,0%, contra 17,5% das LLAB e 32,3% das
LMA, mas ndo apresentando diferenca estatistica (p=0,6198). No sangue periférico a
expressdo da mediana do CD71 foi maior na LMA com 64,5%, contra 9,7% das LLA-B
e 9,6% das LLA-T, ndo apresentando diferenca estatistica (p=0,4926).

Em relagdo aos tipos de leucemias agudas, houve diferenca estatisticamente
significante (p= 0,0129) quando foram comparados os valores do Ki-67 em sangue
periférico e Ki-67 em medula 6ssea nas LMAs (Tabela01).

Observou-se correlagdo linear positiva entre a expressao do antigeno Ki-67 e o
CD71 em sangue periférico na LLAB (p = 0,0000 e R = 1,0000), sendo que, quanto
maior o valor de Ki-67, maior a expressdo do antigeno CD71. Na LLAT, LMA e seus
subtipos ndo houve correlagdo entre Ki-67 e CD71 em sangue periférico. Na medula
6ssea houve correlacéo linear entre a expressdo do antigeno Ki-67 e 0 CD71 na LMA (p
= 0,0164 e R = 0,6071). Na LLAT e LLAB, nédo foram observados correlagéo entre as

variaveis de proliferagdo (Figura 02).

DISCUSSAO

Dos 54 pacientes submetidos aos estudos de proliferacdo celular, a maiorias foi
diagnosticada com LLA (63,0%), dos quais 73,5% (25/34) tipo B e 26,5% (9/34) tipo T.

As LMA constituiram (37,0%) do total de leucemias agudas. Dados epidemioldgicos da
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literatura refletem percentuais de LLA que variam de 67% a 85% dos casos
(COEBERGH et al, 2001). A inclusdo em nosso trabalho dos 4 casos que perderam a
expressdo do CD34 (todos LLA B) refletiria um valor real de 65,5% de LLA.

Quanto ao tipo de LLA, estudos realizados em Ribeirdo Preto (7), que avaliaram
153 pacientes, obtiveram 82% de LLA B; no ano 2003, na Austria (8), os autores
encontraram que 87% das LLA eram do tipo B. Em 2007 (9), foi encontrado em outra
pesquisa 83% das LLA com tipo B. Todos estes dados refletem mesma tendéncia
encontrada em nosso estudo 73,5% (25/34) tipo B e 26,5% (9/34) tipo T.

A expressdo do Ki-67 foi estudada separadamente em medula éssea e em sangue
periférico, pois os parametros cinéticos do KI-67 sdo diferentes entre os blastos no
sangue e na medula 6ssea (10).

Na tabela 01, encontram-se os valores obtidos para a expressdo do Ki-67, em
sangue periférico e medula 6ssea por tipo de leucemia aguda. Foram analisados os
valores de Ki-67 em medula 6ssea no total de pacientes, apresentando a LLAB uma
maior expressdao da mediana quando comparadas as expressdes em LLAT e LMA.
Quando analisado o Ki-67 em sangue periférico, também se observou uma maior
expressdo da mediana na LLAB quando comparadas a LLAT e LMA, mesmo néo sendo
estatisticamente significante (p=0,1318).

Quando comparamos 0s nossos resultados com os dados da literatura,
observamos que as medianas da expressdo do Ki-67 em medula 0ssea e sangue
periférico neste trabalho ndo sdo diferentes das relatadas por outros autores, que
também encontraram uma mediana de células positivas para o Ki-67 superior na LLA B
(11,12). Corroborando com nossos dados, em outro estudo (13), também observaram
que na LLAB a positividade do Ki-67 é maior quando comparada aos outros tipos de

leucemias agudas.
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Quando comparamos a expressao do Ki-67 em medula éssea com a expressao do
Ki-67 em sangue periférico, houve diferenca estatistica (p= 0,0129) apenas na LMA
entre os tipos de amostras bioldgicas. Nossos resultados sdo semelhantes aos obtidos
por outros pesquisadores (11), que também encontraram diferengas na expressdo da
variavel estudada no sangue periférico e medula Gssea.

O CD71 apresentou expressdes diferenciadas quanto ao tipo de leucemia,
dependendo da amostra, observando na medula 6ssea uma maior expressdo na LLAT e
no sangue periférico, uma maior expressdo na LMA. Um trabalho realizado no ano de
1997 (14) encontrou uma porcentagem maior de células que expressam receptores de
transferrina na LLAT em medula Ossea (mediana 81,0%), confirmando nossos
resultados. Nesse estudo também foi possivel observar uma maior expressdo da LMA
(mediana de 32,0%) em sangue periférico, quando relacionado a LLA B, que apresentou
a menor expressdo desse receptor (6,0%), concluindo que os blastos linféides B em
sangue periférico apresentam menor expressdo do antigeno CD71, quando comparados
aos outros tipos de leucemias agudas.

A avaliagdo comparativa entre a atividade proliferativa das células nos diferentes
tipos de leucemias agudas em nosso estudo demonstrou que em sangue periférico
apenas a LLAB apresentou correlagdo justificando que o Ki-67 aumenta juntamente
com o CD71. Na medula dssea, nossos resultados apresentaram correlacdo linear na
LMA. Muito embora, se saiba que tal avaliacdo comparativa seja mais significativa
quando se utiliza técnicas que estudem as células e suas fases no ciclo celular, o que néo
pode ser avaliado em nosso estudo.

Nossos dados parecem indicar que a proliferacdo celular difere nas leucemias
agudas. Estes resultados expandidos a um maior nimero de pacientes, incluindo a

avaliacdo do indice de DNA, associados a um estudo de evolucéo clinica a médio-longo
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prazo, se faz necesséria para avaliacdo da proliferacdo celular no prognostico e

sobrevida de pacientes com leucemias agudas.
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Figura 01: Analise do marcador Ki-67 e CD71 por citometria de fluxo: a) Dot plot do
controle isotipico do Ki-67. (b) Dot plot da dupla marcagéo do anticorpo anti-Ki-67
versus anticorpo anti-CD34. (c) Dot plot do controle do anticorpo anti-CD71. d) Dot

plot da dupla marcacdo do anticorpo anti-CD71 versus anticorpo anti-CD34.
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Tabela 01: Expressdo dos marcadores Ki-67 e CD71 (sangue periférico e medula 6ssea) por tipo de leucemia aguda em pacientes do Instituto
Maranhense de Oncologia Aldenora Bello, Sdo Luis-MA.

Ki-67 CD71

MO SP MO SP

N X dp Med N X dp Med p* N X dp Med N X dp Med p*

Tipo de X

leucemia
LLAB 18 26,2

18,3 258 6 378 260 44,2 0,3399 18 26,1 24,4 175 6 13,0 11,7 9,7 0,1433

LLAT 5 129 150 108 4 27,7 244 309 0,1416 5 40,6 333 380 4 253 332 96 0,2207

LMA 15 165 133 99 5 260 36 472 9,0129* 15 36,1 30,0 323 5 496 415 645 0,6312

* = média em %; dp= desvio padrdo; Med= mediana em %; MO= medula 6ssea; SP= sangue periférico.

* p valor para Mann-Whitney.

** Valor estatisticamente significante (p < 0,05).
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Figura 02: Graficos de dispersdo dos marcadores Ki-67 e CD71 em sangue periférico e
medula 6ssea nos pacientes portadores de leucemias agudas do Instituto Maranhense de
Oncologia Aldenora Bello, S&o Luis-MA.(a) Grafico de dispersdo do Ki-67 versus CD71 em

sangue periférico na LLAB.(b) Gréafico de disperséo do Ki-67 versus CD71 em medula éssea

na LMA.



