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RESUMO

A Leucemia linféide aguda (LLA) é caracterizada pela proliferagdo anormal de
células linféides imaturas e representa a neoplasia mais comum em criangas. A
avaliacao de fatores prognosticos em pacientes com LLA possibilita a implantagao
de abordagens terapéuticas diferenciadas. A expressao aberrante dos marcadores
CD56, CD57 e CD16 pode ser uma forma de avaliar tal prognéstico. O objetivo deste
trabalho foi caracterizar os pacientes com LLA e avaliar a influéncia prognostica da
expressao aberrante dos marcadores CD56, CD16 e CD57 na LLA. Foram avaliados
40 pacientes, atendidos no Instituto Maranhense de Oncologia Aldenora Bello
(IMOAB), em Séao Luis — MA, no periodo de marco de 2010 a outubro de 2011. Os
pacientes foram diagnosticados com LLA, segundo os critérios morfo-citoquimicos e
imunofenotipicos. A expressdao dos marcadores foi determinada através da
citometria de fluxo e os dados clinicos foram obtidos através da revisdo de
prontuarios. Dois grupos foram divididos quanto a expressdo ou nao dos referidos
marcadores e comparados em relagdo as variaveis prognoésticas. A média de idade
na amostra foi de 6,28 anos, sendo o sexo masculino predominante (60,0%). A
média de blastos contados na medula 6ssea (MO) e sangue periférico (SP) foram de
77,0 e 39,6, respectivamente. A morfologia L1 dos blastos da MO foi a mais
frequente (80,0%). O perfil do hemograma, ao diagndstico, indicou: 24.061
leucécitos/mm?, 56.510 plaquetas/mm?® e 8,0 g/dL de hemoglobina. De acordo com a
classificacdo GBTLI-99, 60,0% dos pacientes se encontravam no grupo de baixo
risco de recidiva e ao final da fase de indugdo do tratamento (D29), 70,0% dos
pacientes alcancaram a remissdo. Os pacientes portadores de LLA T apresentaram
média de idade (10,6 anos; p- 0,0204) e leucometria (48.200/mm?; p- 0,0167)
significativamente mais altas do que os pacientes com LLA B. 80,0% dos pacientes
expressaram o marcador CD56 e nenhum paciente expressou o CD16 e/ou o CD57.
Os pacientes que nao expressaram o marcador CD56 tinham idade
significativamente maior daqueles que o expressaram (9,3 anos; p- 0,0353). Para os
pacientes portadores de LLA B, a média de blastos do SP dos pacientes que
expressaram o marcador CD56 foi maior do que a média dos que ndo o
expressaram (41,1; p- 0,0226). Conclui-se que a expressao do CD56 sugere um pior
prognéstico para os pacientes com LLA B, em virtude de uma média
significativamente maior de blastos contados no SP encontrada no nosso estudo,
contudo, um maior numero de casos € um maior tempo de observagao seriam
necessarios para enfatizar melhor esta evidéncia.

Palavras-chave: Leucemia linféide aguda. Prognéstico. CD56, CD57 e CD16.



ABSTRACT

The acute lymphoblastic leukemia (ALL) is characterized by abnormal proliferation of
immature lymphoid cells and represents the most common cancer in children. The
evaluation of prognostic factors in patients with ALL enables the implantation of
different therapeutic approaches. The aberrant expression of markers CD56, CD57
and CD16 may be a way to assess this prognosis. The objective of this study was to
characterize patients with ALL and to evaluate the prognostic influence of aberrant
expression of markers CD56, CD16 and CD57 in ALL. 44 patients treated at the
Maranhense Oncology Institute Aldenora Bello in Sao Luis - MA were evaluated,
from March 2010 to October 2011. Patients were diagnosed with ALL according to
the morpho-cytochemical and immunophenotype criteria. The expression of markers
was determined by flow cytometry and clinical data were obtained through chart
review. Two groups were divided as the expression or not of these markers and
compared in relation to prognostic variables. The average of age in the sample was
6,28 years, with a predominance of males (60,0%). The average of blasts counted in
bone marrow (BM) and peripheral blood (PB) was 77,0 and 39,6, respectively. The
L1 morphology of the blasts from BM was the most frequent (80,0%). The profile of
the blood count at diagnosis indicated: 24.061 leukocytes/mm?; 56.510 platelets/mm?
and 8,0 g/dL hemoglobin. According to the classification GBTLI-99, 60,0% of the
patients were in low risk of recurrence group and in the end of the induction phase of
treatment (D29), 70,0% of the patients had remission. The patients with ALL T had
mean of age (10,6 years; p = 0,0204) and leukometry (48.200/mm?; p = 0,0167)
significantly higher than patients with ALL B. 80,0% of the patients expressed the
CD56 marker and no patient expressed CD16 and/or CD57 markers. Patients who
did not express the marker CD56 had age significantly higher those who expressed
(9,3 years; p = 0,0353). For patients with ALL B, the average of blasts from PB of
patients who expressed the CD56 marker was higher than those not expressed
(41,1; p = 0,0226). It is concluded that CD56 expression characterizes a worse
prognosis for patients with ALL B, due to a significantly higher average of blasts
counted in PB found in our study. However, a greater number of cases and a longer
observation time would be needed to better emphasize this evidence.

Keywords: Acute lymphoblastic leukemia. Prognosis. CD56, CD57 and CD16.
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1. INTRODUCAO




As neoplasias mais comuns em criangas sdo as leucemias agudas,
representando a terceira malignidade mais importante e a causa primaria de cancer
relacionado a mortalidade na infancia (CHOWDHURY E BRADY, 2008). As
leucemias agudas sdo um grupo heterogéneo de neoplasias primarias da medula
O0ssea nas quais existe a substituicdo dos elementos medulares e sanguineos
normais por células imaturas denominadas blastos, bem como acumulo destas
células em outros tecidos (ZHANG et al., 20006).

As leucemias linféides agudas (LLA) sdo neoplasias malignas, caracterizadas
pela proliferagao anormal de células linféides imaturas denominadas linfoblastos e o
consequente acumulo destas na medula 6ssea e sangue periférico. Os sinais e
sintomas apresentados pelos pacientes resultam em graus variaveis de anemia,
neutropenia, trombocitopenia e infiltracdo dos tecidos por células leucémicas.
(KEBRIAEI et al., 2003). Sado doengas neoplasicas mais comuns em individuos
menores de quinze anos, com pico de incidéncia entre dois e cinco anos,
correspondendo a 25% de todos os canceres em criangas nessa faixa etaria,
existindo uma maior frequéncia em criangas brancas e do sexo masculino (FARHI E
ROSENTHAL, 2000).

O diagnéstico atual das leucemias agudas ndo mais admite apenas critérios
morfologicos como parametro de definicdo. A classificagdo WHO (Organizagao
Mundial de Saude), a mais recente e completa, incorpora critérios clinicos,
morfolégicos, imunolégicos, citogenéticos e moleculares para definicdo do
diagndstico, progndstico e a forma apropriada de terapia a ser utilizada (OLIVEIRA
et al., 2004).

A citometria de fluxo surgiu como uma poderosa tecnologia capaz de fazer o
diagndstico diferencial preciso e exato de quase 99,0% dos subtipos de leucemias
agudas, através da imunofenotipagem com os anticorpos monoclonais (JAFE et al.,
2001).

Tao importante quanto diagnosticar € poder prognosticar e tomar decisdes
terapéuticas especificas para uma determinada doenca. As leucemias agudas séo
hoje reconhecidas como entidades clinicas bastante heterogéneas, e que diferem
sobremaneira em sua evolugdo e forma de tratamento. Além disso, uma doenga mal
diagnosticada tera boa propensao a ser mal conduzida terapeuticamente, o que por
certo refletird em seu prognéstico (OLIVEIRA E POLI-NETO, 2004).



Os marcadores CD56 (também conhecido como molécula de adesao celular
neural), CD16 e CD57 sao predominantemente expressos em células natural-killer
(NK). Uma minoria da subpopulacdo de linfocitos T com atividade citotdxica pode
expressar os marcadores CD16 e CD56. Enquanto os marcadores CD16 e CD57
nem sempre estdo presentes nas células NK diferenciadas, o CD56 constitui um
marcador imunoldgico importante destas células (ESTEVINHO, 2004).

Foi observado que a expressédo de CD56 pode ser importante na avaliagao do
progndstico de alguns casos de leucemia linféide aguda de células T (MONTERO et
al., 2003). Estudos demonstraram que a presenca de CD56 e/ou CD16 na superficie
dos blastos de pacientes com leucemia linféide aguda de células T pode predispor
um pior prognéstico, considerando principalmente a resposta ao tratamento e a
média de sobrevivéncia geral, e diferenciar um subtipo especifico de leucemia
linféide aguda de células T (DALMAZZO et al., 2008). Outros estudos sugerem a
existéncia da associacdo da expressao de CD56 com leucemia extramedular e
resisténcia a multiplas drogas durante o tratamento (DRACH et al., 1992). Em alguns
modelos animais, provou-se a intervengao do CD57 em fendmenos de adeséo célula
a célula, contudo as principais fungbes mediadas por este antigeno sédo ainda
desconhecidas (OHKAWA et al., 2001).

No Maranhao, pesquisas cientificas no ambito da oncohematologia iniciaram
no ano de 2008 com o diagndstico imunofenotipico de leucemias, realizado no
Centro de Pesquisa Clinica do Hospital Universitario da Universidade Federal do
Maranhdo (CEPEC/HUUFMA), dos pacientes encaminhados pelo Instituto
Maranhense de Oncologia Aldenora Belo (IMOAB), centro de referéncia em
oncologia neste estado. Anteriormente, o diagndstico das leucemias agudas se
baseava apenas em critérios morfolégicos, o que o que nao permitia o diagndstico
de determinados subtipos, detectaveis somente pelo diagndstico imunofenotipico, e
nem tampouco a identificagdo de caracteristicas imunoldgicas que pudessem
esclarecer o prognéstico dos pacientes portadores de leucemias.

A avaliagado prognéstica, tdo importante quanto o diagndstico, possibilita a
estratificacdo dos pacientes em diferentes grupos de risco e desta forma permite a
implantacdo de abordagens terapéuticas diferenciadas e consequentemente a
otimizacdo dos tratamentos. Como ha auséncia de dados cientificos sobre os
diferentes parametros prognosticos de leucemias em nossa populagao, este trabalho

podera dar subsidios mais sélidos para conduta terapéutica diferenciada destes



pacientes no Maranhdo. A implantacdo de novas técnicas que vao além do
diagnodstico pode aumentar a qualidade de vida e diminuir a morbimortalidade da

leucemia linféide aguda.



2. FUNDAMENTACAO TEORICA




2.1 Leucemias

As leucemias sdo um grupo de doengas neoplasicas caracterizadas por
proliferacdo clonal de células hematopoiéticas mieldides ou linféides, as quais
sofreram anormalidades em genes que controlam os mecanismos naturais de
proliferagdo (mitose) e/ou diferenciagcdo/maturagdo e/ou de morte celular
programada (apoptose). A transformagéao leucémica podera ocorrer em um precursor
linféide, em um precursor mieldéide ou em uma célula progenitora com capacidade
pluripotente (stem cell pluripotente) e potencial de diferenciagcéo tanto para linhagem
mieldide quanto linféide. S&o doengas bastante heterogéneas quanto a patogenia,
etiologia, progndstico e resposta ao tratamento (OLIVEIRA E POLI-NETO, 2004).
Para o Brasil, em 2012, estimam-se 4.570 casos novos de leucemia em homens e
3.940 em mulheres. Esses valores correspondem a um risco estimado de 5 casos
novos a cada 100 mil homens e 4 a cada 100 mil mulheres (INCA, 2012).

Tradicionalmente, as leucemias sdo agrupadas em agudas e cronicas com
base na sua histéria natural e no nivel de maturacdo das células neoplasicas e em
mieldides ou linféides de acordo com a origem celular. A leucemia aguda possui um
curso clinico mais rapido, caracterizando-se por um defeito na maturacdo, o que
induz a um acumulo de células imaturas (blastos) e, se n&o tratada, leva ao 6bito em
poucas semanas ou meses. As leucemias crbnicas, ao contrario, sdo definidas por
hiperplasia macica de elementos maduros e tém curso indolente, com historia
natural que pode durar até anos. Assim, as leucemias sao classificadas em:
Leucemia Linféide Aguda (LLA), Leucemia Linféide Crbénica (LLC), Leucemia
Mieldide Aguda (LMA) e Leucemia Mieldide Crénica (LMC) (MENDES, 2002).

2.2 Leucemias linféides agudas

Leucemias agudas sao neoplasias primarias da medula 6ssea caracterizadas
por pertencerem a um grupo heterogéneo de doengas, nas quais existe a
substituicdo dos elementos medulares e sanguineos normais por células imaturas ou
indiferenciadas denominadas blastos, bem como acumulo destas células em outros

tecidos (TEIXEIRA et al.,, 2000). As leucemias linféides agudas sao neoplasias



resultantes da proliferagdo anormal de células linféides imaturas que perderam sua
capacidade maturativa, os linfoblastos (OLIVEIRA E POLI-NETO, 2004).

Incidem na populagdo de 0 a 14 anos, em uma frequéncia de 1/25.000 novos
individuos/ano e o risco de desenvolver a doenca nos primeiros 10 anos é de
1/2.880 (PEDROSA E LINS, 2002). A LLA é o tipo de neoplasia mais comum na
infancia, representa aproximadamente 30% dos casos de cancer pediatrico e 80%
das leucemias da infancia e tem sua maior incidéncia em criangas entre 1 a 5 anos
de idade (LUKENS, 2005; KINGSLEY E HOLMES, 2007; KOPPEM et al., 2010).

Ela € mais comum em caucasianos quando comparada a afro-americanos
com uma relacao de 1,5/100.000 na populacéo branca e 0,8/100.000 na populagao
negra. Existe uma maior frequéncia em paises industrializados e em areas urbanas,
sendo uma doenga mais comum no sexo masculino na proporgao de 1,3:1 (FARHI E
ROSENTHAL, 2000).

2.3 Etiologia

Embora a causa da LLA seja desconhecida, é improvavel que a
transformacao leucémica seja resultante de evento unico, mas sim do acumulo de
multiplos processos envolvendo interagdes complexas entre a susceptibilidade do
hospedeiro, danos cromossdmicos secundarios a exposigao por agentes quimicos
ou fisicos e a possivel incorporacédo de informagdes genéticas virais transmitidas as
células progenitoras susceptiveis (LEITE et al., 2007).

Apesar de sindromes genéticas acometerem pequena propor¢ao de criangas
com leucemias, certas doencas hereditarias foram associadas com aumento do risco
em desenvolver leucemias, como anemia falciforme, Sindrome de Bloom, Sindrome
de Down, Sindrome de Shwachman e neurofiboromatose. Essas doencas sao
caracterizadas por defeito na reparagdo do DNA, anormalidade no numero de

cromossomos e translocacdes (BELSON et al., 2007).

2.4 Manifestacdes clinicas

Os sintomas da LLA podem ser agudos ou lentamente progressivos.
Resultam de uma insuficiéncia da medula 6ssea pela invasdo medular por

linfoblastos ou do envolvimento extramedular pela invasao linfoblastica em outros



orgaos, principalmente o figado, bago, linfonodos, timo, meninges e as gbénadas
(BARBOSA, 2002; IKEUTI, 2006; PUI E JEHA, 2007). Dessa forma, sao frequentes
palidez, apatia, taquicardia (devido a diminuicdo da série vermelha), febres e
infeccbes recorrentes (ocasionadas pela faléncia da série branca e consequente
diminuicdo dos leucécitos normais). Além desses sintomas o paciente pode
apresentar sangramento e petéquias disseminadas, causados pela faléncia da série
megacariocitica (KEBRIAEI et al., 2003).

Um aspecto importante é que a maioria dos pacientes com leucemia
apresenta doenca disseminada ao diagndstico, notando-se a presenga de células
blasticas leucémicas no sangue periférico e o envolvimento de baco, figado e
linfonodos. As manifestacdes dolorosas em membros sao frequentes, principalmente
na forma de dores dsseas e artralgia, que podem acometer cerca de 40% dos casos.
Sao causadas por infiltracdo leucémica do periésteo ou das articulagbes ou por
expansao da cavidade medular decorrente da presenca de células leucémicas. A
presenca de febre € um achado comum e pode ser decorrente de processo
infeccioso, ou ser resultado da producdo de citocinas pelas células normais ou
leucémicas. A hepatomegalia e/ou esplenomegalia estdo presentes ao diagndstico
em cerca de 30% a 50% dos pacientes e geralmente ndo acarretam disturbios
fisiologicos. A linfodenomegalia também é um achado comum, ocorrendo em 30% a
50% dos casos (SILVERMAN E SALLAN, 2003).

2.5 Diagnostico e Classificacéo

Inicialmente, o diagndstico das leucemias agudas era realizado apenas
através da analise morfolégica e de coloragdes especiais (citoquimica) do esfregaco
de sangue periférico e da medula 6ssea. Posteriormente, surgiram novas técnicas
(imunofenotipagem, citogenética e biologia molecular) que hoje sao indispensaveis
para a adequada classificacdo e posterior definicdo do melhor esquema terapéutico
a ser utilizado (HAFERLACH, 2007).

As leucemias agudas sao definidas segundo a classificagcdo World Health
Organization (WHO), quando ha a presenca, na medula 6ssea, de 20% ou mais de
blastos (VARDIMAN et al., 2009). De acordo com a morfologia, os blastos sao
classificados segundo os critérios da classificagdo FAB (Franco-Americano-

Britanico), criada por um grupo internacional de investigadores no ano 1976, em trés



subtipos (L1, L2 e L3) com base no didmetro celular, na forma do nucleo, no niumero
e na protuberancia dos nucléolos e na quantidade e no aspecto relativo do
citoplasma (FERNANDEZ, 2006).

O subtipo L1 é caracterizado pela presenca de linfoblastos pequenos com
nucleo regular, o subtipo L2 apresenta células maiores e heterogéneas, nucleo com
formato irregular e quantidade de citoplasma moderadamente abundante e o subtipo
L3 caracteriza-se pela presenca de células grandes e homogéneas com nucleo
grande com formato regular redondo ou oval e citoplasma moderadamente
abundante e normalmente contendo vacuolos (FARIAS E CASTRO, 2004).

A citoquimica pode ser auxiliar na diferenciacdo entre LLA, sendo a
mieloperoxidase e a estearase ndo especifica as coloragcbes mais uteis. A
imunofenotipagem por citometria de fluxo permite a discriminagdo de diferentes
populagdes de células baseando-se em seu tamanho, granulagdo e padrdo de
expressao de antigenos, utilizando anticorpos que reconhecem antigenos de
superficie e citoplasmaticos presentes nas células hematopoiéticas normais e nas
células leucémicas (HAFERLACH, 2007).

Baseado na imunofenotipagem, o Grupo Europeu de Classificagao
Imunolégica das Leucemias (EGIL) propbe a classificagcdo imunologica das
leucemias agudas. Essa classificagdo toma por base apenas critérios
imunofenotipicos, a partir de painéis de marcadores monoclonais. Além de trazer
melhores parametros de classificagao das leucemias agudas em mieldides, linféide
B e linféide T, pormenorizam estas ultimas em seus varios estagios de diferenciagao
(BENE et al., 1995).

Cerca de 85% das LLA possuem blastos que expressam marcadores de
células B, 15% dos casos s&o de células T (SUAREZ et al., 2008; STARK, 2010). As
LLA de origem B (LLA B) podem ser definidas por no minimo a expressao de dois
antigenos para esta linhagem, tais como CD79a cit, CD19 ou CD22, e de acordo
com o estadio de maturacéo, pode ser subdividida em: pr6 B (B 1), B comum (B II),
pré B (B Ill) e B maduro (B IV) (BRUNNING, 2001). Baseado nas etapas de
maturacao e diferenciagdo dos antigenos o grupo EGIL propds a classificagao para
LLA B mostrada no quadro 1 (BENE, 2005).



Quadro 1 - Classificagdo das LLA B segundo a classificacao EGIL.

Marcadores CD79a
cito,CD19,CD 22 s CD10 Ig cito lgs
ou cito
Subtipos

Bl + - - -
B Il + + - -
Bl + + + -
B IV + + + +

Fonte: Extraido de BENE, 2005.

A LLA do tipo pré-B representa 5% dos casos pediatricos e 10% dos casos de
LLA em adultos. A LLA do tipo comum expressa CD10, o que causa um impacto
favoravel no progndstico, e representa 75% dos casos da LLA infantil e 50% dos
casos em adultos. A leucemia pré-B representa, aproximadamente, 15% das
criangcas com LLA e 10% dos casos em adultos. Finalmente, a LLA do tipo B
maduro, presente em 2% a 5% de criancas e adultos, apresenta um fendtipo
incomum, caracterizando-se pela expressao de cadeias leves de imunoglobulina na
superficie de membrana (FALCAO et al., 2002).

Baseadas na diferenciacéo timica normal, as LLA T podem ser divididas em
Pro-T (T 1), Pré-T (T 1), T cortical (T 1ll) e T madura (T 1V), como descrito no quadro
2 (BENE, 2005).

Quadro 2 - Classificagdo das LLA T segundo a classificagdo EGIL

Marcadores CD2, CD5,
CD7 CD3 cito CDS8 CD1la CD3s
Subtipos
TI + + - - -
T + + + -
T + + + + -
TIV + + + - +

Fonte: Extraido de BENE, 2005.

O fendtipo T esta presente em 25% dos adultos e 15% das criangas com LLA,
e ocorre com grande frequéncia em individuos do sexo masculino, estando
associado a elevada leucometria ao diagndéstico, massa mediastinica e envolvimento
do sistema nervoso central (SNC). Criangas com LLA T tém um progndstico pior que
aquelas com LLA B e, requerem, portanto, regimes terapéuticos mais intensivos
(OLIVEIRA, 2007).



2.6 Tratamento

Os bons resultados, obtidos por diversos protocolos de tratamento da LLA,
dependem de uma variedade de fatores. As caracteristicas bioldgicas das células
leucémicas, o tratamento poliquimioterapico e as variagdes individuais no
metabolismo das drogas, sado importantes fatores que influenciam estes resultados
(PUI E EVANS, 1998).

No Brasil, na década de 1980, deu-se inicio ao primeiro protocolo brasileiro
multicéntrico de tratamento da LLA infantil, formando-se assim o Grupo Brasileiro de
Tratamento de Leucemia na Infancia. A partir dos resultados, observou-se uma
crescente possibilidade de cura para a crianga portadora de LLA no Brasil, com
curvas de sobrevida livre de eventos para todos os grupos de risco que sairam de
50% no GBTLI-LLA-80 para indices de 70% no GBTLI-LLA-99 (LOPES E MENDES,
2000).

O tratamento da LLA é prolongado, variando de dois a trés anos. Embora os
esquemas terapéuticos possam mudar entre os diversos centros, os protocolos
modernos invariavelmente sao constituidos das seguintes fases: indugdo de
remissdo, intensificagdo-consolidacdo, reinducdo, prevencao da leucemia no
sistema nervoso central e continuagdo ou manutengcéo de remissao (PEDROSA E
LINS, 2002).

A fase de inducdo do tratamento tem por objetivo induzir uma remissao
completa da doenga, o que significa restaurar o funcionamento normal da medula
o0ssea com o desaparecimento de toda a sintomatologia (OLIVEIRA et al., 2004).
Uma vez obtida a remissao, os pacientes sao submetidos a ciclos de quimioterapia
pos-remissao (intensificacdo, reinducdo) e, posteriormente, passam a usar
medicamentos quimioterapicos, geralmente via oral, como manutencéo por 2 a 3
anos (HAMERSCHLAK, 2008).

Hoje, mais de 70% das criangas com LLA sao curaveis, assim como cerca de
50% dos adultos jovens. No entanto, para melhores resultados, deve-se escolher
adequadamente o esquema quimioterapico com base na idade, quadro clinico,
resultados laboratoriais e resposta ao tratamento inicial (HAMERSCHLAK, 2008).

O objetivo da quimioterapia € destruir as células neoplasicas, preservando as
células normais, mas a maioria dos agentes quimioterapicos atua de forma né&o

especifica, causando danos tanto em células malignas quanto normais. Essa



destruicdo ocorre principalmente nas células de rapido crescimento, como as
gastrointestinais, capilares e as do sistema imunoldgico, o que explica os principais
efeitos adversos da quimioterapia: nauseas, perda de cabelo e susceptibilidade
maior as infec¢cées (ALMEIDA et al., 2005).

2.7 Imunofenotipagem

Com o aprimoramento de técnicas biolégicas obtidas nestas ultimas décadas
no que se refere a marcadores imunologicos e citogenéticos, hoje € possivel a
identificacdo de diversos tipos de leucemias de acordo com linhagens celulares,
estagios maturativos e caracterizagcdo de oncogenes envolvidos no processo
neoplasico (ALMEIDA et al., 2005).

A imunofenotipagem (IMF) consiste na analise de antigenos celulares que séo
detectados através de anticorpos monoclonais marcados com fluorocromos, durante
a passagem de milhares de células no citdbmetro de fluxo. Isto possibilita a medida
do numero e porcentagem de células positivas para os anticorpos marcados. A
populacdo de células e subpopulagcdes em uma amostra podem ser determinadas
pelo numero e tipo do antigeno de superficie, intracitoplasmatico ou mesmo
intranuclear, o que propicia sua quantificacdo e classificagdo imunoldgica
ontogénica, inclusive de um processo neoplasico. Os anticorpos monoclonais séo
agrupados de acordo com a origem e diferenciacao celular e sob a denominagao de
CD (cluster differentiation). Desta forma, a imunofenotipagem avalia a presenga ou
auséncia de antigenos especificos (fenétipo), permitindo a identificacdo de células
de diferentes linhagens, a diferenciagao de células maduras e imaturas e a detecgao
de células anormais através da identificacdo da expressdo aberrante de
determinados antigenos e assim, pode fornecer informagdes que podem ser de valor
prognéstico (CRAIG E FOON, 2008).

A IMF pela técnica de citometria de fluxo € um processo de analise
multiparamétrica mediante o qual as caracteristicas fisicas e/ou quimicas das células
sdao medidas enquanto circulam em uma corrente liquida alinhadas uma a uma em
frente a um laser. O impacto do laser em cada célula produz sinais que representam
diferentes parametros da célula e que depois sado recolhidos por detectores. Estes

detectores convertem os sinais recebidos em sinais eletrénicos que depois sao



digitalizados e armazenados em um suporte informatico. Os parametros medidos
podem ser relacionados com caracteristicas intrinsecas da célula, como tamanho e
complexidade do nucleo e citoplasma, que sao baseados em sinais de dispersao, ou
parametros relacionados com propriedades antigénicas da célula, que se baseiam
em sinais de fluorescéncia (MARTI et al., 2001).

O impacto da imunofenotipagem por citometria de fluxo no diagnéstico e
manejo das leucemias agudas tem se expandido rapidamente (SCHABATH, 2003).
O estudo do imunofendtipo das leucemias agudas € de grande importancia para o
diagndstico, classificagao, progndstico, tratamento e investigagdo de doenca residual
minima (DI BONA et al., 2002; RILEY et al., 2002; BENE, 2005).

2.8 Expressdo anémala x Prognadstico

A chance de cura na LLA em pacientes infanto-juvenis tem aumentado e
aproxima-se de 80%, sendo este avango decorrente da melhora no diagndstico,
identificacao de fatores progndsticos e utilizagado de tratamentos adaptados ao grupo
de risco de cada paciente (VILA et al., 2005).

Varios estudos tentam identificar caracteristicas clinicas e biolégicas que se
correlacionam com o prognoéstico com o objetivo de incorpora-las dentro do sistema
de classificagdo de risco usado para definir a estratégia terapéutica (SMITH et al.,
1996). Desta forma os pacientes considerados de baixo risco recebem tratamento
menos intensivos, enquanto aqueles de maior risco de falha séo tratados de modo
mais agressivo. A avaliagdo atual das LLA baseia-se principalmente na identificagao
de achados relacionados com o progndstico e que permitam a detecgéo precoce da
recaida da doenga (FRIEDMANN E WEINSTEIN, 2000).

Contagem elevada de leucécitos, idade menor que um ano e maior que nove
anos, infiltragdo de sistema nervoso central ao diagnédstico, presenca de mais de 5%
de blastos na medula éssea no final do tratamento quimioterapico de inducdo, sao
fatores de pior progndstico (GAJJAR et al, 2000).

A classificacao adotada atualmente referente ao risco de recaida é dividida
em alto risco (AR) e baixo risco (BR). Nos quatros estudos do GBTLI a idade e a
contagem leucocitaria ao diagndéstico, representaram os fatores de risco mais
importantes para a estratificagcdo dos grupos. Os doentes de baixo risco sdo aqueles

que apresentarem ao diagnoéstico idade acima de 1 ano e < 9 anos e/ou leucometria



inicial inferior a 50.000/mm® e sdo considerados de alto risco os pacientes que
apresentarem ao diagndstico, idade inferior a 1 ano ou superior a 9 anos e/ou
contagem leucocitaria = 50.000/mm? (SOBOPE, 2000).

Alguns marcadores especificos de determinada linhagem na hematopoiese
normal sdo expressos de maneira aberrante nas leucemias agudas sem, no entanto,
configurar leucemia bifenotipica. A determinacdo de fendétipos aberrantes por IMF
constitui-se uma estratégia importante para o seguimento e detecgdo de doenca
residual minima (REGO E SANTOS, 2009).

Além da identificacdo da linhagem e estagio de diferenciagdo dos blastos,
diversos estudos tem investigado o peso do progndstico de marcadores individuais,
gue ndo estdo associados com a linhagem da célula blastica e ndo estdo incluidos
no painel de anticorpos para o diagnostico e classificacdo das leucemias. A
expressao de moléculas de adesdo, potencialmente envolvidas em interacbes
célula-célula, é frequentemente considerada em oncologia. Estas moléculas
poderiam estar envolvidas no desencadeamento de sinais de morte celular ou na
adesao celular citotéxica. Em leucemias agudas, varias moléculas de adeséo tém
sido investigadas pelo seu potencial valor prognéstico (BENE et al., 1999).

O CD56 é uma molécula de adesdo celular envolvida no crescimento do
nervo, além disso € utilizado como um indicador da linhagem de células NK,
€ também encontrado em células T, células dendriticas e alguns progenitores
mieldides normais (CRAIG E FOON, 2008). As células NK compreendem cerca de
10% dos linfocitos do sangue periférico e sao identificadas pela expressdo de CD56,
CD16 e CD57, sdo componentes importantes do sistema imune inato, que tém a
capacidade de lisar células alvo, além de fornecer citocinas imunorregulatorias
(FARAG et al., 2002; DINES et al., 2004 ). Enquanto os marcadores CD16 e CD57
nem sempre estao presentes nas células NK diferenciadas, o CD56 constitui um
marcador imunolégico importante destas células (ESTEVINHO, 2004).

Foi observado que a expressido de CD56 pode ser importante na avaliagao do
prognéstico de alguns casos de leucemia linféide aguda de células T (MONTERO et
al., 2003). Estudos demonstraram que a presenca de CD56 e/ou CD16 na superficie
dos blastos de pacientes com leucemia linfoide aguda de células T pode predispor
um pior progndstico, considerando principalmente a resposta ao tratamento e a
média de sobrevivéncia geral, e diferenciar um subtipo especifico de leucemia
linféide aguda de células T (DALMAZZO et al., 2008). Outros estudos sugerem a



existéncia da associacdo da expressao de CD56 com leucemia extramedular e
resisténcia a multiplas drogas durante o tratamento (DRACH, 1992). A expressao
deste marcador pode estar associada a infiltragdo leucémica extramedular, como
lesbes de pele, uma vez que se trata de uma molécula de adesdo, a qual
proporciona uma maior mobilidade para as células (CHANG et al., 2004). Em alguns
modelos animais, provou-se a intervengao do CD57 em fendmenos de adesao célula
a celula, contudo as principais fungbes mediadas por este antigeno s&o ainda
desconhecidas (OHKAWA et al., 2001).

Varios estudos recentes que mostram a potencialidade do papel progndstico
do CD56 renovaram o interesse nesta molécula. Resultado clinico desfavoravel tem
sido associado com a positividade do CD56 na leucemia miel6ide aguda (FERRARA
et al., 2000; SUZUKI et al., 2000). Na LLA T, a expressao de CD56 tem sido relatada
em um pequeno numero de casos € uma associagao com pior prognostico ja foi
sugerida (RAVANDI et al., 2002; MONTERO et al., 2003).

Embora a LLA deva ser considerada uma doenga grave, a identificagado de
varios fatores progndsticos permite a estratificacdo dos pacientes em grupos de
risco, o que possibilita uma abordagem terapéutica diferenciada (FELIX et al., 2000).
Atualmente, mais de 70% das criangas com LLA sao curaveis, assim como cerca de
50% dos adultos jovens. No entanto, para melhores resultados, deve-se escolher
adequadamente o esquema quimioterapico com base na idade, quadro clinico,
resultados laboratoriais e resposta ao tratamento inicial (HAMERSCHLAK, 2008).

Os avancgos na biologia molecular bem como na imunofenotipagem realizada
com a técnica de citometria de fluxo, aumentaram significativamente a capacidade
de diagnéstico das alteragbes neoplasicas em células hematopoiéticas,
possibilitando a correlagao entre diagndstico, classificagdo, avaliagdo da remissao e

prognostico destas enfermidades.



3. OBJETIVOS




3.1 Geral

= Avaliar a influéncia da expressao dos marcadores celulares CD56, CD16 e
CD57 no prognoéstico de pacientes portadores de leucemia linféide aguda
(LLA).

3.2 Especificos

= Caracterizar os pacientes com LLA em relagdo as variaveis clinicas e
laboratoriais;

= Relacionar a expressao dos marcadores CD56, CD16 e CD57 com os
diferentes parametros laboratoriais e a resposta terapéutica;

= Correlacionar a expressao dos marcadores CD56, CD16 e CD57 em
relagdo aos parametros clinicos e laboratoriais para os diferentes tipos de
LLA.



4. METODOLOGIA




4.1 Casuistica e tipo de estudo

A presente pesquisa trata de um estudo prospectivo onde foram incluidos
quarenta pacientes menores de 17 anos (INCA, 2012), atendidos no Instituto
Maranhense de Oncologia Aldenora Bello (IMOAB) e diagnosticados no Laboratério
de Pesquisa Clinica do Centro de Pesquisa Clinica do Hospital Universitario da
Universidade Federal do Maranhdo (LPC-CEPEC/HUUFMA) como portadores de
leucemia linféide aguda, no periodo de margo de 2010 a outubro de 2011. O grupo
etario dos pacientes estudados levou em conta os critérios utilizados pelo INCA
(Instituto Nacional do Céncer) que utiliza o protocolo de tratamento GBTLI-99 (Grupo
Brasileiro de Tratamento da Leucemia na Infancia) e define como pacientes a serem
submetidos ao tratamento de leucemia na infancia individuos menores de 17 anos.

Nao foram incluidos no estudo os pacientes diagnosticados com leucemias agudas secundarias a
tratamento quimioterapico de outra malignidade, secundarias a mielodisplasias ou a doencas
mieloproliferativas cronicas, pacientes em crise blastica de leucemia mieldide cronica e pacientes

com leucemia linfoide aguda cujos prontuarios ndo possuiam dados completos.

4.2 Coleta de dados

Os dados clinicos dos pacientes foram obtidos através da revisdo dos prontudrios médicos do
arquivo do IMOAB, sendo avaliados: sexo, idade e classificacdo do grupo de risco. Os parametros
laboratoriais dos pacientes ao diagndstico, que incluiram: concentracao de hemoglobina,
contagem global de leucécitos, contagem de plaquetas, % de blastos no sangue periférico e % de
blastos na medula dssea, além da avaliacdo imunofenotipica da expressdao andmala do CD16,
CD56 e CD57 nas LLA, e resposta terapéutica no D29 (remissdo ou recidiva), foram determinados

no LPC-CEPEC/HUUFMA.

Para avaliagdo da resposta ao tratamento, considerou-se como critério de remissdo da doenca a
presenca de menos de 5% de blastos na medula éssea no dia 29 de tratamento da fase de indugao

de acordo com o protocolo de tratamento GBTLI-99 utilizado pelo IMOAB.

4.3 Classificagao em grupos de risco



A classificacdo dos pacientes em grupos de risco foi realizada baseada no protocolo GBTLI-
99 (SOBOPE, 2000). Os pacientes da pesquisa foram considerados de baixo risco quando
apresentavam ao diagndstico idade entre 1 e 9 anos e/ou quando apresentavam nimero de
leucécitos inferior a 50.000/mm? e foram classificados de alto risco quando apresentavam idade
ao diagndstico inferior a 1 ano ou superior a 9 anos e /ou contagem leucocitaria maior ou igual a

50.000/mm?.

4.4 Coleta das amostras

Foram colhidas pelo Servico de Oncologia do IMOAB, amostras de sangue periférico, através de
puncgdo venosa, para realizagdo do hemograma e amostras do aspirado de medula dssea, através
da puncgdo da crista iliaca posterior para maiores de 3 anos e da tibia para menores de 3 anos,
para realizacdo da imunofenotipagem, provas citoquimicas e mielograma e para confecc¢do de
esfregacos. Ambas as amostras foram coletadas em tubos vacutainer de 5 mL (Vacuette)

contendo EDTA (3acido etilenodiamino tetra-acético) como anticoagulante.

4.5 Diagnostico das leucemias agudas

4.5.1 Hemograma

Os hemogramas foram realizados por sistema automatizado no aparelho ADVIA-2120 Hematology
System (SIEMENS) para analise das concentracdes de hemoglobina, contagem global de leucdcitos
e contagem de plaquetas. A microscopia complementar para contagem diferencial de leucdcitos
foi realizada a partir de esfregacos corados pelo May-Griinwald-Giemsa, onde foi determinado o

percentual de blastos em sangue periférico.

4.5.2 Mielograma



Para a realizacdo dos mielogramas, foram confeccionados esfregagos do
aspirado de medula 6ssea que também foram corados pelo May-Grinwald-Giemsa
para posterior contagem diferencial de 250 células e determinagao do percentual de
blastos na medula 6ssea. A LLA foi caracterizada quando identificados mais de 20%
de blastos, de acordo com as recomendagdes da WHO (VARDIMAN et al., 2009). A
morfologia dos blastos foi definida em L1, L2 e L3, segundo as recomendacgdes da
classificagdo morfolégica das leucemias agudas do grupo FAB (BENNETT et al.,
1976).

4.5.3 Citoquimica

Os esfregagos de medula éssea também foram avaliados pela coloragao
citoquimica para mieloperoxidase (MPO), onde a LLA foi sugerida quando menos de
3% blastos apresentaram granulos de coloragao positiva para MPO. Estas amostras

foram posteriormente confirmadas como de LLA pela imunofenotipagem.

4.5.4 Imunofenotipagem

Para o diagnostico das leucemias foi realizada a imunofenotipagem pela
técnica de citometria de fluxo utilizando-se um painel de anticorpos monoclonais de
trés cores, isotiocianato de fluoresceina (FITC), ficoeritrina (PE) e proteina piridina
de clorofila (PerCP) (Becton Dickinson, San José CA, USA), direcionado contra
antigenos B relacionados (CD10, CD19, CD22, CD79a além de anticorpos
policlonais anti-IgM e cadeias leves das imunoglobulinas kappa e lamba), antigenos
T relacionados (CD2, CD3, CD4, CD5, CD7 e CD8), antigenos de diferenciacao
mieldide (CD13, CD14, CD33, CD64, CD117, anti-mieloperoxidase ou MPO),
eritroide (alfa-glicoforina), plaquetario (CD61 e CD41a), antigeno pan-leucocitario
(CD45) e antigenos de imaturidade celular (HLA-DR, CD34 e terminal
deoxinucleotidil transferase ou TdT). Foi adicionada, ainda, ao painel de anticorpos
monoclonais para diagnostico das leucemias a seguinte combinagdo dos
marcadores em estudo: CD56/CD16/CD45 e CD57/CD45 para avaliar a expressao

ou nao destes nas células blasticas dos pacientes.



4.5.5 Técnica de marcacado dos monoclonais

Inicialmente as células de medula 6ssea (MO) ou sangue periférico (SP)
foram quantificadas no contador hematolégico CC-530 CELM.

Para as marcacbes de membrana e intra-citoplasmatica a suspenséao celular
foi ajustada na concentragéo 10° células/100uL por tubo. Para a marcagdo de
membrana foram usados 100uL das amostras diluidas em cada tubo e incubados
com 5 pL de cada anticorpo por 20 minutos, no escuro e & temperatura ambiente. A
suspensao celular foi adicionado 1 mL de solug&o de lise (Becton Dickinson, FACS
lysing solution, San José, CA, USA) previamente diluida 1:10 em agua destilada,
homogeneizando em vértex e incubando por 10 minutos a temperatura ambiente.
Apos esse periodo, a amostra foi centrifugada a 3000 rpm (rotagdes por minuto) por
3 minutos, o sobrenadante foi descartado e foram acrescentados 2 mL de tampéo
fosfato-salino (PBS 1%). Novamente a amostra foi centrifugada e, ap6s descarte do
sobrenadante, ao sedimento foi adicionado 500 mL de paraformaldeido 1%
(Paraformaldehyde, Sigma-Aldrich), preservando a temperatura de 4°C ao abrigo da
luz até o momento da analise no citbmetro de fluxo (Modificado de ZHENG et al.,
2008).

Para a marcacao intracitoplasmatica foram usados 100 pL das amostras
diluidas em cada tubo. A suspens3o celular foi adicionado 1 ml de solucédo de lise
(Becton Dickinson, FACS lysing solution, San José, CA, USA) diluida 1:10 em agua
destilada, com posterior incubacdo por 10 minutos a temperatura ambiente. Apds
esse periodo a amostra foi centrifugada por 3 minutos a 3000 rpm e o sobrenadante
foi descartado. As células foram, entéo, fixadas com 2mL de paraformaldeido 4%
por 3 minutos, centrifugadas e o sobrenadante descartado novamente. Em seguida
permeabilizou-se com 200 pL da solugdo FACSPermeabilizing da BD diluida (1:10) e
entdo as células foram incubadas com 5uL de cada anticorpo por 20 minutos a
temperatura ambiente. Apds incubacdo, realizou-se a lavagem com PBS 1% e
centrifugacéo, descartando o sobrenadante. Ao sedimento foi adicionado 500 mL de
paraformaldeido 1% (Paraformaldehyde, Sigma-Aldrich), preservando a temperatura
de 4°C ao abrigo da luz até o momento da analise no citdmetro de fluxo (Modificado
de ZHENG et al., 2008).



4.5.6 Aquisicédo e analise das amostras por citometria de fluxo

Ap6s a marcagao dos anticorpos monoclonais, foram realizadas leituras e
analises em citdmetro de fluxo (FACS Calibur de Becton Dickinson, San José, CA,
USA), utilizando-se o Cell Quest software, versdo 3.1 (Cell Quest TM Software,
Becton Dickinson Immunocytometry Systems, San Jose€, CA, USA), com aquisi¢ao
de 30.000 eventos por tubo.

Na imunofenotipagem por citometria de fluxo, um grafico de SSC (dispersao
lateral da luz) x CD45 é habitualmente empregado para a identificag&do inicial dos
blastos visto que estas células possuem baixa expressdo de CD45 (baixa
intensidade de fluorescéncia) e baixa SSC. O grafico SSC x CD45 exibe a marcagao
dos lugares dos linfécitos residuais, mondcitos, polimorfonucleares e a posigcao
especifica das células blasticas, permitindo identificar a populagdo dos blastos para
analises com outros marcadores (BENE, 2005). Utilizou-se, portanto, um grafico do
tipo “dot plot” CD45 x Complexidade interna (pela SSC) para delimitar a area
especifica dos blastos e a partir de uma janela eletrénica (‘gate”) estes foram
identificados e selecionados.

Em seguida, foi utilizada a estratégia de “Back gate”, para identificar a
populagdo de blastos no grafico de tamanho versus granulosidade (FSC X SSC) e
este grafico, com a populacao de células identificadas, foi usado para analisar todos
os outros painéis (BAER et al.,, 1997). Os resultados foram expressos em
porcentagem de células positivas. O limiar para positividade foi baseado no controle
negativo da amostra, sendo os marcadores considerados positivos quando
expressados em mais de 20% das células do gate (BENE et al.,, 1995). A
identificacdo da LLA e seus subtipos (B ou T) foi realizada de acordo com a
classificacdo EGIL (BENE et al., 1995).
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Figura 1: Analise do marcador CD56 por citometria de fluxo: a) Controle de membrana (tubo nao
marcado). b) Dot plot da dupla marcagéo do anticorpo anti-CD56 versus anti-CD34.

4.6 Avaliacdo da expressdo dos marcadores CD56, CD16 e CD57 e

influéncia prognostica

A positividade dos marcadores CD56, CD57 ou CD16 em estudo foi definida
quando mais que 20% das células blasticas expressaram pelo menos um destes
marcadores. Dois grupos foram entdo divididos quanto a expressdo ou ndo dos
referidos marcadores e, para a avaliagdo prognostica, foram comparados em relagao
as variaveis: sexo, idade, morfologia dos blastos, concentragcdo de hemoglobina,
contagem de leucdcitos e plaquetas, grupo de risco ao diagnostico e evolugao da

doenca até o D29 (remissao ou recidiva).
4.7 Andlise Estatistica

Os calculos realizados nesta analise foram executados pelos softwares Epi
Info 7 e BioEstat 5.0. Para obtencdo das medidas de ocorréncia das caracteristicas
dos pacientes, dados laboratoriais, estratificacdo de risco e expressao dos
marcadores em sangue periférico e medula 6ssea, foram calculadas as medidas de
frequéncia para as variaveis qualitativas e as medidas de tendéncia central (médias,
desvios padrdes e medianas) para as variaveis quantitativas.

Na avaliacédo da distribuicdo dos dados (teste de normalidade), foi utilizado o
teste de Shapiro-Wilk, o qual evidenciou que as variaveis estudadas apresentaram
distribuicdo assimétrica. Assim, foram utilizados testes ndo paramétricos para

obtencdo dos valores de significancia estatistica, sendo considerados



estatisticamente significativos quando p < 0,05. O teste exato de Fisher foi utilizado
na analise das variaveis qualitativas e o teste de Mann-Whitney/Kruskal Wallis na

analise das variaveis quantitativas.

4.8 Aspectos Eticos

A presente pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa do
Hospital Universitario da Universidade Federal do Maranhdo conforme as diretrizes
descritas na Resolugdo de n° 196/96 e com parecer consubstanciado n° 148/10
(Anexo A). Os pais/responsaveis assinaram o termo de consentimento livre e

esclarecido (Apéndice A).



5. RESULTADOS




5.1 Caracterizagao da amostra

Do total de 54 pacientes diagnosticados com leucemia linféide aguda,
provenientes do Instituto Maranhense de Oncologia Aldenora Bello, no periodo de
marco de 2010 a outubro de 2011, 40 fizeram parte da amostra, os restantes nao
foram incluidos, pois apresentaram dados incompletos ou ausentes nos seus
prontuarios. Dos pacientes estudados, 24 (60,0%) eram do sexo masculino e 16
(40,0%) do sexo feminino; 35 (87,5%) eram portadores de LLA do tipo B e 5 (12,5%)
do tipo T (Tabela 1). Dos subtipos imunolégicos de LLA B, 5,7% (2/35) dos pacientes
eram portadores de LLA BI, 65,8% (23/35) de LLA BIl, 28,5 % (10/35) de LLA Blll e
nenhum paciente apresentou LLA BIV. Em relagdo aos subtipos imunoldgicos de
LLA T, 80,0% (4/5) correspondia ao subtipo TIl e 20,0% (1/5) ao subtipo TIII,
nenhum paciente apresentou os subtipos Tl e TIV.

Em relagdo aos grupos de risco segundo a classificagdo GBTLI-99: 40,0%
(16) dos pacientes se encontravam no grupo de alto risco e 60,0% (24) no grupo de
baixo risco. Ao final da fase de indugcdo do tratamento (D29), 70,0% (28) dos
pacientes alcangaram a remissdo, enquanto 30,0% (12) ndo remitiram, destes
somente um paciente n&o foi a 6bito antes do D29 (Tabela 1).

Em relagdo a morfologia dos blastos contados na medula éssea, 80,0% (32)
apresentaram morfologia do tipo L1 e 20,0% (8) apresentaram morfologia do tipo L2,

nenhum paciente apresentou blastos com morfologia L3 (Tabela 1).



Tabela 1 - Sexo, tipo de LLA, morfologia dos blastos, grupo de risco, D29 dos pacientes portadores
de LLA do IMOAB (S&o Luis — MA), no periodo de margo de 2010 a outubro de 2011.

Variaveis n (%)
Sexo

Feminino 16 (40,0%)

Masculino 24 (60,0%)
Tipo de Leucemia

B 35 (87,5%)

T 5 (12,5%)
Morfologia dos Blastos

L1 32 (80,0%)

L2 8 (20,0%)
Grupo de Risco

Alto Risco 16 (40,0%)

Baixo Risco 24 (60,0%)
D 29

Nao Remissao 12 (30,0%)

Remissao 28 (70,0%)

n = ndmero absoluto; % = porcentagem

A média de idade dos pacientes analisados foi de 6,2 anos. A média de

blastos contados na medula 6ssea (MO) foi de 77,0 e a média dos blastos contados

no sangue periférico (SP) foi de 39,6 (Tabela 2).

Em relacdo aos dados dos hemogramas, realizados ao diagnostico, foram

obtidas as seguintes médias para o total de pacientes analisados: 24.061

leucécitos/mm?, 56.510 plaquetas/mm?® e 8,0 g/dL de hemoglobina (Tabela 2).

Tabela 2 - Idade, concentragdo de hemoglobina, contagens de leucécitos e plaquetas, % de blastos
na medula éssea e sangue dos pacientes portadores de LLA do IMOAB (S&o Luis — MA),
no periodo de margo de 2010 a outubro de 2011.

Variaveis

x (intervalo)

Idade (anos)

6,28 (2,0-17,0)

Hemoglobina (g/dL)

8,09 (2,4-13,6)

Leucécitos (/mm?)

24.061 (300-98.000)

Plaquetas (/mm?)

56.510 (6.920-313.000)

Blastos no Sangue Periférico

39,63 (0,0-98,0)

Blastos na Medula Ossea

77,00 (14,0-98,0)

® = média



Dos pacientes diagnosticados com LLA B, 65,7% (23) se encontravam no
grupo de baixo risco de recidiva, enquanto 80% (4) dos pacientes com LLA T foram
classificados como de alto risco. O percentual de remissao obtido foi de 71,4% para
os pacientes portadores de LLA B e de 60% para aqueles com LLA T (Tabela 3).

Tabela 3 - Sexo, morfologia dos blastos, grupo de risco, D29 dos pacientes do IMOAB (S&o Luis —
MA), segundo tipo de LLA diagnosticada, no periodo de margo de 2010 a outubro de 2011.

LLAB LLAT
Variaveis (n =35) (n =5) P
n (%) n (%)

Sexo

Feminino 15 (42,9%) 1 (20%)

Masculino 20 (57,1%) 4 (80%) 0,3230
Morfologia dos Blastos

L1 29 (82,9%) 3 (60%)

L2 6 (17.1%) 2 (40%) 0,2568
Grupo de Risco

Alto Risco 12 (34,3%) 4 (80%) 0.0730

Baixo Risco 23 (65,7%) 1 (20%) ’
D29

Nao .ReNmisséo 10 (28,6%) 2 (40%) 0.4772

Remissdo 25 (71,4%) 3 (60%) '

n = numero absoluto; % = porcentagem

Os pacientes diagnosticados com LLA B obtiveram uma média de idade de
5,6 anos, ja a média de idade dos pacientes com LLA T foi de 10,6 anos, havendo
uma diferenga estatisticamente significante (p = 0,0204) entre os subtipos
imunoldgicos de LLA (Tabela 4).

Para os pacientes diagnosticados com LLA B, as médias encontradas
referentes ao perfil dos hemogramas foram: 20.613 leucdcitos/mm®, 57.801
plaquetas/mm? e 8,1 g/dL de hemoglobina. Ja para os pacientes diagnosticados com
LLA T, as médias encontradas foram: 48.200 leucécitos/mm?, 47.480 plaquetas/mm?®
e 7,8 g/dL de hemoglobina, havendo um resultado estatisticamente significante (p -
0,0167) para a contagem de leucdcitos entre a LLA B e a LLA T (Tabela 4).

Para os pacientes diagnosticados com LLA B, a média de blastos na MO foi
de 75,2 e de 89,8 para aqueles diagnosticados com LLA T, ndo havendo diferencga
estatisticamente significante entre os tipos de LLA. A média dos blastos encontrados
no sangue periférico foi de 36,9 para a LLA B e de 58,8 para a LLA T, também sem

diferenca estatisticamente significativa entre os dois tipos de LLA (Tabela 4).



Tabela 4 - Idade, concentracdo de hemoglobina, contagens de leucécitos e plaquetas, % de blastos
na medula éssea e sangue dos pacientes do IMOAB (Sao Luis — MA), segundo tipo de
LLA diagnosticada, no periodo de margo de 2010 a outubro de 2011.

LLAB LLAT
Variaveis (n =35) (n =5) p
X (intervalo) ¥ (intervalo)
Idade (anos) 5,6 10,6 N
(2,0-16,0) (6,0-17,0) 0,0204
Hemoglobina (g/dL) 8,1 7,8
(2,4-13,6) (3,6-12,9) 0,7903
Leucécitos (/mm?®) 20.613 48.200 " 0.0167
(300-98.000) (30.000-84.200) ’
Plaquetas (/mm?®) 57.801 47.480 03365
(6.920-313.000) (31.000-78.500) ’
Blastos no Sangue 36,90 58,80 0.1198
Periférico (0,0-97,0) (40,0-98,0) ’
Blastos na Medula 75,22 89,80 0.6970
Ossea (14,0-98,0) (83,0-95,0) ’

% = média; * Valor estatisticamente significante (p < 0,05); teste exato de Fisher (variaveis
qualitativas); teste de Mann-Whitney/Kruskal Wallis (variaveis quantitativas)

5.2 Correlacéo entre a expresséo do CD56, a resposta ao tratamento e 0s

achados laboratoriais

Os marcadores CD16 e CD57 nao foram expressos nas células leucémicas
de nenhum dos pacientes estudados. Deste modo, n&o foi possivel realizar a analise
estatistica destes marcadores. Em relagdo ao CD56, 80,0% (32) dos pacientes
expressaram o marcador nos blastos e 20,0% (8) ndo o expressaram.

Quando comparadas as variaveis em estudo e a expressdo ou nao do
marcador CD56, foi observada diferenca significativa somente para a idade (p -
0,0353), com uma média de 5,5 anos para os pacientes CD56+ e de 9,3 anos para

os pacientes CD56-. Os dados se encontram nas tabelas 5 e 6.



Tabela 5 - Relagédo da expressdo do marcador CD56 com sexo, tipo de leucemia, morfologia dos
blastos, grupo de risco e D29 dos pacientes portadores de LLA do IMOAB (S&o Luis —
MA), no periodo de margo de 2010 a outubro de 2011.

Variaveis CE)(EZ?Jr C,E)(O/SO)(S' p
Sexo
Feminino 12 (37,5%) 4 (50,0%) 0,8087
Masculino 20 (62,5%) 4 (50,0%) ’
Tipo de Leucemia
LLAB 29 (90,6%) 6 (75,0%)
LLAT 3 (9,4%) 2 (25.0%) 0,2568
Morfologia dos Blastos
L1 25 (78,1%) 7 (87,5%)
L2 7 (21,9%) 1(12,5%) 0,4869
Grupo de Risco
Alto Risco 11 (34,4%) 5(62,5%) 0.1474
Baixo Risco 21 (65,6%) 3 (37,5%) ’
D29
N&o Remissao 11 (34,4%) 1(12,5%) 0,2252
Remisséo 21 (65,6%) 7 (87,5%) ’

n = numero absoluto; % = porcentagem

Tabela 6 - Relagdo da expressdo do marcador CD56 com idade, concentragdo de hemoglobina,
contagens de leucécitos e plaquetas, % blastos em medula éssea e sangue periférico dos
pacientes portadores de LLA do IMOAB (Sao Luis — MA), no periodo de margo de 2010 a

outubro de 2011.

Variavei CD 56+ CD 56-
ariavers = (intervalo) % (intervalo) P
Idade (anos) 5,5 9,3 .
(2,0-15,0) (3,0-17,0) 0,0353
Hemoglobina (g/dL) 8,3 7,1
(2,4-13,6) (3,6-10,2) 0,2790
Leucdcitos (/mm?) 21.183 35.575
(300-98.000) (632-85.700) 0,7099
Plaquetas (/mm?®) 59.688 43.800 0.7352
(6.920-313.000) (19.000-89.400) 735
Blastos no Sangue Periférico 41,4 32,4
(0,0-97,0) (0,0-98,0) 0.2640
Blastos na Medula Ossea 78,4 71,3
(14,0-98,0) (27,0-97,0) 0,8389

% = média; * Valor estatisticamente significante (p < 0,05); teste exato de Fisher (variaveis

qualitativas); teste de Mann-Whitney/Kruskal Wallis (variaveis quantitativas)



5.3 Relagbes entre a expressao do CD56, a resposta ao tratamento e 0s

achados laboratoriais segundo o tipo de LLA

Na avaliagao da resposta ao tratamento, através da realizagcdo do mielograma
no dia 29 de tratamento da fase de indugédo, do total de 29 pacientes diagnosticados
com LLA B que expressaram o marcador CD56, 31,0% (9) ndo remitiram; enquanto
que do total de 6 pacientes diagnosticados com LLA B que nao expressaram o
marcador, 16,7% (1) nao remitiu, porém sem diferenca estatistica (Tabela 7). Esta
mesma analise para o grupo com LLA T nao foi possivel em virtude do pequeno

numero de pacientes avaliados.

Tabela 7 - Relagdo da expressao do marcador CD56 com sexo, morfologia dos blastos, grupo de
risco e D29, segundo o tipo de LLA diagnosticada, do IMOAB (S&o Luis — MA), no periodo
de margo de 2010 a outubro de 2011.

LLA B (n = 35) LLAT (n =5)
. n (% n (%
Variaveis (%) (k)
CD 56+ CD 56- p CD 56+ CD 56-
Sexo
Feminino 12 (41,4%) 3 (50,0%) 05194 0 (0,0%) 1 (50,0%)
Masculino 17 (58,6%) 3 (50,0%) ’ 3 (100,0%) 1 (50,0%)
Morfologia dos Blastos
L1 24 (82,8%) 5 (83,3%) 07073 1(33,3%) 2 (100,0%)
L2 5(17,2%) 1(16,7%) ’ 2 (66,7%) 0 (0,0%)
Grupo de Risco
Alto 9 (31,0%) 3 (50,0%) 03289 2 (66,7%) 2 (100,0%)
Baixo 20 (69,0%) 3 (50,0%) ’ 1(33,3%) 0 (0,0%)
D 29
N&o Remissao 9 (31,0%) 1(16,7%) 04364 2 (66,7%) 0 (0,0%)
Remisséo 20 (69,0%) 5 (83,3%) ’ 1(33,3%) 2 (100,0%)

n = numero absoluto; % = porcentagem

Quando comparadas as contagens de leucdcitos e plaquetas, bem como a
concentragcdo de hemoglobina em relacdo aos grupos CD56 + e CD56-,
estratificando pelo tipo de leucemia linféide aguda (B ou T), ndo foram encontrados
resultados estatisticamente significativos (p > 0,05). Os dados se encontram na
tabela 8.

Em relacdo a média da quantidade de blastos no sangue periférico e medula
Ossea, foi obtido um resultado com diferengca estatisticamente significante (p =
0,0226) entre os blastos contados no sangue periférico na LLA B, entre os grupos

CD56+ e CD56-, em que a média de blastos para os pacientes que expressaram o



marcador foi de 41,1 em comparagdo com a média de 16,3 para os pacientes que

nao o expressaram (Tabela 8).

Tabela 8 - Relagdo da expressdo do marcador CD56 com idade, concentragdo de hemoglobina,
contagens de leucdcitos e plaquetas, % blastos em medula 6ssea e sangue periférico,
segundo o tipo de LLA diagnosticada, do IMOAB (S&o Luis — MA), no periodo de margo

de 2010 a outubro de 2011.
LLA B (n = 35) LLAT (n =5)
L, . % (intervalo % (intervalo
Variaveis % ( ) % ( )
CD 56+ CD 56- p CD 56+ CD 56-
Idade (anos) 51 8,5 10,0 11,5
(2,0-15,0) (3,0-16,0) 0,0585 (8,0-11,0) (6,0-17,0)
Hemoglobina (g/dL) 8,2 7,9 9,7 4.9
(2,4-13,6) (6,5-10,2) 0,9302 (8,1-12,9) (3,6-6,2)
Leucécitos (/mm°) 19.195 27467 40.400 59.900
(300-98.000) (632-85.700) 96936 (30.000-50.200)  (35.600-84.200)
Plaquetas (/mm?®) 61.452 40.150 42.633 54.750
(6.920-313.000)  (19.000-89.400) 0:8267  (39.800-45.000)  (31.000-78.500)
Blastos no Sangue Periférico 411 16,3 . 44,3 80,5
(0,0-97,0) (0,0-92,0) 0,0226 (40,0-51,0) (63,0-98,0)
Blastos na Medula Ossea 77,4 64,5 88,7 91,5
(14,0-98,0) (27,097,0) 08953 (83,0-95,0) (91,0-92,0)

% = média; * Valor estatisticamente significante (p < 0,05); teste exato de Fisher (variaveis
qualitativas); teste de Mann-Whitney/Kruskal Wallis (variaveis quantitativas)
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APENDICE A - Termo de consentimento livre e esclarecido

UNIVERSIDADE FEDERAL DO MARANHAO
CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICAS E DA SAUDE

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM SAUDE MATERNO-INFANTIL

PROJETO: EXPRESSAO DOS MARCADORES CD56, CD16 E CD57 NA
AVALIACAO PROGNOSTICA DE PACIENTES COM LEUCEMIA LINFOIDE
AGUDA NO ESTADO DO MARANHAO.

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Prezado(a) Senhor(a),

Vocé estad 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 e estudar como sera a evolugao da doenca.

Para a realizacido dos exames laboratoriais serdo necessarias amostras de
sangue e de medula 6ssea do seu filho(a) ou menor sob sua responsabilidade.
Essas amostras serao coletadas por técnicos treinados e especializados, do Hospital
Aldenora Belo, proporcionando seguranga e o minimo de desconforto possivel.

Com essas amostras de sangue e medula éssea, iremos realizar os seguintes
exames laboratoriais: Hemograma, Mielograma, Citoquimica e Imunofenotipagem.
Apos a realizagdo dos exames, as amostras de sangue e medula Ossea serao
desprezadas de forma adequada.

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

A autorizagdo da participacdo do seu filho (a) ou menor sob sua

responsabilidade devera ser voluntaria. Vocé nao recebera nenhum valor em



dinheiro e também nao tera despesas referentes a participagao do seu filho (a) ou
menor sob sua responsabilidade. Vocé podera entrar em contato com a nossa
equipe a qualquer momento para tirar duvidas (nossos contatos se encontram a
baixo).

Apods as informacdes acima fornecidas, no caso de aceitar a participacdo do
seu filho(a) ou menor sob sua responsabilidade, no estudo, assine ao final deste
documento, que estda em duas vias assinadas pelo pesquisador responsavel. Uma
delas é sua e a outra € do pesquisador responsavel.

Em caso de recusa vocé néo 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, 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 ligagcoes a cobrar): (98) 8111-2027

Pesquisadores participantes:

Karla Nadinne de Sousa Andrade - Telefone para contato (inclusive ligagcbes a
cobrar): (98)3255-0655 (98)91452538

Elda Pereira Noronha - Telefone para contato: (98) 3221-4729 (98) 8162-0427
Sonia Maria Pereira Cruz - Telefone para contato: (98) 3232-3812.

Ligia Maria Mendes Goncgalves - Telefone para contato: (98) 9114-6755

Comité de Etica em pesquisa-Hospital Universitario- UFMA
Rua Barao de Itapary, 227, 4° Andar, Centro. Telefone: 2109-1250
ANEXO A — Parecer consubstanciado



b‘eﬂca a,”

Universidade Federal do Maranh&o 2 %
Hospital Universitario £ i
Diretoria Adjunta de Ensino, Pesquisa e Extens&o e — o

Comité de Etica em Pesquisa

PARECER CONSUBSTANCIADO

Parecer N? 148/10

Registro do CEP: 210/09 Processo N°: 005241/2009-90

Pesquisador (a) Responsavel: Raimundo Anténio Gomes Oliveira

Equipe executora: Karla Nadinne de Sousa Andrade, Nivania Lisboa Camelo, Elda Pereira
Noronha, Heliana Trindade Marinho, Enio Fernandes Aragdo Soares, Ligia Maria Mendes Gongalves,
Sénia Maria Pereira Cruz

Tipo de pesquisa: PROJETO DE MESTRADO

Instituicao onde sera desenvolvido: Hospital Aldenora Belo Grupo:III

Situacdo: APROVADO

O Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Universitario Federal do Maranhdo
analisou na sessdo do dia 19.02.10 o Processo N°: 005241/2009-90, referente ao projeto de
pesquisa: “"EXPRESSAO DOS MARCADORES CD56, CD16 E CD57 NA AVALIAGAO PROGNOSTICA DE
CRIANCAS COM LEUCEMIA LINFOIDE AGUDA NO ESTADO DO MARANHiO", tendo como
pesqguisador (a) responsdvel: Raimundo Anténio Gomes Oliveira, cujo objetive geral é “0
presente projeto tem como objetive principal avaliar a expressdo dos marcadores CD56, CD16 e
CD57 nas células leucémicas de criancas portadoras de leucemia linféide aguda™.

Assim, mediante a importdncia social e cientifica que o projeto apresenta, a sua
aplicabilidade e conformidade com os requisitos éticos, somos de parecer favorével a realizagdo do
projeto classificando-o0 como APROVADO, pois o mesmo atende aos requisitos fundamentais da
Resolugdo 196/96 e suas complementares do Conselho Nacional de Saide / MS.

Solicita-se ao (a) pesguisador (a) o envio a este CEP, relatérios parciais sempre

quando houver alguma alteragdo no projeto, bem come o relatdrio final gravado em CD-ROM.

S&o Luis, 10 de junho de 2010

—~ 4 # g
Pfof. Dr. Joao Ina :o'%a ge%uza
Ci

oordenador do CEP-HUUFMA
Ethica homini habitat est

Hospital Universitario da Universidade Federal do Maranhao
Rua Barzo de Itapary, 227 Cenfro C.E.P. 65. 020-070 Sao Luis — Maranh&o Tel: (38) 222-5508 / Fax: (38) 231-1161 e 2314595
E-mail: cep@huufma.br
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Artigos originais

Estudos clinicos, de coorte, caso-controle, de prevaléncia, incidéncia, acuracia e
custo-efetividade e revisoes sistematicas com ou sem metanalise sdo considerados

artigos originais.

Artigos originais devem ser estruturados de maneira que contenham as seguintes
partes: Introdugao, Objetivo, Método, Resultados, Discussdo e Conclusdo. O texto
nao deve exceder 5.000 palavras (excluindo tabelas, figuras e referéncias), da
introdugéo até o final da concluséo, e deve incluir um resumo estruturado com 250
palavras no maximo. "Resumo estruturado” significa que o resumo deve conter os
seguintes itens: Contexto e objetivo, Tipo de estudo e local, Método, Resultados e

Concluséo.

A estrutura do documento deve seguir o formato abaixo:

1) Titulo e resumo: deve ser mencionado no titulo e no resumo o desenho do estudo
e/ou a maneira como seus participantes foram alocados para receberem
intervencgdes, por exemplo: estudo "randomizado” ou "retrospectivo”. O resumo deve

prover uma sintese do que foi feito e do que foi encontrado.

2) Introducao: as razdes para que o estudo fosse realizado devem ser explicitadas,
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introducédo; a secéo de introdugao deve ser curta.

3) Objetivo: deve ser descrito o principal objetivo do estudo, brevemente. Hipoteses
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4.1) Tipo de estudo: deve-se descrever o desenho do estudo e especificando, se
apropriado, o tipo de randomizagao, cegamento, padrdes de testes diagnosticos e a
diregado temporal (se retrospectivo ou prospectivo). Por exemplo: "estudo clinico
randomizado”, "estudo clinico duplo-cego controlado por placebo", "estudo de

acuracia".

4.2) Amostra, participantes ou pacientes: devem ser descritos os critérios de
elegibilidade para os participantes (de inclusdo e exclusdo), as fontes e os
procedimentos de selecéo ou recrutamento. Em estudos de caso-controle, a logica
de distribuicdo de casos como casos e controles como controles deve ser descrita,
assim como a forma de pareamento. O numero de participantes no inicio e no final

do estudo (apos exclusdes) deve ficar claro.

4.3) Local: deve ser indicado o local onde o estudo foi desenvolvido, o tipo de
instituicdo: se primaria ou terciaria, se hospital publico ou privado). Deve-se evitar o
nome da instituicdo onde o estudo foi desenvolvido (para cegamento do texto para
revisdo): apenas o tipo de instituicdo deve ficar claro. Por exemplo: hospital

universitario publico.

4.4) Procedimentos (de intervengao, teste diagnodstico ou exposigcado): descrever
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intervengdes administradas a cada grupo (se a pesquisa é controlada).

4.5) Principais medidas, variaveis e desfecho: descrever o método de medida do
principal resultado, da maneira pela qual foi planejado antes da coleta de dados.
Afirmar quais sao os desfechos primario e secundario esperados. Para cada variavel
de interesse, detalhar os métodos de avaliagdo. Se a hipdtese do estudo foi
formulada durante ou apés a coleta de dados (ndo antes), isso deve ser declarado.
Descrever os métodos utilizados para melhorar a qualidade das medidas (por
exemplo, multiplos observadores, treinamento etc.). Explicar como se lidou com as

variaveis quantitativas na analise.

4.6) Tamanho de amostra e analise estatistica: descrever o calculo do tamanho da

amostra, a analise estatistica planejada, os testes utilizados e o nivel de



significancia, e também qualquer analise post hoc. Descrever os métodos usados
para o controle de variaveis e fatores de confusdo, como se lidou com dados
faltantes ("missing data") e como se lidou com casos cujo acompanhamento foi

perdido ("loss from follow-up").

4.7) Randomizagdo: descrever qual foi o método usado para implementagdo da
alocagdo de sequéncia aleatdria (por exemplo, envelopes selados contendo
sequéncias aleatdrias de numeros). Adicionalmente, descrever quem gerou a
sequéncia aleatodria, quem alocou participantes nos grupos (no caso de estudos

controlados) e quem os recrutou.

5) Resultados: descrever os principais achados. Se possivel, estes devem seguir de
intervalos de confianga de 95% e o exato nivel de significancia estatistica. Para
estudos comparativos, o intervalo de confianga para as diferencas deve ser

afirmado.

5.1) Fluxo de participantes: descreva o fluxo dos participantes em cada fase do
estudo (inclusbes e exclusdes), o periodo de acompanhamento e 0 numero de
participantes que concluiu o estudo (ou com acompanhamento perdido). Considerar
usar um fluxograma. Se houver analise do tipo "intencédo de tratar", esta deve ser

descrita.

5.2) Desvios: se houve qualquer desvio do protocolo, fora do que foi inicialmente

planejado, ele deve ser descrito, assim como as razdes para o acontecimento.

5.3) Efeitos adversos: devem ser descritos quaisquer efeitos ou eventos adversos ou

complicagdes.

6) Discussao: fornecer interpretagdo dos resultados, levando em consideragao as
hipéteses do estudo e as conclusdes. Enfatizar quais sdo os fatores novos e
importantes encontrados no estudo, que farao parte das conclusdes. Nao repetir em
detalhes dados apresentados na introdugao ou resultados. Mencionar limitagdes dos
achados que precisam ser notadas e possiveis implicagdes para pesquisas futuras.
Descrever também potenciais vieses. Reportar achados relevantes de outros
estudos. Afirmar (ou ndo) a generalizagdo (validagao externa) dos achados para

populacdes.



7) Conclusdes: especificar apenas as conclusdes que podem ser sustentadas, junto
com a significancia clinica (evitando excessiva generalizagdo). Tirar conclusdes
baseadas nos objetivos e hipoteses do estudo. A mesma énfase deve ser dada a

estudos com resultados negativos ou positivos.

Formato
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A segunda pagina deve conter o titulo, um resumo (em inglés e portugués)
estruturado em partes de acordo com a classificagcdo do artigo (maximo de 250

palavras). Para artigos experimentais, ha cinco itens:

1) contexto e objetivo;

2) Tipo de estudo e local (onde o estudo se desenvolveu);
3) métodos (descritos em detalhes);

4) resultados e;

5) conclusdes.

Cada resumo (em inglés e também em portugués deve conter cinco palavras-

chave.
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EXPRESSAO DOS MARCADORES CD56, CD16 E CD57 NA AVALIACAO
PROGNOSTICA DE PACIENTES COM LEUCEMIA LINFOIDE AGUDA



RESUMO

A Leucemia linfoide aguda (LLA) representa a neoplasia mais comum em criangas.
A expressao aberrante dos marcadores CD56, CD57 e CD16 pode ser uma forma
de avaliar o progndstico destes pacientes e possibilitar a implantagédo de abordagens
terapéuticas diferenciadas. O objetivo deste trabalho foi caracterizar pacientes com
LLA e avaliar a influéncia progndstica da expressao do CD56, CD16 e CD57 na LLA.
Foram avaliados 40 pacientes diagnosticados com LLA. Os dados laboratoriais
foram obtidos em laboratdrio de pesquisa clinica de um hospital universitario, e os
clinicos a partir dos prontuarios médicos de um hospital de referéncia em oncologia.
Dois grupos foram divididos quanto a expressdao ou nao dos marcadores para
andlise das variaveis prognosticas. A média de idade foi 6,28 anos, sendo
predominante o sexo masculino (60,0%) e a morfologia L1 dos blastos (80,0%).
60,0% dos pacientes encontravam-se no grupo de baixo risco e 70,0% alcangaram a
remissdo no D29. Os pacientes com LLAT apresentaram média de idade (10,6
anos;p- 0,0204) e leucometria (48.200/mm?®;p- 0,0167) significativamente mais altas
daqueles com LLAB. 80,0% expressaram CD56 e nenhum CD16 e/ou CD57. Os
pacientes CD56 negativo tinham idade significativamente maior (9,3 anos;p-
0,0353). Os pacientes com LLAB e CD56 positivo obtiveram uma média de blastos
do SP significativamente maior (41,1;p= 0,0226). Conclui-se que a expressao do
CD56 sugere um pior prognostico para os pacientes com LLAB, em virtude da maior
contagem de blastos no SP, contudo, um maior numero de casos e mais tempo de
observagao seriam necessarios para enfatizar esta evidéncia.

Palavras-chave: Leucemia linféide aguda. Prognéstico. CD56, CD57 e CD16.

EXPRESSION OF THE MARKERS CD56, CD16 AND CD57 IN THE PROGNOSTIC
EVALUATION OF PATIENTS WITH ACUTE LYMPHOBLASTIC LEUKEMIA

ABSTRACT



Acute lymphoblastic leukemia (ALL) is the most common cancer in children. The
aberrant expression of CD56, CD57 and CD16 markers may be a way to assess the
prognosis of these patients and enable deployment of differentiated therapeutic
approaches. The aim of this study was to characterize patients with ALL and
evaluate the prognostic influence of the expression of CD56, CD16 and CD57 in ALL.
40 patients diagnosed with ALL were evaluated. Laboratory data were obtained in
clinical research laboratory of a university hospital, and clinicians data from the
medical records of a referral hospital in oncology. Two groups were divided as to
whether or not the expression of markers for analysis of prognostic variables. The
average of age was 6,28 years, with a predominance of males (60,0%) and L1
morphology of blasts (80,0%). 60,0% of patients were in the low risk group and
70,0% achieved remission at D29. Patients with T ALL had a mean of age (10,6
years,p=0,0204) and leukocyte counts (48.200/mm?®, p = 0,0167) significantly higher
with those with B ALL. 80,0% have expressed CD56 and none CD16 and/or CD57.
The CD56 negative patients had significantly higher age (9,3 years;p=0,0353).
Patients with B ALL and CD56 positive have obtained an average of blasts from PB
significantly higher (41,1;p=0,0226). It is concluded that CD56 expression suggests a
poor prognosis for patients with B ALL, because of the higher counting blasts in PB.
However, a greater number of cases and more observation time would be needed to
emphasize this evidence.

Keywords: Acute lymphoblastic leukemia. Prognosis. CD56, CD57 and CD16.

INTRODUCAO



As neoplasias mais comuns em criangas sdo as leucemias agudas,
representando a terceira malignidade mais importante e a causa primaria de cancer
relacionado & mortalidade na infancia'. As leucemias linféides agudas (LLA) s&o
neoplasias resultantes da proliferagdo anormal de células linféides imaturas que
perderam sua capacidade maturativa, os linfoblastos®. Sd0 doencas mais comuns
em menores de quinze anos, com pico de incidéncia entre dois e cinco anos®.

A chance de cura na LLA tem aumentado e aproxima-se de 80%, sendo este
avanco decorrente da melhora no diagndstico, identificacdo de fatores prognédsticos
e utilizacdo de tratamentos adaptados ao grupo de risco de cada paciente®. Alguns
marcadores especificos de determinada linhagem na hematopoiese normal sao
expressos de maneira aberrante nas leucemias agudas sem, no entanto, configurar
leucemia  bifenotipica®. O conhecimento de determinados marcadores
imunofenotipicos expressos de forma aberrante pode ser preditivo para o
prognostico®.

Os marcadores CD56, CD16 e CD57 s&o expressos nas células NK que
compreendem cerca de 10% dos linfocitos do sangue periférico’®. Estudos
demonstraram que a presenga de CD56 e/ou CD16 em pacientes com leucemia
linféide aguda pode predispor um pior progndstico, considerando principalmente a
resposta ao tratamento e a média de sobrevivéncia geral®'%'"'2,

O objetivo deste trabalho foi avaliar a influéncia progndstica da expressao dos
marcadores CD56, CD16 e CD57 em pacientes com LLA acompanhados em um
hospital de referéncia em oncologia do estado do Maranhdo, a partir de dados

clinicos e laboratoriais.

METODOS



Estudo prospectivo com quarenta pacientes menores de 17 anos, atendidos em um hospital de
referéncia em oncologia e diagnosticados com LLA em um laboratério de pesquisa clinica de um
hospital universitario no periodo de marco de 2010 a setembro de 2011. Nao foram incluidos no
estudo os pacientes diagnosticados com leucemias agudas secundarias a tratamento
quimioterapico de outra malignidade, pacientes em crise blastica de leucemia mieldide crénica e
pacientes cujos prontuarios ndo possuiam dados completos. Os diagndsticos
morfoldgico/citoquimico e imunofenotipico foram baseados nos critérios FAB™ e EGIL™,
respectivamente. A técnica de imunofenotipagem e andlise por citometria de fluxo baseou-se em

metodologia ja preconizada®™.

Foram avaliados dados na data do diagnostico referentes a idade, dosagem
de hemoglobina, contagem de leucécitos e plaquetas, percentual de blastos no
sangue periférico (SP) e em medula éssea (MO). Ao D29 (final da fase de indugéo
do tratamento), foi considerada remissdao, sob critérios morfolégicos e
imunofenotipicos, quando os pacientes apresentaram menos de 5% de blastos na
medula éssea e nao remissdo quando apresentaram mais de 5%. Os o6bitos foram
incluidos no grupo de pacientes que nao remitiram. A classificagdo em grupos de
risco ao diagnostico baseou-se no protocolo GBTLI-99'°.

A expressao aberrante dos marcadores CD56, CD57 ou CD16 em estudo foi
definida quando mais que 20% das células blasticas expressaram pelo menos um
destes marcadores. Dois grupos foram entédo divididos quanto a expressdo ou néao
dos referidos marcadores e, para a avaliagdo progndstica, foram comparados em
relagao as variaveis laboratoriais e clinicas citadas.

A analise estatistica foi executada pelos softwares Epi Info 7 e BioEstat 5.0,
onde foram utilizados os testes Exato de Fischer e Mann-Whitney/Kruskal Wallis. O
nivel de significancia adotado foi de 5% (p<0,05). O presente estudo foi aprovado
pelo Comité de Etica em Pesquisa do hospital universitario onde o estudo foi
realizado sob parecer consubstanciado n° 148/10. Os pais ou responsaveis dos

participantes do estudo assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido.

RESULTADOS



Dos 54 pacientes diagnosticados com LLA no presente estudo, 40 fizeram
parte da amostra, os restantes ndao foram incluidos, pois apresentaram dados ais
incompletos nos seus prontuarios. Dos pacientes estudados, 60,0% (24) eram do
sexo masculino e 40,0% (16) do sexo feminino; 87,5% (35) eram portadores de LLA
do tipo B € 12,5% (5) do tipo T; 80,0% (32) apresentaram blastos com morfologia do
tipo L1 e 20,0% (8) do tipo L2. A média de idade do total de pacientes analisados foi
de 6,2 anos. Em relagdo aos grupos de risco segundo a classificacdo GBTLI-99:
40,0% (16) dos pacientes se encontravam no grupo de alto risco de recaida e 60,0%
(24) no grupo de baixo risco. Ao final da fase de indug&o do tratamento (D29), 70,0%
(28) dos pacientes alcangaram a remisséo, enquanto 30,0% (12) ndo remitiram,
destes somente um paciente nao foi a obito antes do D29 (Tabelas 1 e 2).

Os pacientes diagnosticados com LLA T apresentaram uma média de idade
(10,6 anos; p = 0,0204), e leucometria significativamente mais elevadas
(48.200/mm?; p = 0,0167) do que os pacientes com LLA B (Tabela 4).

Quanto a expressdo dos marcadores estudados, ndo foi possivel realizar a
analise estatistica dos marcadores CD16 e CD57, pois estes ndo foram expressos
nas células leucémicas de nenhum dos pacientes analisados. Em relagdo ao CD56,
80,0% (32) dos pacientes apresentaram a expressao do marcador nos blastos e
20,0% (8) ndo expressaram. Quando comparadas as variaveis em estudo e a
expressao ou ndo do marcador CD56, foi observada diferenga significativa somente
para a idade (p - 0,0353), com uma média de 5,5 anos para os pacientes CD56+ e
de 9,3 anos para os pacientes CD56-. As demais variaveis ndao apresentaram
resultados significativos (Tabelas 5 e 6).

Quando foram comparadas as varidaveis analisadas, em relagdo aos grupos
CD56 + e CD56-, estratificando pelo tipo de leucemia linféide aguda (B ou T),
encontramos resultado estatisticamente significativo (p = 0,0226) somente para os
blastos contados no sangue periférico na LLA B, onde a média de blastos para o os
pacientes que expressaram o marcador foi maior (41,1) em comparagdo com a
média dos pacientes (16,3) que ndo o expressaram (Tabelas 7 e 8).

Na avaliacao da resposta ao tratamento, através da realizagdo do mielograma
no dia 29 de tratamento da fase de inducgédo, do total de 29 pacientes diagnosticados
com LLA B que expressaram o marcador, 31,0% (9) n&o remitiram; enquanto que do
total de 6 pacientes diagnosticados com LLA B que n&o expressaram o marcador,

16,7% (1) ndo remitiu, porém sem diferenca estatistica (Tabela 7). Esta mesma



analise para o grupo com LLA T nao foi possivel em virtude do pequeno numero de

pacientes avaliados.

DISCUSSAO



No presente estudo, os pacientes apresentaram uma média de idade de 6,2
anos, resultado este semelhante ao obtido por alguns autores'’, porém considerado
superior a demais estudos'®'®?. Na amostra estudada houve um predominio de
pacientes do sexo masculino (60,0%), dado este concordante com outros estudos
que também relatam uma maior predominancia do sexo masculino'”'®. Dos blastos
contados na medula 6ssea, segundo a classificacdo FAB, houve uma maior
frequéncia de blastos L1, o que j& é descrito na literatura®'. Porém a classificagdo
morfologica da LLA nos subtipos L1, L2 e L3 é de pequeno valor no tratamento dos
pacientes, estudos que correlacionam a classificagdo FAB com o progndstico nas
LLA s&o bastante contraditérios®.

A maior parte dos pacientes estudados eram portadores de LLA do tipo B
(87,5%). Nossos dados corroboram com a literatura nacional e internacional que
refere que cerca de 85% das LLA possuem blastos que expressam marcadores de
células B e cerca de 15% dos casos sdo de células T#?*?4%26 No presente estudo
observamos que os pacientes portadores de LLA T apresentaram uma média de
idade significativamente mais alta (10,6 anos; p = 0,0204), e cursaram com uma
leucometria também significativamente mais elevada (48.200/mm?; p = 0,0167) em
relacdo aos pacientes com LLA B. De fato, estes achados ja sdo esperados nas
leucemias T, o que faz com que sejam consideradas doengas de pior progndstico e
mais agressivas que as LLA B%.

O conhecimento de determinados marcadores imunofenotipicos expressos de
forma aberrante pode ser preditivo para o progndstico®. Na avaliacdo da expressao
dos marcadores nenhum dos pacientes analisados expressou os marcadores CD57
e CD16 nas células leucémicas e 80,0% dos pacientes apresentaram a expressao
do marcador CD56, frequéncia esta considerada alta se comparada a outros autores
que referenciam que cerca de 28,0% das células leucémicas expressaram o CD56°.

Na literatura, sdo raros os trabalhos que avaliam a relacdo da expressao
aberrante do CD56 na LLA com as variaveis prognosticas analisadas no presente
estudo. As variavéis: sexo, morfologia FAB dos blastos, classificagdo em grupos de
riscos, o perfil da medula 6ssea no final da fase de indugao (D29), as contagens de
plaquetas e leucdcitos, bem como a dosagem de hemoglobina e as contagens de
blastos na medula éssea e no sangue periférico ndo foram significativas entre os
pacientes com e sem expressao do CD56, assim como resultados encontrados na

literatura®?’. Uma diferenca estatisticamente significante foi encontrada apenas na



variavel idade (p = 0,0353), os pacientes que nao expressaram o marcador tinham
idade significativamente maior (9,3 anos) daqueles que o expressaram, o que
discorda com outros resultados que encontraram uma média de idade maior para o
grupo que expressou o marcador CD56°.

Quando foram comparadas as variaveis analisadas, em relagdo aos grupos
CD56+ e CD56-, estratificando pelo tipo de leucemia linféide aguda (B ou T),
encontramos resultado estatisticamente significativo (p = 0,0226) somente para os
blastos contados no sangue periférico na LLA B, onde a média de blastos para o os
pacientes que expressaram o marcador foi maior (41,1%) em comparagdo com a
média dos pacientes que nao o expressaram (16,3%), o que poderia sugerir um pior
progndstico para os pacientes que expressaram o CD56, pois, de acordo com a
literatura, quanto maior o numero de blastos no sangue periférico, maior o poder de
expansdo do clone leucémico e, a principio, pior o progndstico®?. Além disso, em
outros estudos, uma média maior de blastos em SP ja foi observada em pacientes
que foram a dbito"®.

Alguns estudos na literatura relacionam e expressdo do CD56 a um
prognostico desfavoravel em pacientes adultos com LLA?®, onde foi observado que a
presenca de CD56 nas células leucémicas foi fator de risco para presenca de
leucemia no sistema nervoso central ao diagndstico e a recidivas. Outros estudos?®
também relatam que a expressdo do CD56 em pacientes com LLA esta associada
ao desenvolvimento de sarcoma granulocitico, o que a caracteriza como de
prognostico ruim. Uma associagao da positividade do CD56 com um maior indice de
recaidas e uma maior contagem leucocitaria também ja foi descrita em pacientes
com leucemia promielocitica aguda®.

Na avaliagdo da resposta ao tratamento, através da realizagao do mielograma
no dia 29 de tratamento da fase de indugao, do total de pacientes diagnosticados
com LLA B, houve um maior percentual de pacientes que n&do remitiram (31,0%) no
grupo que expressou o0 marcador em comparagdo ao grupo que nao expressou
(16,7%), porém esta diferenca nao foi significante estatisticamente. Da mesma forma
na LLA T houve um maior percentual de pacientes que nao remitiram no grupo que
expressou o marcador CD56, porém a analise estatistica neste grupo nao foi
realizada em virtude do pequeno numero de pacientes com LLA T.

Avaliando-se estes parametros, a grande maioria dos trabalhos encontrados é

referente a pacientes portadores de LMA, no qual a positividade do CD56 esta



relacionada a uma reducgao significativa na taxa de remissdo completa e uma curta
sobrevivéncia no grupo e, ainda, uma forte correlagdo com cariétipo desfavoravel®'.
Outros estudos também observaram que pacientes com LMA e CD56 positivo

tiveram uma menor sobrevida livre de eventos'"%.

Contudo, seu valor prognostico
ainda continua incerto®.

A principal limitacdo encontrada no estudo foi a dificuldade de revisao dos
prontuarios meédicos, que, n&o raro, apresentavam informacdes ausentes ou
incompletas, limitando desta forma, o numero de pacientes no estudo. Portanto,
seria necessario aumentar o numero de casos e o tempo de observagao para se
estudar melhor os parametros analisados no prognostico dos pacientes com LLA.
Para enfatizar a evidéncia de que a expressdo do CD56 poderia sugerir um pior
prognéstico para os pacientes com LLA B, sdo necessarios, ainda, estudos
moleculares a fim de identificar fatores genéticos que possam influenciar a contagem

de blastos em individuos com e sem expressao aberrante do CD56.

CONCLUSAO



A expressdo do marcador CD56 se mostrou relativamente comum nos
pacientes com LLA, enquanto os marcadores CD16 e CD57 nao foram expressos
em nenhum dos pacientes com LLA analisados. A expressdao do CD56 poderia
sugerir um pior progndéstico para os pacientes com LLA B que o expressaram, em
virtude de uma média significativamente maior de blastos contados no sangue
periférico encontrada no nosso estudo. Contudo, seria necessario aumentar o

numero de casos e o tempo de observagao para enfatizar melhor esta evidéncia.
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TABELAS

Tabela 1 - Sexo, tipo de LLA, morfologia dos blastos, grupo de risco, D29 de pacientes portadores de
LLA.



Variaveis n (%)

Sexo
Feminino 16 (40,0%)
Masculino 24 (60,0%)
Tipo de Leucemia
B 35 (87,5%)
T 5 (12,5%)
Morfologia dos Blastos
L1 32 (80,0%)
L2 8 (20,0%)
Grupo de Risco
Alto Risco 16 (40,0%)
Baixo Risco 24 (60,0%)
D 29
Nao Remissao 12 (30,0%)
Remissao 28 (70,0%)

n = ndmero absoluto; % = porcentagem

Tabela 2 - Idade, concentracdo de hemoglobina, contagens de leucécitos e plaquetas, % de blastos
na medula éssea e sangue periférico de pacientes portadores de LLA.

Variaveis % (intervalo)
Idade (anos) 6,28 (2,0-17,0)
Hemoglobina (g/dL) 8,09 (2,4-13,6)
Leucécitos (/mm?) 24.061 (300-98.000)
Plaquetas (/mm?®) 56.510 (6.920-313.000)
Blastos no Sangue Periférico 39,63 (0,0-98,0)
Blastos na Medula Ossea 77,00 (14,0-98,0)

x = média

Tabela 3 - Sexo, morfologia dos blastos, grupo de risco, D29 de pacientes com LLA, segundo tipo de
LLA diagnosticada.

o LLAB LLAT
Variaveis (n = 35) (n =5) p
n (%) n (%)




Sexo
Feminino

15 (42,9%)

1 (20%)

Masculino 20 (57,1%) 4 (80%) 0,3230
Morfologia dos Blastos

L1 29 (82,9%) 3 (60%)

L2 6 (17,1%) 2 (40%) 0,2568
Grupo de Risco

Alto Risco 12 (34,3%) 4 (80%) 0,0730

Baixo Risco 23 (65,7%) 1 (20%) '
D29

N&o .Re[nisséo 10 (28,6%) 2 (40%) 0.4772

Remiss&o 25 (71,4%) 3 (60%) ’

n = numero absoluto; % = porcentagem

Tabela 4 - Idade, concentragdo de hemoglobina, contagens de leucécitos e plaquetas, % de blastos
na medula éssea e sangue de pacientes com LLA, segundo tipo de LLA diagnosticada.

LLAB LLAT
Variaveis (n =35) (n=5) p
X (intervalo) X (intervalo)
Idade (anos) 5,6 10,6 .
(2,0-16,0) (6,0-17.0) 0,0204
Hemoglobina (g/dL) 8,1 7,8
(2,4-13,6) (3,6-12,9) 0,7903
Leucécitos (/mm?) 20.613 48.200 . 0.0167
(300-98.000) (30.000-84.200) ’
Plaquetas (/mm®) 57.801 47.480 0.3365
(6.920-313.000) (31.000-78.500) ’
Blastos no Sangue 36,9 58,8 0.1198
Periférico (0,0-97,0) (40,0-98,0) ’
Blastos na Medula 75,2 89,8 0.6970
Ossea (14,0-98,0) (83,0-95,0) '

¥ = média; * Valor estatisticamente significante (p < 0,05); teste exato de Fisher (variaveis
qualitativas); teste de Mann-Whitney/Kruskal Wallis (variaveis quantitativas)

Tabela 5 - Relagdo da expressdo do marcador CD56 com sexo, tipo de leucemia, morfologia dos
blastos, grupo de risco e D29 de pacientes portadores de LLA.

Variaveis

CD 56+
n (%)

CD 56-
n (%)

Sexo




Feminino 12 (37,5%) 4 (50,0%) 0,8087
Masculino 20 (62,5%) 4 (50,0%) ’
Tipo de Leucemia
LLAB 29 (90,6%) 6 (75,0%)
LLAT 3 (9,4%) 2 (25.0%) 0,2568
Morfologia dos Blastos
L1 25 (78,1%) 7 (87,5%)
L2 7 (21,.9%) 1(12,5%) 0,4869
Grupo de Risco
Alto Risco 11 (34,4%) 5(62,5%) 0.1474
Baixo Risco 21 (65,6%) 3 (37,5%) ’
D29
N&o Remissao 11 (34,4%) 1(12,5%) 0,2252
Remiss&o 21 (65,6%) 7 (87,5%) ’

n = numero absoluto; % = porcentagem

Tabela 6 - Relagdo da expressdo do marcador CD56 com idade, concentragdo de hemoglobina,
contagens de leucdcitos e plaquetas, % blastos em medula 6ssea e sangue periférico de
pacientes portadores de LLA.

Variavei CD 56+ CD 56-
ariavels = (intervalo) % (intervalo) p
Idade (anos) 55 9,3 .
(2,0-15,0) (3,0-17.0) 0,0353
Hemoglobina (g/dL) 8,3 71
(2,4-13,6) (3,6-10,2) 0,2790
Leucécitos (/mm?) 21.183 35.575 0.7099
(300-98.000) (632-85.700) :
Plaquetas (/mm?®) 59.688 43.800 0.7352
(6.920-313.000)  (19.000-89.400) :
Blastos no Sangue Periférico 41,4 32,4
(0,0-97,0) (0,0-98,0) 0.2640
Blastos na Medula Ossea 78,4 71,3
(14,0-98,0) (27,0-97,0) 0,8389

% = média; * Valor estatisticamente significante (p < 0,05); teste exato de Fisher (variaveis
qualitativas); teste de Mann-Whitney/Kruskal Wallis (variaveis quantitativas)

Tabela 7 - Relagdo da expressdo do marcador CD56 com sexo, morfologia dos blastos, grupo de
risco e D29 de pacientes com LLA, segundo o tipo de LLA diagnosticada.

LLA B (n = 35) LLAT (n =5)

Variaveis n (%) n (%)




CD 56+ CD 56- p CD 56+ CD 56-

Sexo
Feminino 12 (41,4%) 3 (50,0%) 05194 0 (0,0%) 1 (50,0%)
Masculino 17 (58,6%) 3 (50,0%) ' 3 (100,0%) 1 (50,0%)
Morfologia dos Blastos
L1 24 (82,8%) 5 (83,3%) 07073 1(33,3%) 2 (100,0%)
L2 5(17,2%) 1(16,7%) ’ 2 (66,7%) 0 (0,0%)
Grupo de Risco
Alto 9 (31,0%) 3 (50,0%) 03289 2 (66,7%) 2 (100,0%)
Baixo 20 (69,0%) 3 (50,0%) ’ 1(33,3%) 0 (0,0%)
D 29
N&o Remissao 9 (31,0%) 1(16,7%) 04364 2 (66,7%) 0 (0,0%)
Remisséo 20 (69,0%) 5 (83,3%) ’ 1(33,3%) 2 (100,0%)

n = numero absoluto; % = porcentagem

Tabela 8 - Relagdo da expressdo do marcador CD56 com idade, concentragdo de hemoglobina,
contagens de leucdcitos e plaquetas, % blastos em medula 6ssea e sangue periférico de
pacientes com LLA, segundo o tipo de LLA diagnosticada.

LLA B (n = 35) LLA T (n = 5)
L, . % (intervalo = (intervalo
Variaveis % ( ) % ( )
CD 56+ CD 56- p CD 56+ CD 56-
Idade (anos) 51 8,5 10,0 11,5
(2,0-15,0) (3,0-16,0) 0,0585 (8,0-11,0) (6,0-17,0)
Hemoglobina (g/dL) 8,2 7,9 9,7 4.9
(2,4-13,6) (6,5-10,2) 0,9302 (8,1-12,9) (3,6-6,2)
Leucécitos (/mm°) 19.195 27467 40.400 59.900
(300-98.000) (632-85.700) 96936 (30.000-50.200)  (35.600-84.200)
Plaquetas (/mm?®) 61.452 40.150 42.633 54.750
(6.920-313.000)  (19.000-89.400) 08267 (39.800-45.000)  (31.000-78.500)
Blastos no Sangue Periférico 411 16,3 . 44,3 80,5
(0,0-97,0) (0,0-92,0) 0,0226 (40,0-51,0) (63,0-98,0)
Blastos na Medula Ossea 77,4 64,5 88,7 91,5
(14,0-98,0) (27,097,0) 08953 (83,0-95,0) (91,0-92,0)

% = média; * Valor estatisticamente significante (p < 0,05); teste exato de Fisher (variaveis
qualitativas); teste de Mann-Whitney/Kruskal Wallis (variaveis quantitativas)
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