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RESUMO

Dissertacdo de Mestrado
Programa de P6s-Graduagao em Ciéncias Farmacéuticas
Universidade Federal de Santa Maria, RS, Brasil

PERFIL CLINICO-LABORATORIAL E ASSOCIACAO COM FATORES
PROGNOSTICOS DE PACIENTES COM LEUCEMIA LINFOCITICA
CRONICA
AUTORA: MARIA CATARINA SILVEIRA CHIARELLI
ORIENTADOR: PROF. DR. JOSE EDSON PAZ DA SILVA
Data e Local da Defesa: Santa Maria, 30 de janeiro de 2012

A Leucemia Linfocitica Cronica € a principal neoplasia linféide em adultos e se manifeta
principalmente em individuos idosos. Por ser uma doenca heterogénea, desperta grande
interesse quanto ao seu progndstico. Rai e Binet desenvolveram sistemas de estadiamento
capazes de prever a evolucdo da doenga e atualmente, a anélise da expressao de CD38 e Zap-
70 tem sido investigada como fator prognéstico por indicar presenca ou auséncia da mutacao
no gene IgVy, assim, o objetivo deste estudo foi analisar o perfil clinico-laboratorial dos
pacientes com Leucema Linfocitica Cronica, tomando como referéncia os estadiamentos
clinicos de Rai e Binet e a quantificacdo da expressao de CD38 e Zap-70 como fatores
progndstico. Foram pesquisados 64 prontudrios médicos de pacientes atendidos no Hospital
Universitdrio de Santa Maria e as varidveis consideradas foram aumento de linfonodos,
presenca ou auséncia de hepatomegalia e/ou esplenomegalia, avaliacdo hematoldgica de
sangue periférico e imunofenétipo. Os dados obtidos foram correlacionados com o
estadiamento de Rai (1975) e Binet (1981), a expressao de CD38 e Zap-70 com o estadio
clinico de Binet. Os resultados demonstraram que ndo hé associagdo entre o estadiamento de

Rai e Binet e a expressdo de CD38, Zap-70 com o estadiamento clinico de Binet.

Palavras-chave: Leucemia Linfocitica Cronica. Progndstico. Antigeno CD38. Proteina-

Tirosina Quinase Zap-70.



ABSTRACT

Master Dissertation
Post Graduate Course on Pharmaceutical Sciences
Federal University of Santa Maria, RS, Brazil

CLINICAL LABORATORY PROFILE AND ASSOCIATION OF
PROGNOSTIC FACTORS FOR PATIENTS WITH CHRONIC
LYMPHOCYTIC LEUKEMIA
AUTHOR: MARIA CATARINA SILVEIRA CHIARELLI
ADVISOR: PROF. DR. JOSE EDSON PAZ DA SILVA
Date and place: FEBRUARY 30ST, 2012, SANTA MARIA

Chronic Lymphocytic Leukemia is the primary lymphoid neoplasm in adults and and it is
especially manifested in the elderly. Because it is a heterogeneous disease it awakens great
interest regarding its prognosis. Rai and Binet developed staging systems to predict the
evolution of the disease and currently, the analysis of expression of CD38 and Zap-70 has
been investigated as a prognostic factor for indicating presence or absence of the mutation in
the gene IgVH, so, the objective of this study was to analyze the clinical and laboratory
profiles of patients with Chronic Lymphocytic Leukemia taking as reference the clinical
staging of Rai and Binet and quantification of CD38 and Zap-70 expression as prognosis
factors. We searched the medical records of 64 patients treated at University Hospital of Santa
Maria and the variables considered were swollen lymph nodes, presence or absence of
hepatomegaly and / or splenomegaly, hematological evaluation of peripheral blood and
immunophenotype. The data obtained were correlated with the staging of Rai (1975) and
Binet (1981), the expression of CD38 and Zap-70 and clinical stage. The results showed no
association between ataging Rai and Binet and the expression of CD38, Zap-70 and Binet

clinical staging.

Keywords: Chronic Lymphocytic Leukemia B cells. Prognosis. Antigens CD38. Zap-70

Protein-tyrosine Kinase.
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1 INTRODUCAO

1.1 Leucemia Linfocitica Cronica

A Leucemia Linfocitica Cronica (LLC) é uma doenca linfoproliferativa que se
manifesta por expansao clonal de pequenos linfécitos B maduros presentes na medula dssea,
figado, bago, sangue periférico e érgdos linféides. E a forma mais comum de neoplasia
linféide em adultos, sendo responsavel por aproximadamente 11% de todas as neoplasias
hematoldgicas e por 24% de todas as leucemias (JEMAL et al, 2008). Acomete
principalmente individuos com mais de 65 anos de idade. A taxa de incidéncia ajustada por
faixa etaria, de 2004 a 2008, foi de 4,2 em 100.000 individuos e a taxa de mortalidade no
periodo de 2003-2007 foi de 1,5 por 100.000 individuos (SEER, 2011). Nos Estados Unidos,
em 2010, estima-se que aproximadamente 14.990 casos foram diagnosticados com LLC e
aproximadamente 4.390 pessoas morreram como resultado da evolu¢do da doenca
(ALTEKRUSE et al, 2010). No Brasil, a LLC representa aproximadamente 33% do total de
leucemias em adultos. (www.inca.gov.br). A evolucdo da LLC para formas mais agressivas
ocorre em 10% a 15% dos pacientes, sendo rara a evolugao para a Sindrome de Ricther, que
ocorre em 2% a 6% dos casos. A Sindrome de Richter € caracterizada pela transformacao da
LLC em Linfoma ndo- Hodgkin de alto grau de malignidade, Leucemia Prolinfocitica,

Doenga de Hodgkin, Mieloma Multiplo ou Leucemia Linfobldstca (DOBBIN, 2005).

1.1.1 Neoplasias de Células B Maduras

O conhecimento de processos bioldgicos de doencas linfoproliferativas permite um
melhor entendimento sobre caracteristicas clinicas e laboratoriais a respeito dessas doengas.

Segundo a classificacio de neoplasias de células B maduras, proposta pela
Organizacdo Mundial da Saidde (OMS), essas doencas sdo classificadas de acordo com

parametros morfolégicos, imunofenotipicos e citogenéticos (JAFFE et al, 2001). (Tabela 1)
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Tabela 1 — Classifica¢do de neoplasias de Células B maduras - OMS

Neoplasias de células B maduras

Leucemias Cronicas

Leucemia Linfocitica Cronica

Leucemia pré-linfocitica B

Leucemia de células cabeludas (Tricoleucemia)

Linfomas Nao Hodgkin

Linfoma Linfoplasmocitico

Linfoma de zona marginal esplénica

Linfoma de zona marginal extralinfonodal de tecido linféide associado a mucosa
(Linfoma Malt)

Linfoma da zona marginal linfonodal

Linfoma Folicular

Linfoma de células do manto

Linfoma difuso de grandes células B

Linfoma primario de efusoes

Mieloma Miiltiplo e Leucemia de células plasmaticas

1.1.2 Diagndstico de Leucemia Linfocitica Cronica

As diretrizes mais adotadas no processo diagndstico sdo os critérios estabelecidos e
revisados pelo International Workshop on Chronic Lymphocytic Leukemia (1988) e pelo
National Cancer Institute Working Group (1996), que definem que Leucemia Linfocitica
Cronica deve apresentar uma contagem de linfocitos superior a 5.000/mm3 em sangue
periférico. A clonalidade de linfdcitos circulantes deve ser confirmada por citometria de fluxo
(HALLEK et al, 2008). As células leucémicas encontradas no esfregaco sanguineo sio
caracteristicamente pequenas, linfécitos maduros com uma margem estreita de citoplasma e
um nucleo denso sem nucléolos visiveis e cromatina parcialmente agregada (DAGKLIS et al,
2009). Estas células podem ser encontradas juntamente com outras células maiores ou
atipicas, prolinfécitos, que poderdo abranger até 55% dos linf6citos sanguineos. Também sao

observadas as manchas de Gumprecht, que sao células rompidas no sangue periférico da
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maioria dos pacientes com LLC (figura 1). Porém, ndo se tem conhecimento de como essas

estruturas sao formadas (HALLEK et al, 2008).

Manchas de .
Grumprecht

v
ALY c*” D
SR C@alooX S 58

Figura 1 — Esfregaco de SP de um paciente com LLC evidenciando linfécitos caracteristicos
da doencga e manchas de Grumprecht.

Fonte: Atlas Hematoldgico — Academia de Ciéncia e Hematologia

1.1.3 Imunofenétipo

E de grande importancia distinguir a LLC das demais doencas malignas
hematopoéticas e com a producdo de anticorpos monoclonais (AcMo), houve um grande
avanco na caracterizagdo dessas células, permitindo a identificacdo de antigenos expressos na
superficie celular. Com esse auxilio, pode-se descobrir que células leucémicas de LLC
apresentam a co-expressao de células T e B, CD5 e da imunoglobulina de cadeia pesada IgM
e/ou IgD (JAFFEE et al, 2001). A expressdao de imunoglobulinas de cadeia leve € restrita a
uma Unica cadeia leve kappa (k) ou lambda (A). Também sido expressos antigenos de
superficie celular, CD19, CD20, CD23. A expressdo de CD20 € caracteristicamente baixa,

quando comparada com as encontradas em células B normais (BINET et al, 2006)
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1.2 Estadiamento de Rai e Binet

A LLC € uma enfermidade que, em geral, evolui de maneira lenta com um aumento
progressivo de prolinfécitos, de trombocitopenia e esplenomegalia. Dessa maneira, desperta
grande interesse em estudos com relacao ao seu progndstico (DOBBIN, 2005).

Baseado nisso, Rai (1975) e Binet (1981), estabeleceram sistemas de estadiamento
correlacionados com a sobrevida desses pacientes. Os estadiamentos ainda sdo utilizados na
pratica clinica para avaliar a extensdo da doenc¢a nos pacientes com LLC, especialmente na
América do Norte e Europa (VROBLOVAL et al, 2009). Os estadiamentos sao baseados nas
caracteristicas clinicas apresentadas, tais como aumento de linfonodos, presenca ou auséncia
de esplenomegalia e/ou hepatomegalia e avaliacio hematoldgica do sangue periférico. O
estddio proposto por Rai et al (1975) considerava: 1) linfocitose absoluta maior que
15.000/mm?3 em sangue periférico associada ou ndo a adenomegalias, esplenomegalias e/ou
hepatomegalia; 2) anemia definida como taxa de hemoglobina menor que 11g/dl; 3)
plaquetopenia definida como contagem de plaquetas menor que 100.000/mm3. Esse sistema
classificava os pacientes em cinco categorias de 0 a IV.

O estadio proposto por Binet et al (1981) subdivide os pacientes em trés categorias. Os
pacientes em estadio clinico A sdo considerados de baixo risco e clinicamente sem evidéncias
de anemia ou plaquetopenia e com até duas cadeias ganglionares afetadas. Os pacientes em
estdidio B s@o considerados em risco intermedidrio e apresentam trés ou mais cadeias
ganglionares comprometidas. Os pacientes classificados em estddio C apresentam anemia e

plaquetopenia e sdo considerados de alto risco (tabela 2).



Tabela 2 — Sistema de Estadiamento proposto por Rai (1975) e Binet (1981).
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RISCO ESTADIO | LINFOCITOSE | LINFOADENOPATIAS | HEPATOMEGALIA/ HB PLAQUETAS
(Areas Acometidas) ESPLENOMEGALIA | (g/dL) (x 103/dL)
RAI
Baixo 0 SIM NAO NAO >11 > 100
Intermediario 1 SIM SIM NAO >11 >100
il SIM SIM/NAO SIM > 11 >100
11 SIM SIM/NAO SIM/NAO <11 >100
Alto
3% SIM SIM/NAO SIM/NAO Qualquer <100
BINET
Baixo A SIM SIM/NAO (< 3) SIM/NAO >10 >100
Intermedidrio B SIM SIM/NAO (< 3) SIM/NAO <10 >100
Alto C SIM SIM/NAO SIM/NAO <10 <100
1.3 Gene IgVy

Nas células do centro germinativo, ocorrem diversas recombinacdes no DNA para
formar o gene que codifica a molécula da imunoglobulina (Ig) (CRESPO et al, 2003). Durante
esse percurso, ocorrem mutacdes na estrutura dos genes de cadeia pesada da Ig (KUPPERS et
al, 1999).

Um conjunto de genes, existentes em regides varidveis de cadeias pesadas e leves,
inicia o desenvolvimento de células B na medula 6ssea, em células progenitoras. Cada uma
dessas cadeias é subdividida em regido C (constante) e regido V (varidvel). Tal processo
ocorre por recombinagdo, sendo que a primeira ocorre no locus de cadeia pesada da Ig,
ocorrendo o rearranjo do segmento D (regido de diversidade) com o segmento J (regido da
juncdo), originando o segmento DJ. Apds a recombinagdo DJ, um gene pertencente a regido V
se junta ao complexo, originando um gene VDIJ rearranjado. Esse complexo formado
permanece separado dos genes da regido C (constante) (KUPPERS et al, 1999).

Durante o processo de recombinagdo, o gene que codifica a cadeia de origem é
excluido do cromossomo. Dessa maneira, algumas células B nos centros germinativos

modificam sua expressdo. Deixam de expressar IgM e IgD e passam a expressar cadeias




14

pesadas de outras classes de imunoglobulinas, sendo estas IGA, IgG ou IgE. Esse processo
permite que a especificidade do anticorpo permaneca inalterada, porém ocorrem mudangas
nas funcdes efetoras do anticorpo (CRESPO et al, 2003).

Em 1999, dois grupos de pesquisadores demonstraram que aproximadamente 50% dos
pacientes apresentavam mutacdo somdtica nas regides varidveis da cadeia pesada de
imunoglobulina (/gVH) nas células leucémicas (HAMBLIN et al, 1999, DAMLE et al, 1999).
O status da mutagdo divide os pacientes em dois grupos distintos de evolucado, a auséncia da
mutacdo do IgVH e a presenca do IgVH. A auséncia de mutacdo também estd associada com
uma morfologia atipica de linfécitos do sangue periférico e uma frequéncia maior de
anomalias citogenéticas desfavoréveis e resisténcia 2 quimioterapia (VERONESE et al, 2008).

Os casos que possuem a mutagdo /gVH estio correlacionados com melhor progndstico,
porém os casos identificados que ndo a possuem estdo correlacionados com pior progndstico,
tendo um curso clinico da doenga mais agressivo € uma menor sobrevida quando comparados

com os pacientes mutados (DAMLE et al, 1999; HAMBLIN et al, 1999).

1.4 Fatores Prognéstico: Expressao de CD38 e Zap-70

O comportamento clinico dos pacientes com LLC € heterogéneo. Considerando que
alguns pacientes t€ém a doenca indolente e auséncia de complica¢des durante muitos anos,
outros desenvolvem doenca progressiva e/ou sintomética necessitando de terapia dentro de
um prazo relativamente curto apds o diagndstico. O Tratamento precoce poderia colocar
pacientes em risco devido a complicacdes decorrentes da quimioterapia, podendo
comprometer a qualidade de vida e/ou sobrevida desses pacientes (DIGHIERO, 2005). Nos
ultimos anos tem sido investigada a expressdo de CD38, juntamente com Zap-70, pois
acredita-se que a expressao desses marcadores estao correlacionados com o status da mutagdao
IgVH.

Alguns estudos t€ém demonstrado que as células B de pacientes com LLC que
apresentam baixas ou nenhuma expressdo de CD38 estdo relacionadas com um melhor
prognodstico, exibindo um curso clinico favordvel da doenca. Em contrapartida, as células B
que apresentam alta expressdo de CD38 estdo relacionadas com um progndstico mais

agressivo, tendo uma evolugao mais rapida da doenga (RIVKINAL et al, 2011; DURIG et al,
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2003). O valor de positividade para a expressao de CD38 ainda € discutido, mas considera-se
expressdo de CD38 >30% em células leucémicas nao mutadas (DAMLE, 2007).

Outro marcador importante para fins de progndstico é Zap-70, pois trata-se de uma
proteina pertencente a familia tirosina quinase que desempenha uma fun¢do de ativacao de
Linfécitos T. As células B de individuos sadios normalmente ndo expressam essa proteina,
pois elas utilizam outra proteina também da familia tirosina quinase (Syk) para ativacdo de
linfécitos B. Segundo Wistner et al (2003), ha alta correlacdo entre niveis de Zap-70 e a
mutacdo de /IgVH. Sendo que individuos que apresentam a mutacdo IgVH nao expressam Zap-
70, e individuos que ndo apresentam a mutacdo expressam Zap-70 nas células leucémicas.
Estas expressdes estdo correlacionadas com melhor progndstico e pior progndstico,
respectivamente (DEL PRINCIPE et al, 2006). Alguns estudos consideram como expressao
positiva, valores de Zap-70 superiores a 20% (CRESPO, 2003).

Outro estudo relacionou a expressao de Zap-70, CD38 e o status da mutagdo somética
IgVH como fatores combinados. Foi demonstrado que pacientes Zap-70 negativos/CD38
negativo, indicam presenga da mutacdo somdtica VHIg e apresentam sobrevida média de 13
anos. Pacientes Zap-70 positivo/CD38 positivo, indicam auséncia da mutagdo somadtica VHIg,

apresentando sobrevida média de 5 anos e 5 meses (MORILLA, 2008).



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

e Avaliar o perfil clinico-laboratorial de pacientes com Leucemia Linfocitica Cronica e

associar a fatores prognosticos de evolucdo da doenca;

2.2 Objetivos Especificos

e Identificar o estadiamento clinico proposto por Rai (1975) e Binet (1981) nos
pacientes diagnosticados com Leucemia Linfocitica Cronica;

e Identificar a relacdo entre a expressdo de CD38 e o Estadiamento de Binet (1981) e a
relacdo entre a expressdo de Zap-70 e o Estadiamento de Binet (1981), associando a

fatores prognosticos em pacientes diagnosticados com Leucemia Linfocitica Cronica.



3 RESULTADOS

Os resultados que fazem parte desta dissertacdo estdo apresentados sob a forma de
Manuscrito I, apresentado a seguir. Os itens Materiais e Métodos, Resultados, Discussdao dos
Resultados, Conclusdo e Referéncias, encontram-se no préprio manuscrito. O Manuscrito I

estd disposto na versao a ser submetida.



18

3.1 Manuscrito I

Caracterizacio do estadio Clinico e Avaliacao da expressao de CD38 como Fatores

prognosticos em pacientes com Leucemia Linfocitica Cronica

Maria Catarina S. Chiarellil*, Liliane Z. Oliveiraz, Juarez Chiesa’ , José Edson Paz da Silva®

Resumo

A Leucemia Linfocitica Cronica é caracterizada por ser uma doenga heterogénea com curso
clinico bastante varidvel, sendo que alguns pacientes apresentam diversas complicacdes
decorrentes da doenca, enquanto outros apresentam um quadro clinico mais estivel. Rai
(1975) e Binet (1981) elaboraram um sistema de estadiamento clinico capaz de prever a
evolucdo da doenca. Outro fator prognéstico € a andlise do status da mutacdo no gene IgVH
por meio da expressdo de CD38 e Zap-70. O presente estudo tem como objetivo tracar um
perfil clinico-laboratorial dos pacientes, tomando como referéncia os estadiamentos clinicos
propostos por Rai e Binet e a quantificacio da expressdao de CD38 e Zap-70 a fim de embasar
a avaliacdo diagndstica, inferir o progndstico e propiciar estudos adicionais que permitam
acOes propositivas para o seguimento dos pacientes. Foram pesquisados 64 prontudrios
médicos de pacientes com LLC atendidos no Hospital Universitirio de Santa Maria e
analisadas as varidveis: aumento de linfonodos, presenca ou auséncia de hepatomegalia e/ou
esplenomegalia, avaliacdo hematoldgica de sangue periférico e imunofendtipo. As
informacdes foram correlacionadas de acordo com o estadiamento proposto por Rai (1975) e
Binet (1981), a expressao de CD38, Zap-70 e o estddio clinico da doencga. Evidenciou-se que
nao hd associagdo entre a expressao de CD38, Zap-70 e o sistema de estadiamento clinico de
Binet.

Palavras-chave: Estadiamento de Neoplasias. Progndstico. Leucemia Linfocitica Cronica de
Células B. Antigenos CD38. Proteina-Tirosina Quinase Zap-70.
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Characterization of the stadium and Clinical Evaluation of CD38 expression as

prognostic factors in patients with chronic lymphocytic leukemia

Maria Catarina S. Chiarellil*, Liliane Z. Oliveira?, Juarez Chiesa’ , José Edson Paz da Silva*

Abstract

Chronic Lymphocytic Leukemia is characterized as a heterogeneous disease with highly
variable clinical course where some patients have multiple complications of the disease, while
others have a more stable clinical condition. Rai (1975) and Binet (1981) developed a clinical
staging system for predicting progression of the disease. Another prognostic factor is the
analysis of gene IgVH mutation status through the expression of CD38 and Zap-70. This
study aims to draw a clinical-laboratorial profile of patients, taking as reference the clinical
staging systems proposed by Rai and Binet and the quantification of the CD38 and Zap-70
expression in order to base the diagnostic evaluation, prognosis and infer the studies
providing additional enabling actions purposes for the patient follow-up. We searched the
medical records of 64 patients with CLL treated at University Hospital of Santa Maria and the
variables analyzed had swollen lymph nodes, presense or absence of hepatomegaly and /or
splenomegaly hematological evaluation of peripheral blood and immunophenotype. The data
were correlated according to the staging proposed by Rai (1975) and Binet (1981), the
expression of CD38, Zap-70 and disease stage. It was evident that there is no association
between the expression of CD38, Zap-70 and Binet’s clinical staging system.

Keywords: Neoplasm Staging. Prognosis. Chronic Lymphocytic Leukemia B Cells. Antigens
CD38. Zap-70 Protein-Tyrosine Kinase.
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Introducao

A Leucemia Linfocitica Croénica (LLC) € uma neoplasia maligna caracterizada pelo
acimulo de pequenos linfécitos maduros na medula dssea, sangue periférico, linfonodos,
baco, figado e tecidos linféides. A incidéncia da doenga estd relacionada a varidveis como
origem étnica, idade, género e histéria familiar de neoplasias hematolégicas'. E a forma mais
comum de leucemia em adultos, com uma prevaléncia duas vezes maior em homens do que
em mulheres, afetando principalmente individuos idosos com idade ao diagnéstico de 70 a 72
anos” ",

Uma das caracteristicas mais intrigantes da doenga € sua heterogeneidade clinica,
tendo em vista que alguns pacientes evoluem rapidamente a ébito, enquanto outros pacientes
permanecem com doenca estdvel durante anos™. Os estadiamentos propostos por Rai (1975)
e Binet (1981)° avaliam a extensdo da doenca nos pacientes com LLC, com base em
caracteristicas clinicas e laboratoriais como linfoadenopatia, tecidos linféides envolvidos,
presenca ou auséncia de esplenomegalia e/ou hepatomegalia e avaliacdo hematolégica do
sangue periféric07’8.

Para complementar o diagndstico sdo utilizados critérios imunoldgicos e moleculares.
De acordo com o International Workshop on Chronic Lymphocytic Leukemia (1988)° ¢ pelo
National Cancer Institute Working Group (1996), as células da LLC caracterizam-se por
apresentar acimulo de células B monoclonais expressando antigenos de superficie celular,
CD19, CD20, CD23, co-expressio de células T e B (CD5"), imunoglobulina de cadeia pesada
IgM e/ou IgD e imunoglobulinas de cadeia leve kappa (k) ou lambda (W', Tais expressoes
podem auxiliar a prever o progndstico desses pacientesg’”,

Alguns estudos tem avaliado o estado da mutagdo somdtica no gene de regido varidvel

de cadeia pesada da imunoglobulina (IgVH), e demonstram que pacientes cujas células
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leucémicas expressam esta mutacdo apresentam um curso clinico da doenca mais favoravel,
enquanto que a auséncia da mutagdo somatica nas células leucé€micas, esta relacionado a casos

. . = 12,13,14
mais agressivos de evolucao da doenca ,

A andlise da expressao de CD38 e Zap-70 s@o importantes indicadores progndstico
para avaliar a presenca da mutacdo IgVH'>". A positividade de CD38 (>30%) e de Zap-70
(>20%) esta correlacionada a um pior progndstico e maior chance de progressdo da doencga.
Estudos comprovam que a proteina Zap-70 apresenta-se abundante em células nao mutadas e,

< A 15,16,17
raramente, em células leucémicas mutadas .

Tendo em vista a importancia clinica da LLC nos individuos adultos, o presente estudo
tem como objetivo tracar um perfil clinico-laboratorial dos pacientes, tomando como
referéncias os estadiamentos clinicos propostos por Rai e Binet e a quantificacdo da expressao

de CD38 e Zap-70 a fim de embasar a avaliacdo diagnéstica e propiciar estudos adicionais

que permitam agdes propositivas para o seguimento dos pacientes.

Material e métodos

Populacao Estudada:

O estudo incluiu 64 pacientes portadores de Leucemia Linfocitica Cronica do tipo B,
tratados no Hospital Universitirio de Santa Maria, Rio Grande do Sul, com tempo de
acompanhamento desde o diagndstico de cinco meses a dez anos e que realizaram
imunofenotipagem de sangue periférico. Esta populacdo foi classificada de acordo com os
sistemas de estadiamento de Rai (1975) e Binet (1981). Para a avaliagdo da expressdo de
CD38, treze pacientes foram excluidos da amostra por ndo apresentarem tais resultados na
imunofenotipagem, sendo avaliados 51 pacientes. Para a avaliacdo das expressdes de Zap-70

e CD38 foram selecionados 20 pacientes, dentre os portadores de LLC que cumpriram os
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critérios estabelecidos para o estudo: imunofenotipagem por ocasido do diagndstico com
fenétipo de células B (CD19+, CD20+, CD23+), co-expressio de CDS5, expressdo de
imunoglobulina de superficie com baixa densidade, monoclonalidade para as cadeias leves da
imunoglobulina x ou A e que, por ocasido da pesquisa, ainda nao haviam recebido tratamento.
O projeto foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade

Federal de Santa Maria sob o numero 0294.0.243.000-09.

Dados Clinicos:

Os dados da pesquisa foram obtidos por meio da avaliagdo de prontudrios médicos e
andlise do imunofenétipo realizado ao diagndstico dos pacientes atendidos no Servigo de
Hematologia e Oncologia. A coleta de dados desenvolveu-se no periodo de maio de 2010 a
janeiro de 2012. As varidveis analisadas foram: aumento de linfonodos, presenca ou auséncia
de hepatomegalia e/ou esplenomegalia e avaliacado hematoldgica de sangue periférico.

Ap6s a compilac@o dos dados, as informagdes foram correlacionadas de acordo com o
estadiamento proposto por Rai (1975) e Binet (1981) (tabela 1), a expressao de CD38 e o
estddio clinico da doenga. Foram consideradas células leucémicas ndo mutadas as que

apresentavam expressao de CD38>30%.

Determinacoes de Zap-70 e CD38:

As amostras de sangue periférico foram colhidas e anticoaguladas com EDTA. Foi
utilizado sangue total dos pacientes e trés controles sauddveis usados como controles normais
para a realizacdo da imunofenotipagem por citometria de fluxo. Os parametros foram
avaliados em tubos com tripla marcagao: CD38FITC/CD3PE/CD19PerCP e ZAP-70-Alexa-
Fluor-488/CD3PE/ CD19PerCP. Controles isotipicos marcados com FITC/PE/PerCP foram
utilizados como controle negativo. Os anticorpos utilizados na pesquisa foram da marca

Invitrogen.
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Para avaliacdo do ZAP-70 utilizou-se a técnica de permeabiliza¢dao, conforme Crespo
et al (2003). Para permeabilizacdo utilizou-se o kit Fix & Perm (Invitrogen). Primeiramente,
as células foram marcadas na superficie com CD3 e CDI19 conforme recomendacdo do
fabricante, fixadas, incubadas, lavadas com PBS pH7.,4, centrifugadas e o sobrenadante
desprezado. As células remanescentes, acrescentou-se solu¢do permeabilizante e o anticorpo
monoclonal anti ZAP-70 e incubou-se, a temperatura ambiente (TA), ao abrigo da luz. Apds
este periodo, as células foram lavadas, centrifugadas e ressuspensas em PBS pH 7.4.

Para avaliacdo de antigenos de superficie CD38FITC/CD3PE/CD19PerCP, utilizou-se
a técnica de sangue total lisado e lavado. Apds a marcacdo da amostra de sangue total
conforme recomendagdo do fabricante, os tubos foram incubados, a TA, ao abrigo da luz.
Ap6s, lisados com solucdo Facs Lysing (BD Biosciences), incubados TA, ao abrigo da luz,
lavados por duas vezes com solucdo de PBS Azida, centrifugados e ressuspensos em solug@o
de PBS pH 7.4.

As amostras foram levadas para leitura imediata, sem fixacao, no citdmetro de fluxo
FACS Calibur, com aquisi¢do de, no minimo, 15.000 eventos totais, utilizando o software
Cell Quest PRO.

Para complementar o perfil imunofenotipico do diagnéstico e avaliar os fatores
progndsticos, as amostras de sangue total foram avaliadas nos parametros CD38 e ZAP-70
utilizando como referéncia, marcadores de células T(CD3) e de células B(CD19). A anélise
das reacoes pelo Cell Quest PRO foi realizada a partir de um gate nos linfécitos (FSC x SSC)
para delimitar a regido de interesse. A populacdo T(CD3+) foi utilizada como controle interno
da expressdo do ZAP-70. A partir do cruzamento de graficos biparamétricos calculou-se o
percentual de células de LLC positivas para ZAP-70. O valor de cut-off usado para distinguir

células Zap-70 positivas de Zap-70 negativas foi 20%. O percentual de células CD38+ foi
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obtido a partir de graficos biparamétricos onde se avaliou a co-expressdo com CD19. O valor

de cut-off escolhido para positividade de CD38 foi 30%.

Anadlise Estatistica:

Os dados coletados foram tabulados em uma planilha do programa Microsoft Office
Excel 2007 (Microsoft Corporation, EUA). Posteriormente foi utilizado o programa GraphPad
Prisma 4.0 para realizacdo da anélise estatistica dos dados. As comparacdes das expressoes de
CD38 entre os estadiamentos de Binet foram realizadas pelo teste ndo paramétrico Kruskal-
Wallis. A associacdo entre o estadiamento de Rai e Binet foi realizada pelo teste de Qui-
Quadrado (x%). A correlagio de Spearman foi utilizada para analisar as correlacdes das
expressoes de Zap-70 e CD38 com o estadiamento de Binet. Um nivel de significincia de
0,05 foi considerado em todas as andlises estatisticas. Os valores sdo expressos pela média +

desvio padrio.
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Resultados e discussao

Dos 64 pacientes estudados, 45 eram virgens de tratamento e 19 submeteram-se a
tratamento quimioterdpico. A variacdo do género dos participantes do estudo mostrou que 43
(67%) eram do sexo masculino e 21 (33%) eram do sexo feminino. A faixa etaria dos
pacientes variou entre 44 e 89 anos (mediana de 66 anos). Do total de pacientes, quatro
evoluiram a Obito durante o periodo de estudo. A expressdo das varidveis: indice de
hemoglobina, contagem de plaquetas e numero de dreas acometidas referentes aos
estadiamentos de Rai e Binet, encontram-se nas tabelas 2 e 3, respectivamente.

Os resultados observados demonstraram que os valores médios de Hemoglobina
encontrados para Baixo Risco de Rai (0) foram 11.9g/dL e para Binet (A), 12,5g/dL. Os
valores médios para o Risco Intermediario de Rai (I e II) foram 13,0g/dL e, para Binet (B),
11,4g/dL. Os valores médios para Alto Risco de Rai (IIl e IV) foram 9,1g/dL e, para Binet
(C), 8,3g/dL.

Para ambos os estadiamentos, Rai e Binet, os valores médios de plaquetas para Baixo
Risco e Risco Intermedidrio encontram-se dentro dos niveis de normalidade para individuos
saudaveis, sendo estes, valores superiores a 150.0x103/dL. Na classificagdao de Alto Risco, em
ambos os estadiamentos, a contagem de plaquetas apresentou valores aproximados, sendo que
no estadiamento de Rai (IIl e 1V), o valor médio encontrado foi préximo a 100.0x103/dL
(139.3x10%dL) e no estadiamento de Binet (C), a contagem média de plaquetas foi inferior a
100.0x10%/dL.

Os resultados referentes ao nimero de dreas acometidas para Baixo Risco de Binet (A)
foi encontrado numero médio de 1,1 areas acometidas. Para Risco Intermedidrio, no
estadiamento de Rai (I e II) foi observado nimero médio de 2,8 dreas acometidas e para Binet

(B) a média encontrada foi de 5,0 dreas acometidas. Para a classificacdo de Alto Risco no
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estadiamento de Rai (III e IV) foi observado niimero médio de 3,6 dreas acometidas e para
Binet (C) foi encontrado nimero médio de 2,4 areas acometidas.

A classificagdo de risco ndo deve ser entendida como varidveis isoladas, mas sim,
dependente de um conjunto de valores que se complementam. Na amostra estudada,
observou-se que, na classificacdo de Risco Intermedidrio, tanto para Rai quanto para Binet, os
valores de hemoglobina e de plaquetas mostraram-se acima dos critérios estipulados, mas a
escolha do grau de risco foi determinada pelo nimero de areas acometidas.

Ao analisarem-se os resultados pelo método estatistico de qui-quadrado (tabela 4)
observou-se que ndo € possivel correlacionar os dados de Rai e Binet para a amostra estudada,
(X2= 67,57). Na classificacao de Baixo Risco para o estadiamento de Rai evidenciou-se 29,7%
dos pacientes e, para Binet, 67,2%. O Risco Intermedidrio para Rai foi 48,4% e para Binet,
20,3%. Os achados de Alto Risco para Rai foram 21,9% e para Binet, 12,5%.

A caracterizagao dos estadiamentos de Binet demonstrou que a frequéncia de pacientes
no Estddio Clinico A foi inferior ao percentual encontrado na literatura. No presente estudo
encontrou-se 66,7% e a literatura descreve valores superiores a 80% para Baixo Risco”'®. Os
resultados encontrados nos Estddio Clinico B e Estddio Clinico C também apresentaram
valores divergentes de outros estudos, embora tenham representado uma frequéncia menor .

Para andlise dos casos quanto ao prognoéstico, dos 51 pacientes estudados, 31 (60%)
sdo do género masculino e 20 (40%) sdo do género feminino, com faixa etaria média de 66
anos. Todos os pacientes foram classificados de acordo com o estadio clinico de Binet.
Destes, 35 (69%) pertencem ao Estddio Clinico A, 10 (19%) ao Estiddio Clinico B e 6 (12%)
ao Estddio Clinico C. Dos pacientes avaliados, 13 (25%) apresentaram positividade para
CD38, ou seja, CD38>30%. Tendo em vista que a expressdo de CD38 € capaz de indicar pior
prognéstico de vida neste grupo de individuos, observa-se que dos 13 pacientes, a maioria foi

classificada como Estddio Clinico A de Binet, sendo esta populacdo representada por 9



27

pacientes. Em relacdo aos demais, 3 casos foram classificados como Estddio Clinico B e
somente um paciente foi classificado como Estadio Clinico C.

Nao houve diferencas significativas na expressao de CD38 entre os estadiamentos de
Binet EC-A, EC-B e EC-C (p=0,759; Figura 1), embora considerando-se todos os valores e
nao apenas os resultados superiores a 30%. Nos casos de positividade para CD38, ndo foi
possivel andlise estatistica, devido ao n = 13. A andlise de correlacio de Spearman
demonstrou que nao existe associacdo entre o estadiamento de Binet e a expressao de CD38
(r= 0,08, p=0,55); Figura 2), demonstrando que sdo varidveis independentes.

Analisando individualmente os casos dos quatro pacientes que evoluiram a 6bito, foi
observado que todos os pacientes eram submetidos a tratamento quimioterdpico e se
apresentavam em estigios avancados da doenga, demonstrando um acometimento importante
dos 6rgaos envolvidos, além da diminui¢ao de hemoglobina e plaquetas em sangue periférico.
Dois pacientes foram classificados como Estddio Clinico B de Binet e os outros dois foram
classificados como Estadio Clinico C de Binet. A expressdao de CD38 foi positiva em dois
casos, um Estddio Clinico B e outro Estddio Clinico C, apresentando expressdes de CD38
bastante elevadas, sendo superiores a 80%.

Para a andlise dos pacientes quanto a expressao de Zap-70, foi observado que dos 20
pacientes estudados, 14 (70%) sdo do género masculino e 6 (30%) sdo do género feminino.
Os pacientes foram classificados de acordo com o sistema de Estadiameno de Binet e
demonstraram que 15 pacientes foram classificados como Estddio Clinico A, sendo que esta
populacdo representa 75% do total de pacientes. No Estddio Clinico B, foi classificado
somente um paciente, representando 5% da populacdo e no Estddio Clinico C foram
classificados 4 pacientes, representando 20%. Ao avaliar os pacientes quanto a positividade
das expressdes de Zap-70 e CD38, foram evidenciados que 11 pacientes, ou seja, 55%

apresentaram expressdo positiva de Zap-70 ou CD38 ou apresentaram expressao
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concomitante dos dois marcadores.

Avaliando a expressao de Zap-70 nos pacientes estudados, foi evidenciado que 8
(40%) apresentaram positividade para Zap-70. Destes, 5 (33,3%) pertencem ao Estddio
Clinico A, o unico paciente pertencente a Estddio Clinico B apresentou positividade para
Zap-70 e 2 (50%) pertencem ao Estddio Clinico C. A andlise de Spearman demonstrou que
ndo existe correlacdo entre a expressdao de Zap-70 e o estadiamento de Binet (r= 0,19, p=
0,40); Figura 3), demonstrando que sdo varidveis independentes.

Até cerca de uma década atrds, o estddio clinico de Binet era o principal fator
progndstico disponivel para pacientes com LLC. Entre as vantagens do sistema estdao o baixo
custo e aplicabilidade no momento do diagndstico. Uma desvantagem importante era o nao
correlacionamento entre o estadiamento clinico e a agressividade da doenca®*

Atualmente, a andlise da mutac@o do gene de /gVH passou a ser considerada marcador
independente de progndstico de LLC e a andlise da expressdo de CD38 e Zap-70 foram
identificadas marcadores substitutos dessa mutacdo. A populacdo estudada apresentou
positividade para CD38 em 13/51 pacientes, ou seja, 25% dos pacientes analisados estdo
associados a auséncia da mutacdo somdtica do gene IgVH e assim, correlacionados com um
pior prognostico e uma rdpida evolucao da doenca.

Alguns autores observaram que um grupo de genes, incluindo Zap-70 é capaz de
discriminar os dois subgrupos de individuos com LLC, os que apresentam a mutacdo somética
do gene IgVH e os que ndo a apresentamzo. Alguns estudos demonstraram que as maiorias dos
pacientes que ndo apresentam a mutacdo somatica apresentam alta expressdo de Zap-70 te.2l,
Corroborando com esta informagdo, 8/20 pacientes estudados estdo associados a auséncia da
mutacdo somdtica IgVH, sendo correlacionados com pior progndstico de evolucio da LLC.

Os resultados encontrados no presente estudo vao de encontro a outros estudos que

mostram que o nimero de pacientes que niao apresentam a mutagdo no gene de IgVH ¢é
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inferior quando comparado com pacientes que apresentam a muta¢io’ Os demais pacientes
analisados, 38 (75%) apresentaram expressoes de CD38<30% e para expressao de Zap-70, 12
(60%) apresentaram expressoes de Zap-70<20%, ou seja, considerados negativos, estdo
correlacionados com melhor prognéstico da doenga e maior tempo de sobrevida '*%*,

A LLC apresenta uma variabilidade substancial no curso da doenca, essa variabilidade
¢ observada entre os pacientes em cada fase de estadiamento. Estudos sugerem que a
expressdo de CD38 e Zap-70 sdo marcadores independentes de progndstico 22°.

Os estadiamentos clinicos nao sdo capazes de prever a progressio da doenca em
estdgios iniciais, bem como prever o curso clinico e a sobrevida dos pacientes
individualmente. Portanto, torna-se relevante a pesquisa da presencga ou auséncia da mutacao
no gene IgVH o que auxiliaria o clinico na tomada de decisdo quanto a real necessidade de

tratamento gimioterdpico' ****'.

Conclusao

Esta pesquisa demonstrou que ndo ha associacao entre a expressdo de CD38 e Zap-70
com o estadiamento clinico de Binet. A andlise das expressdoes de CD38 e Zap-70 pode ser
um fator progndstico mais preciso, visto que € capaz de analisar o stafus da mutacdo no gene

IgVH.
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Tabela 1: Sistema de Estadiamento proposto por Rai (1975) e Binet (1981).

RISCO ESTADIO | LINFOCITOSE | LINFOADENOPATIAS | HEPATOMEGALIA/ HB PLAQUETAS
(Areas Acometidas) | ESPLENOMEGALIA | (g/dL) (x 103/dL)
RAI

Baixo 0 SIM NAO NAO > 11 > 100
Intermedidrio 1 SIM SIM NAO >11 >100
11 SIM SIM/NAO SIM > 11 >100
111 SIM SIM/NAO SIM/NAO <11 >100

Alto
1\ SIM SIM/NAO SIM/NAO Qualquer <100

BINET

Baixo A SIM SIM/NAO (< 3) SIM/NAO >10 >100
Intermedidrio B SIM SIM/NAO (< 3) SIM/NAO <10 >100
Alto C SIM SIM/NAO SIM/NAO <10 <100

Tabela 2: Resultados de Hemoglobina, Plaquetas e Areas Acometidas referentes ao
Estadiamento de Rai (1975).

Estiddio | N Média Desvio Padrio
HB (g/dL) 0 19 11.9 +2.4
I 16 12.4 +2.1
1I 15 13.6 +2.1
111 6 9.0 +0.7
v 8 9.2 +2.5
PLAQUETAS 0 19 190.7 +62.4
(x10%/dL) I 16 190.0 +71.2
I 15 172.5 +57.5
111 6 203.6 +100.0
v 8 75.1 +24.7
AREAS 0 19 0 0
I 16 2.0 +1.3
ACOMETIDAS I 15 3.7 +1.6
111 6 5.1 +1.7
v 8 2.2 +2.7
Total 64




Tabela 3: Resultados de Hemoglobina, Plaquetas e Areas Acometidas referentes ao
Estadiamento de Binet (1981).

Estadio N Média Desvio Padrao

HB (g/dL) A 43 12.5 +2.1
B 13 11.4 +29

C 8 8.3 +2.2
PLAQUETAS A 43 190.3 +65.6
(x103/dL) B 13 169.4 +75.1
C 8 74.2 +27.0

AREAS A 43 1.1 +1.3
ACOMETIDAS B 13 5.0 +1.2
C 8 2.4 +3.0
Total 64

Tabela 4: Classificacdo dos pacientes com Leucemia Linfocitica Cronica através do
Estadiamento de Rai e Binet (1981)

Estadiamento  Frequéncia  Estadiamento  Freqiiéncia

Rai (1975) Binet (1981)
0 19/64 A 43/64
I 16/64 B 13/64
I 15/64
i 6/64 C 8/64

v 8/64
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Figura 1. Expressdo de CD-38 por Estadiamentos EC-A, EC-B e EC-C. Dados apresentados como médias nas
colunas. Barras representam o desvio padrdao da média.
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Figura 2: Grafico de Correlacio da expressdo de CD38 e o Estadiamento de Binet.
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Figura 3: Gréafico de Correlagdo da expressdo de Zap-70 e o Estadiamento de Binet.
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4 CONCLUSAO

e Nio existe correlacdo entre os estadiamentos de Rai e Binet para a amostra
estudada;

® Nado houve diferencas significativas na expressao de CD38 entre os estadiamentos
de Binet EC-A, EC-B e EC-C;

e N3o ha associagao entre a expressdo de CD38 e o estadiamento clinco de Binet;

¢ Naio h4 associagdo entre a expressao de Zap-70 e o estadiamento clinico de Binet;
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ANEXO B - Checklist usado na coleta de dados

LEUCEMIA LINFOCITICA CRSA)NICA
FICHA DE IDENTIFICACAO

01. IDENTIFICACAO:
INOIE ..ottt ettt e e e e s e e e sebeeesaeeenes Registro:....cccceveeeveecenieenen.
Estado Civil:.................. Data de Nascimento:...../...../......... Idade(diag):.....ccccoveeennneee
Local de nascimento:...........ccocvveerieeenieeeniieeiee e Raga:....coooveeviieeiieeieeees
o e eTa L) Toa USRS
Sexo: ( )M () F Profissfo:.....cccceveeeieveiecvnnnnenn. Religifo:. .ccovieriieeiieeeieeeieee
Residéncia: Rural ( ) Urbana ( )
O DS ETVACOES .. tteeeeiiitee e et te e e ettt e e e sttt e e e sttt ee s sttt e e e sabteeeesasateesensteeeesnssaaessssaeeesnnnne
02. DIAGNOSTICO:
Data:..../.....[.......... Tempo de diagndstico:.......ceeevvveerenennes
EVOIUGAO: ...ttt ettt ettt e st e et e s e
Hemograma (1°) Data ..../..../......
Ht:...... % Hb:...... g/dl; Leuci................ mm® ;
Mielo:....%; Meta:........ % Bast:........ %:
Seg:........ % Linf:......... % Mono:....... Y
Eos:...... % Bas:.....%; Blast:........ %
Plag:............... mm’ Glicemia:...... mg/dl; Uréia:....... mg/dl;
Creatinina:...... mg/dl; Ac. Urico:........ mg/dl; DHL......... UL
TGO....... Ul TGP-:...... UL F. Alcalina:........ Ul
Bil. Totais:.....mg/dl; BD.:...... mg/dl; Sédio:....... meq/l;
Potassio:...... meq/l; Cloretos:...... meq/l; Calcio:.....mg/dl;
Magnésio:...... mg/dl; Fésforo:........ mg/dl; Anti HIV:......... ;
Anti HCV:............ ; HbsAg:......... VDRL............. ;
Monoteste:.......... CMV (IgM)....ccoveeennee. CMVIgQG).........
Chagas:......... Proteinograma................ TSH:.........
T4L.............. Coombs Direto........... Reticulécitos:..............
Biépsia Medular
NI TSRS 4 1315 1o T2 RSP
SEITE BIANCa......ooiiiiiiiiieeeiiee ettt e e e ae e e e et e e e e e e tae e e e e nataeeeeeataeeeenanns
SErie PLAQUETATIA . ...ccutiiiiiieeiiiee ettt ettt et e st e st esbaeesbaeesaaees



Imunofenotipagem: CD19: % CD3: % CD4: % CD 38: Y%
CD20: % CDS: % CDS8 % ZAP70: %
IeM: % IgD: % K % A %
CD20/CDs5: %

Exames de Imagem:
TOraX RX () TC ([ )eeruieitieieeieete ettt sttt sttt et et e e et e b ennes

Estadiamento (Rai e Binet):

03. FATORES ASSOCIADOS:

( ) Exposi¢ao a radiagdo ionizante

( ) Exposi¢ado a radiag@o nuclear

( ) Exposi¢ao a produtos industriais

() Exposi¢ado a agrotoxicos

( ) Exposi¢ao a benzeno/Outros solventes
( ) Exposic¢do a tinturas para cabelos

( ) Exposic¢ao a pesticidas

( ) Exposi¢do a herbicidas

( ) Exposi¢ao a quimicos organicos

() Exposi¢do a metais pesados

( ) Exposic¢ao a derivados de petréleo

( ) Exposicio a agentes téxicos a Medula Ossea

( ) Etilismo Tempo: Quantidade:.....................
( ) Gestagoes ( ) Tabagismo ........... Anos/maco

( ) Outras causas

Antecedentes FamilIares:..........coooouuiiiiiiiiiieeiiiee et ree e e e saa e e e s araaa e e ennaes

Observacoes:




04. SINAIS/SINTOMAS:
( ) Cefaléia

( ) Temp. Elevada

( ) Quadros Neurolégicos
( ) Plenitude Abdominal

( ) Prurido

( ) Ulceras Cutaneas

( ) Artralgias

() Pletora

( ) Tonturas

( ) Tromboses

() Ictericia

() Perda de Peso

( ) Dispnéia ( ) Angina

( ) Esplenomegalia:.........c.cccoveeeennnnnne. cm RCE
( ) Hepatomegalia:...........ccccovuveenneennne cm RCD
( ) Adenomegalias:.............. cadeias.

() Alteragdes Visuais
( ) Corréia

( ) Zumbido

( ) Hemorragias

( ) Palidez

() Parestesias

( ) Sudorese
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05. TRANSFUSOES PREVIAS: ( ) Sim

Unidades de Globulos:

Unidades de Plaquetas:

06. TRATAMENTO:

( ) Nio

Drogas Periodo

Clorambucil

Fludarabina

Ciclofosfamida

Rituximab

07. SITUACAO ATUAL:

Data da ultima consulta:....... [oeiii. Lo,



