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RESUMO

Expresséo da L-Selectina e do CD44 em Leucemias Linfoides Agudas em

Criancas e Adolescentes

Introducdo — AlteracBes na expressao ou funcdo das moléculas de adesdo (MA) nas
células leucémicas podem contribuir para a evolucdo e no comportamento biolégico das
leucemias agudas. A expressdo aumentada nas LLAs parece relacionar-se aos
mecanismos de disseminagéo extramedular dos linfoblastos, infiltragdo do SNC e formacéo
de massas tumorais. Objetivos — Analisar a expresséo da L-selectina e do CD44 nas LLAs
em criancas e adolescentes. Avaliar os fatores prognoésticos (idade, sexo, leucometria ao
diagndstico, imunofenétipo, classificacdo FAB, EGIL, indice de DNA e resposta ao
tratamento de inducdo) e as apresentacdes extramedulares das LLAs e correlaciona-los
com essas MA. Pacientes e Métodos — Foram avaliados 76 pacientes com LLA, tratados
com o Protocolo GBTLI-LLA. O diagnostico foi baseado em critérios FAB, imunofenotipicos
(EGIL) e citogenéticos. A expressao das MA foi avaliada por citometria de fluxo, utilizando
tripla marcagédo. O anticorpo monoclonal CD45-PerCP (Immunotech®) foi utlizado como
marcador dos linfoblastos. O CD44-PE (Clone HP2/9 - Immunostep®) e o CD62L-FITC
(Clone HI62L - Immunostep®) foram utilizados para a marcacdo das MA. Para a andlise das
amostras e o calculo da intensidade média de fluorescéncia foi utilizado o programa Cell
Quest. Na andlise estatistica utilizou-se o software SPSS 16.0. A associagdo entre as
variaveis, os fatores prognésticos e resposta foi realizada com os testes de Qui-quadrado,
exato de Fisher e Mann-Whitney. Sobrevida global foi determinada por curvas Kaplan-Meier
e teste log-rank. Andlise multivariada por modelo proporcional de Cox foi utilizada para
assegurar a independéncia dos fatores progndésticos. Resultados — A média de idade foi
6,3+0,5 anos (5m -17a) e predominou 0 sexo masculino (65%). Ao diagnostico os achados
clinicos foram: hepatomegalia (63%), esplenomegalia (58%) e linfadenomegalia (44%). A
infiltracdo SNC ocorreu em 6,6% dos casos e o alargamento de mediastino em 11,8%.
Quanto ao risco, 54% eram baixo risco e 46% alto risco. A classificacdo FAB determinou
83% como L1 e 17% L2. Diagnéstico de LLA-B foi mais frequente (89,5%) e o da LLA-T em
10,5% dos pacientes. O subtipo EGIL mais prevalente foi B Il e B Ill, 51,5% e 45%
respectivamente. O IDNA = 1.16 foi encontrado em 19% dos pacientes e associou-se a bom
prognoéstico. Na avaliagdo do D8, 95% dos pacientes apresentaram contagem de blastos
<1000/mm® e leucécitos < 5.000/mm®. A taxa de remissdo de inducdo foi de 95% e
ocorreram 2,6% de 6bitos na inducé@o. Observou-se uma maior expressédo do CD44 na LLA-
T (87,5%/ IMF=150,44+20,29), porém sem significancia estatistica. LLAs com massa
tumoral apresentaram 84% de expressdo do CD44, quando comparada a 52% das LLAs
sem massa tumoral (p=0.01; OR=4,8). Expressdo aumentada da L-selectina na LLA-T
(87,5%/IMF=272,33+£52,72) foi estatisticamente significante (p=0,004), comparado a LLA-B
(54,5%/ IMF= 115,90+12,75). Nao houve correlacdo entre os outros fatores progndsticos e
essas MA. Na analise multivariada as variaveis de maior impacto para a sobrevida foram: a
leucometria ao diagndstico, sexo, imunofendtipo T e a L-selectina. Concluséo - A
expressdo da L-selectina e do CD44 estdo aumentadas nas LLAs estudadas,
principalmente na LLA-T. O CD44 correlacionou-se com LLAs com massas tumorais e
parece estar relacionado aos mecanismos de disseminacgéo extramedular dos linfoblastos

Palavras-chave — Leucemia linféide aguda, LLA, criancas, fatores progndésticos, moléculas
de adesao, CD44, CD62L, L-selectina.



ABSTRACT

Expression of adhesion molecules L-selectin and CD44 in childhood acute

lymphoblastic leukemia

Introduction — Altered expression or function of adhesion molecules on leukemic blasts may
contribute to the evolution of acute leukemia and its biological behavior. The elevated
expression of adhesion molecules in ALL might be correlated with the extramedullary
dissemination of blast cells, CNS involvement and leukemia tumor burden. Purpose — To
analyze the expression of L-selectin and CD44 in ALL in children and adolescents. As well as
to evaluate the prognostic factors (age, gender, initial leukocyte count, immunophenotype,
FAB and EGIL classification, DNA index and early response to treatment) and the
extramedullary presentation of ALL, to finally correlate the prognostic factors with these
adhesion molecules. Patients and Methods — From November 2007 to November 2008, 76
patients with newly diagnosed ALL started on Brazilian GBTLI-ALL Protocol. The diagnosis
was based on cytological, immunophenotypic, and cytogenetic methods. The mean
fluorescence intensity (MFI) and the percentage of the adhesion molecules blasts cells was
measured by flow cytometry using triple staining with McAb directly conjugated. CD45-PerCP
positive cells were gated for blasts analysis. Anti-CD44-PE (Clone HP2/9 - Immunostep®)
and CD62L-FITC (Clone HI62L - Immunostep®) were used to mark the adhesion molecules.
The Cell Quest program was used for data acquisition and analysis. Statistical analysis was
done by SPSS 16.0 Software. The association of features, prognosis and response to
treatment was assessed by Chi-square, Fisher exact and Mann-Whitney tests. Overall
survival curves were constructed by the Kaplan-Meier method and the log-rank test.
Multivariate Cox regression analysis showed independent prognostic factors. Results — The
mean age at diagnosis was 6.3+0.5 years (range 9mo to 17yr) and 65% of them were boys.
Clinical findings were hepatomegaly (63%), splenomegaly (58%), lymphadenopathy (44%).
CNS involvement was detected in 6.6% of cases and mediastinal mass appeared in 11.8% of
them. Patients were classified into low risk (54%) and high risk (46%). FAB classification
identified 83% as L1 and 17% as L2. Immunophenotypically, 89.5% of patients were
classified as B-lineage ALL and 10.5% as T-lineage ALL. The most frequent EGIL subtype
was B common and pre-B-ALL (51.5% and 45.5%, respectively). DNA index greater than
1.16 was found in 19% of the patients and was associated with favorable prognosis. On the
D8 evaluation, 95% of the patients had blast count lower than 1.000/mm?® and leukocyte
count lower than 5.000/mm?®. The remission induction rate was 95% and there was a rate of
2.6% of death during induction therapy. CD44 had greater expression to the rate of 87.5% in
T-cell ALL (MFI=150.44+20.29) with no statistical correlation. A significant positive
correlation was demonstrated between 84% of CD44 expression and Leukemia burden tumor
cases (p=0.01; OR=4.8). There was statistical correlation between L-selectin expression
(87.5%/MFI=272.331£52.72) and T-cell ALL (p=0,004). No significant correlation was detected
between L-selectin and CD44 expression and other prognostic factors. Multivariate statistical
analysis (adjusted for overall survival) indicated that initial leukocyte count, gender, T
immunophenotype and L-selectin were independent factors. Conclusion — L-selectin and
CD44 expressions were elevated in ALL studied, mainly in T-cell ALL. The research
demonstrated that there is an association between CD44 expression and leukemia tumor
burden, which might be involved in the dissemination of leukemic cells and the progression of
the disease.

Keywords — acute lymphoblastic leukemia, ALL, children, prognostic factors, adhesion
molecules, CD44, CD62L, L-selectin



Figura l

Figura 2

Figura 3

Figura 4
Figura5
Figura 6
Figura7

Figura 8

Figura 9

LISTA DE FIGURAS

Representacdo esquematica da estrutura das diferentes
Moléculas de adeSa0........ccccuvriiiiiiiiiiieeeee e
Estrutura das selectinas: L — dominio da selectina tipo C
aminoterminal; E — dominio do fator de crescimento epidermal
(EGF); C — repeticOes CONSENSUAIS. ......ccceeveeeeeeeeeeeeeieeeiiniinnnnanns
Modelo da estrutura do CD44 — O diagrama da esquerda
mostra 0s quatro principais dominios do CD44 e a direita
mostra a regido de insercdo dos éxons variantes das varias
ISOfOrMAS (CDAAV......coeeeeccce et

Correlagdo do imunofendtipo com a sobrevida global pela
Curva de Kaplan-Meier nos 76 pacientes com LLA..................
Histogramas do IDNA, por citometria de fluxo, em pacientes
com LLA dipléide (A) e LLA hiperdiploide (B)...........vvvveveniennnn.
Expressdo das MA na LLA de linhagem B...........ccceevviiviennnn.
Expressdo das MA na LLA delinhagem T...........oooiiiiiiinnnnnn

Correlacdo do CD44 com a sobrevida global pela Curva de
Kaplan-Meier nos 76 pacientes com LLA............ccooevvviiiivnnnnnnn.
Correlacdo da L-selectina com a sobrevida global pela Curva
de Kaplan-Meier nos 76 pacientes com LLA.........ccccccvvvveeennnn.

19

23

26

61

62

65

65

68

73



Tabela 1

Tabela 2
Tabela 3

Tabela 4

Tabela 5

Tabela 6

Tabela 7

Tabela 8

Tabela 9

Tabela 10

Tabela 11

Tabela 12

Tabela 13

Tabela 14

Tabela 15

LISTA DE TABELAS

Familias das Moléculas de adesao: ligantes e distribuicdo
(0] U] = T PP PPPPPUPPRPRRP
Classificacao Imunoldgica das LLAS — EGIL.........ccvvvvvveveieeeennnn.
Sistema de pontuacdo proposto pelo grupo EGIL para as

leucemias bifenotipiCas...........uveviiiiiiiiiieeeee
Fatores prognodsticos Nas LLAS..........cooovvvvviiieveiiiicccee e

Painel de anticorpos monoclonais utilizado para
imunofenotipagem e avaliacdo da expressdo das moléculas de
AUESA0. ..o i
Caracteristicas clinicas dos 76 pacientes estudados com LLA.
Caracteristicas laboratoriais dos 76 pacientes estudados com

Caracteristicas da LLA-B e LLA-T dos 76 pacientes
(<25 10 [0 F= T [0 1 7SRRI
Expressdo da L-selectina e do CD44 em linfécitos e
granuldcitos de individuos normais. Fortaleza, 2009................
Expressdo do CD44 nas LLAs. Fortaleza, 2009........................
Andlise da associacdo entre a positividade do CD44 e os
fatores prognosticos das LLAs. Fortaleza, 2009......................
Andlise da associacdo entre a positividade do CD44 e a

Classificacdo FAB, EGIL e citogenética das LLAs. Fortaleza,

Andlise de diferenca de meédia/ mediana do CD44IMF

segundo caracteristicas clinicas dos pacientes. Fortaleza,

Andlise da associacdo entre a positividade do CD44 e a

resposta ao tratamento de inducdo das LLAs. Fortaleza,

Andlise da associacdo entre a positividade do CD44 e o

acometimento extramedular e as formas tumorais das LLAs.

27
32

35
39

56
59

60

61

63

65

64

66

67

67

69



Tabela 16

Tabela 17

Tabela 18

Tabela 19

Tabela 20

Tabela 21

Tabela 22

Fortaleza, 20009.........oiiiiii e
Expressao da L-selectina nas LLAs. Fortaleza, 2009...............

Andlise da associagdo entre a positividade da L-selectina e
os fatores prognésticos das LLAs. Fortaleza, 2009..................
Andlise da associacdo entre a positividade da L-selectina
segundo a Classificacdo FAB, EGIL e citogenética das LLAs.
Fortaleza, 20009..........oiiiiii e
Andlise de diferenca de média / mediana do IMF da L-
selectina segundo Classificacdo FAB, EGIL e citogenética
das LLAs. Fortaleza, 2009............ccooiiiiiiiiiiiiiiieeeee e
Andlise da associacdo entre a positividade da L-selectina e a
resposta ao tratamento de inducdo das LLAs. Fortaleza,

Andlise da associacao entre a positividade da L-selectina e o
acometimento extramedular e formas tumorais das LLAs.
Fortaleza, 20009..........ooiuiii e
Resultados do modelo de riscos proporcionais de Cox dos

fatores progndsticos das LLAs estudadas. Fortaleza, 2009......

70

70

71

72

72

74



AcMO
AR
BFM
CALLA
CD
CD62L
DRM

EDTA
EGIL
FAB

FISH

FITC
FSC
GBTLI
Hb
HC-ICC
HEV
HIAS
HLF
ICAM
IDNA
I9cit
19S
IMF

LCR
LDH
LLA

LISTA DE ABREVIATURAS

Anticorpos monoclonais

Alto risco para recaida

Grupo alemao Berlin-Frankfurt-Munique

Antigeno comum da LLA

Cluster of Differentiation

L-Selectina, LAM-1, LECAM-1

Doenca Residual Minima

Acido etileno-diamino-tetra-acético

Grupo Europeu para Caracterizagéo das Leucemias
Franco-Americana-Britanica

Hibridizac&o in situ

Isotiocianato de fluoresceina

Foward scatter (tamanho)

Grupo Brasileiro para o Tratamento das Leucemias na Infancia
Hemoglobina

Hospital do Cancer - Instituto do Cancer do Ceara

Vénulas de endotélio alto

Hospital Infantil Albert Sabin

Hospital Luis Franca

molécula de adesdo intercelular

indice de DNA

Imunoglobulina citoplasmatica

Imunoglobulina de superficie
Intensidade média de fluorescéncia

Intratecal

Liquido cefaloraquidiano
Desidrogenase latica
Leucemia Linféide Aguda



LLA-B
LLA-T
LMA
MA
MEC
MO
MTX
NCI
PAS
PCR
PE
PerCP
Phl
RB
sCD44
SG
SLE
sL-selectina
SNC
SP
SSC
TdT
TCR
TMO

Leucemia Linfoide Aguda de linhagem B
Leucemia Linfoide Aguda de linhagem T
Leucemia Miel6ide Aguda

Molécula de Adeséo

Matriz extracelular

Medula 6ssea

Metotrexate

National Cancer Institute

Acido Periddico de Schiff

Reacgédo em Cadeia da Polimerase
Ficoeritrina

Clorofilperidinina

Cromossomo philadelphia

Risco baixo para recaida

Forma soltvel do CD44

Sobrevida Global

Sobrevida Livre de Eventos

Forma soluvel da L-selectina
Sistema Nervoso Central

Sangue Periférico

Side scatter (granulosidade)
Terminal-deoxinucleotidil-transferase
Receptor de Células T

Transplante de Medula Ossea



SUMARIO

L INTRODUGAQD ..ottt ettt ettt sttt re e ae e e 18
1.1 Moléculas de adESA0 ........cccevviveeiiiiiiiiiee e 18
0 R [ 1 (=To | ] F= T TP TP P PP PTPPPPPPPPPPPRPPPPPS 19
1.1.2 CAUCIINAS .eeiiiiieeieeeii et e e e e e e e e e e e e e e e bbb e e e e e e e e aaaeaeaaans 20
1.1.3 Familia das ImunoglobuliNas ...........cccuveiiiiiiiiiii e 21
1.1.4 SEIECHNAS ...ttt e 22
1.1.4.1 L-selectina ou CDB2L .........c.coccuiiiiiiiiii i 24
1.1.5 Familia do CD44 ... 25
1.2 Moléculas de adesdo e Hematopoese normal ..........ccccceeeeeeeeieiiiiiiiiineennnnn, 28
1.3 Leucemias Linfoides AQUAAS .......coooviiiiiiiiiiiiiiiiii e 30
1.3.1 BEHOIOQIA et 30
1.3.2 CIASSITICAGAD ...vveeeeeiiiiiiiiiie ettt eee e 31
1.3.2.1 Classificac8o morfolOgiCa ...........coovvviiiiiiiiiiiiiiiiieie e 32
1.3.2.2 Classificagcdo imunofenotipiCa .........cccoocueimieeiiiiiiiiiiee e 32
1.3.2.3 Classificagéo citogenética e molecular ............cccccoovviieiiiiiieciniineenne. 35
1.3.3 ManifestagBes CliNICAS ...........cooviiiiiiiiii e 36
1.3.4 DAdOS 1aDOTAONIAIS ....eeiiiiiiiiiiie ettt 37
1.3.5 TratameNntO .....ccooiiiiiiiiiiiii e 37
1.3.6 PrOgNOSLICO ...ccoiiiiiiiiiiie ettt ettt e e e e e e e e e e e eeee s 38
1.4 Fatores PrognOStiCOS .....cociiiiiiiiiiiiiieiiiiie et 39
142 1dAde .o 40
L1.4.2 SEXO it 41
1.4.3 Leucometria a0 diagNOSLICO .......ccoiiuuriiiieiiiiiiiiie e 41
1.4.4 Leucemias com grandes massas tumorais (tumor burden) ...................... 42
1.4.5 Niveis de Desidrogenase lactica (LDH) ........ooooiiiiiiiiiiiiiiiiieceeeee e 42
1.4.6 InfiltraG@o do SNC .......oooiiiiiiii 43
1.4.7 Citogenética e biologia molecular .............cccovvvviiiiiiiiiiii e 43
1.4.8 ImMUNOfenotipaAgeM .........cccoiiiiiiiiiiii s 44

1.4.9 Resposta ao tratamento de INAUGAD ............ccceeeiiiiiiiiiiiiince 45



1.4.10 Doenga residual MiNIMa ........cccoooiiiiiiiiii e 45

1.5 Moléculas de adesé@o e leucemias AQUAAS ..........coevvvivviiiiiiiiiiieeeeeeeeeee, 46
L1.5.1 CDA4 e e 47
1.5.2 L-SEIECHNA ..oiiiiiiiieiie et 48
2 OBJIETIVOS ettt 50
2.1 ODJELIVO GEIAL...cii i 50
2.2 ODbjetivoS @SPECITICOS. ..uuiiiiiii i 50
3 PACIENTES E METODOS .....ooiiiiiieie ettt ane e 51
S.L PACIENTES oottt e e as 51
3.1.1 CritérioS de INCIUSAO ......ccoiuuiiiiiieiiiiiei et 51
3.1.2 CritérioS 0@ XCIUSEO ......ccuuueiiiieeiiiiiiie ettt e e 51
3.2 QUESTOES BLICAS ..oiiieviiiii it eee et e e e e e e et e e e e e e e e aeaaan 51
3.3. Coleta doS dadOS ........cooiiiiiiiiiii s 51
3.4 Criterios diagNOSHICOS .......cciiiiiiiiiiiiiie et e e 52
3.4.1 Andlise CitomOrfolOQICa .........cccceeiiiiiiiieeiiiieeeee e 52
3.4.2 Andlise ImuNOfeNOtiPICA ........ccevvviiiiiiiiiiiee e 53
3.4.3 ANAIISE CItOgENALICA .....eeiieeiiiiiiiiiie et e e 53
3.5 Diagnéstico de Leucemias Extramedulares ..........ccccvvvvviiiiiiiieeeeeeeeeeee, 54
3.5.1 Infiltrag&o leucémica do SNC ..........cccciiiiiiii 54
3.5.2 Infiltrag8o testiCular ... 54
3.5.3 Leucemias com grandes massas tUMOIAIS ...........ccceerrrvieeiirirennineee s 54
3.6 Critérios de estratificagcdo d0S grupos A€ lMSCO ......uevvvvieriiiiiiieeeeeeeeeannnnns 54
3.7 Protocolos para anélise da expresséo da L-selectinae do CD44 .......... 55
3.7.1 Processamento - Separagdo e preparagao das amostras ...........cccceee..e. 55
3.7.2 Aquisicao e leitura das amoStras ..........cccccevviriiiiiiieiiiiieee e 57
3.8 ANAlISE ESTAtiSTICA ...ooeiiiiiiiiiie e 57
4 RESULTADOS .ttt e e et e e e e e ennaanas 58
4.1 CaracteristiCas ClINICAS .......cccuiiiiiiiii e 58
4.2 Caracteristicas 1aboratoriaiS ........ccccoviiiiiiiiiiii e 59

4.3 AvaliacOes da taxa de remissdo e da resposta ao tratamento de 62
Yo L0 o3> Vo PSPPSR

4.4 Expressédo do CD44 e da L-selectina em individuos normais ............. 63

4.5 EXpressao do CD44 Nas LLAS ..o 63



4.5.1 Expressao do CD44 e fatores prognOSstiCOS ........ceeeeeiiiiieeieeeeeeeieeeeeeiinninnns 64
4.5.2 Expressao do CD44 e classificacdo FAB, EGIL e citogenética ............... 64

4.5.3 Expressao do CD44 e avaliacdo da resposta ao tratamento de inducdo... 67

4.5.4 Expressdo do CD44 no acometimento extramedular e nas formas gg
TUMOTAIS AAS LLAS ..

4.6 Expressao daL-selectina Nas LLAS ... 70
4.6.1 Expressédo da L-selectina e fatores prognosticos das LLAS .................... 70
4.6.2 Expressdo da L-selectina e classificacdo FAB, EGIL e citogenética ....... 71
4.6.3 Expressao da L-selectina e avaliacao da resposta ao tratamento ............ 72

4.6.4 Expresséo da L-selectina no acometimento extramedular e nas formas 73
TUMOTAIS AAS LLAS e

4.7 Analise multivariada dos fatores prognosticos das LLAs estudadas... 74

B DISCUSSAD ...ttt sttt s 76
5.1 Caracteristicas clinicas, laboratoriais e fatores prognosticos das 7g

5.2 Expressodes da L-selectinae do CD44 nas LLAS .......ccoceviiieiiiiieccnine, 83
5.2.1 Expressdo do CD44 nas LLAS ... 83
5.2.2 Expressao da L-selectina nas LLAS ........cccoociiiiiiiiniiiii e, 86

5.3 Analise multivariada dos fatores progndsticos e moléculas de adeséo .... gg

B CONCLUSODES ...ttt 91
REFERENCIAS ..o e ettt 92
APENDICES ..ooooe e e e 109

ANEX O S e 115



18

1 INTRODUCAO

1.1 Moléculas de adesao

As moléculas de adesdo (MA) sdo glicoproteinas que constituem um conjunto
de receptores e contrarreceptores de membrana encarregados de mediar interacdes
célula-célula e célula-matriz extracelular (MEC) através de uma unido ligante-
receptor. Cada um desses receptores apresenta especificidade aos ligantes,
qualidade que é necessaria para sua funcdo especifica ha migracdo leucocitaria e
recirculacéo de linfécitos (DRILLENBURG e PALS, 2000).

Essas glicoproteinas membranares sao essenciais na manutencdo da
estrutura dos organismos multicelulares, facilitam a comunicacgdo intercelular e
definem a arquitetura dos 6rgdos. Embora todas as MA estejam envolvidas nas
interacOes celulares, elas também podem atuar em uma série de funcdes como a
motilidade celular, na sinalizacdo, proliferacdo e diferenciacao celular, expressao
génica e apoptose (GOODSON et al., 1999).

As MA intervém em um grande numero de processos fisiolégicos como: a
regulacdo do extravasamento de leucdcitos durante a resposta inflamatoria, entrada
seletiva dos linfécitos em 6rgéos linféides ou “homing” e na ativagdo da resposta
imune. Tais moléculas também atuam na interacdo dos progenitores
hematopoiéticos com o microambiente da medula éssea (MO) e, na interacao dos
leucdcitos e plaquetas com o endotélio vascular, mediando a adesado celular com
outras células e componentes da MEC. A expressado das MA regula a hematopoese
normal, a migracdo e func¢des das células hematopoiéticas maduras (THOMAS e
ANGLARET, 1999).

Essas moléculas estdo envolvidas em diversos processos patoldgicos: na
inflamacgéo, cicatrizacdo de feridas, choque séptico, rejeicdo de transplante,
arteriosclerose e nas neoplasias, principalmente na progressao e disseminacéo
tumoral (DRILLENBURG e PALS, 2000).

As MA pertencem a diferentes familias, como as integrinas, caderinas,
cateninas, imunoglobulinas, selectinas, e familia do CD44 (DRILLENBURG e PALS,

2000). A estrutura das moléculas de adesao € demonstrada na figura 1.
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Figura 1 — Representagcdo esquematica da estrutura das diferentes moléculas de
adesdao (WWW.nejm.org v.334, n.2, June,1996).

1.1.1 Integrinas

As integrinas sdo heterodimeros compostos por duas cadeias polipeptidicas
de membrana, denominadas a (alfa) e B (beta), que estdo associadas de forma nao
covalente. A subunidade B pode se associar a diferentes subunidades a resultando
nas varias subfamilias. O sitio de unido ao ligante ocorre nas regibes das cadeias a
e B, a interacdo receptor-ligante é dependente da presenca do Ca™ e Mg"
(HYNES, 1992).

Essas MA participam na organizagao tecidual e como receptores para outras
moléculas de adesdo. Elas sdo mediadoras na interacdo de linfocitos com uma
grande variedade de células e componentes da MEC. Atuam como moléculas
reguladoras na organizagdo do citoesqueleto e progressdao do ciclo celular.
Apresentam importantes fun¢cdes como regulacdo do extravasamento leucocitario na
inflamacé&o, no inicio da resposta imune e no trafico leucocitario em condigbes
fisiolégicas (HYNES, 1992).

Em condi¢gdes basais, as integrinas se encontram em estado inativo e
apresentam baixa afinidade a seus ligantes. Essas MA necessitam da ativacao por

outras moléculas (fatores solUveis, citoquinas) que provocam uma mudanca
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conformacional em sua estrutura, ocasionando uma maior avidez por seu ligante e
em algumas ocasifes um aumento da densidade antigénica da molécula.

Atualmente a familia das integrinas € constituida por pelo menos 22
hetodimeros a-B diferentes que constituem as diversas subfamilias. As subfamilias
B-1 (antigeno de apresentacao tardia — VLA), B-2 (integrinas leucocitarias) e -3
(citoadesinas) sdo as mais importantes.

As B-1 integrinas tém o CD29 como a parte comum da cadeia B. Essas
integrinas desempenham as funcdes de adesdo molecular sendo capazes de mediar
interacdo célula-célula e no reconhecimento dos componentes da MEC (TEROL et
al., 1998).

As B-2 integrinas tém uma parte comum da cadeia 3 (CD18) que tem uma
estrutura tipica e trés subunidades que apresenta uma associacdo nao covalente
com CD18: CD11a (LFA-1), CD11b (Mac-1, Mo-1) e CD11c (p150,95).

As B-3 integrinas ou citoadesinas sao receptores que medeiam a adesao
intercelular homotipica e a adesdo a MEC. Essas MA sdo encontradas nas
plaguetas e leucadcitos.

O gene que codifica a cadeia B esta no cromossoma 10 e o que codifica a
subunidade a esta no cromossoma 5 para VLA-1/ VLA-2 e no cromossoma 17 para
o VLA-3.

1.1.2 Caderinas

As caderinas sdo glicoproteinas transmembranares responsaveis pelo
mecanismo de adesdo célula-célula calcio-dependente, sendo importantes na
composicdo da arquitetura tecidual de todo o organismo (GOODSELL, 2002). No
tecido hematopoiético as caderinas se distribuem praticamente em todas as
linhagens leucocitarias. De acordo com sua distribuigéo tecidual as caderinas estao
divididas em varios subtipos: E-caderina ou uvomurolina, encontrada principalmente
em epitélios; P-caderina, presente na placenta e no endométrio; N-caderina, em
tecidos de origem nervosa; M-caderina, no musculo.

As caderinas estéo inseridas na membrana na forma de dimeros unidos por

+2
pontes de Ca . A regido citoplasmética das caderinas associa-se indiretamente ao

citoesqueleto por meio de um complexo de proteinas denominadas cateninas.
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Existem trés categorias de cateninas: a-catenina, [(-catenina e y-catenina. A
molécula de caderina interage diretamente com a [(-catenina ou com a y-catenina,
as quais se associam com a a-catenina (COLLARES-BUZATO, 2001).

Nos processos de progressdo tumoral, varios mecanismos moleculares
podem estar envolvidos na perda de adeséo entre as células neoplasicas: mutacdes
nos genes que codificam caderinas e cateninas; repressdo do processo de
transcricdo dos genes das caderinas e cateninas e comprometimento da interacao
molecular entre caderinas e cateninas (COLLARES-BUZATO, 2001; GOODSELL,
2002).

Essas MA sédo importantes no estabelecimento e manutencdo das juncdes
intercelulares e também na especificidade adesiva das células. Geralmente células
com poucas moléculas de caderina apresentam menor adesividade (TAKEICHI,
1991).

1.1.3 Familia das Imunoglobulinas

A familia das imunoglobulinas é constituida por um conjunto de glicoproteinas
de membrana, caracterizadas por apresentar, em sua sequéncia polipeptidica, uma
regido com um ou mais dominios estruturais das imunoglobulinas ou semelhantes a
lg (WILLIAMS e BARCLAY, 1988).

Essa familia apresenta moléculas com func¢ées e distribuicdo celular diversas.
Sua acgdo ocorre através de unides homofilicas e heterofilicas as que intervém em
uma grande quantidade de processos, COmMO na resposta imune, N0OsS mecanismos
de reconhecimento celular e embriogénese.

A maioria dessas imunoglobulinas esta relacionada na interacdo célula-célula
ou unido com antigenos e incluem moléculas que intervém na imunidade celular
como os receptores de células T, antigenos dos linfécitos B, proteinas do MHC | e I,
correceptores CD4, CD8, CD22 e CD28, receptores FC dos linfécitos e diversos
anticorpos (STREETER et al., 1988).

Alguns membros dessa familia expressos por células endoteliais estao
envolvidos na adesdo de leucocitos: molécula de adesédo intercelular (ICAM),
molécula de adesdo plaqueta-célula-endotelial (PECAM-1), adressina da mucosa
(MAdCAM-1), molécula de adesdo celular neuronal (NCAM) e neuroglial
(NgCAM) (CARLOS e HARLAN, 1994).
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As ICAMs atuam como ligantes para a integrina leucocitaria LFA-1
(CD11a/CD18) na ativacéo de células T.

A ICAM-1 ou CD54 é encontrada na superficie de células endoteliais ativadas,
células epiteliais, macrofagos, fibroblastos, células hematopoiéticas progenitoras e
linfécitos ativados. A ICAM-2 ou CD102 se expressa de forma constitutiva no
endotélio e na maioria dos leucdcitos, enquanto que a ICAM-3 ou CD50 é
encontrado nas células de origem hematopoiética (mondcitos, linfécitos e
neutrofilos).

O CD56 é expresso em uma grande variedade de células e tecidos normais,
como as células neuroectodérmicas, musculo estriado e tecidos embrionarios. Essas
moléculas também sdo expressas por células neoplasicas provenientes de tumores
do sistema nervoso central, neuroblastomas e tumor de wilms, assim como em
plasmoécitos no mieloma mudltiplo, nos linfomas de células T e nas leucemias
mieldides agudas (STREETER et al., 1988; WILLIAMS e BARCLAY, 1988).

1.1.4. Selectinas

As selectinas correspondem a um grupo de glicoproteinas transmembranares
composto de 117 a 120 aminoacidos que apresentam homologia com varias lectinas
presentes em diversas espécies de animais.

As selectinas sdo compostas de multiplos dominios, dentre eles: um dominio
de lectina tipo C aminoterminal célcio-dependente; um dominio do tipo fator de
crescimento epidermal (EGF); um numero variavel de repeticbes consensuais (2 na
L-selectina, 6 na E-selectina e 9 na P-selectina), também conhecidos como dominios
de ligacdo do complemento ou dominios reguladores do complemento; uma regido
transmembranar e uma extremidade citoplasmatica curta (MCEVER, 1995;
KANSAS, 1996: RAINER, 2002). A estrutura das selectinas € mostrada na figura 2.
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Figura 2 — Estrutura das selectinas: L — dominio da selectina tipo C
aminoterminal; E — dominio do fator de crescimento epidermal (EGF); C — repeti¢cdes

consensuais.

A E-selectina ou CD62E é expressa fundamentalmente em células
endoteliais. Pode ser estimulada por citocinas como IL-1, TNF e por
lipopolissacarideos. Tem um papel na sustentacdo de adesdo de neutréfilos e
provavelmente mondcitos ao endotélio vascular.

A P-selectina ou CD62P esta presente na superficie das plaquetas ativadas e
nas células endoteliais. O CD62P € sintetizado e armazenado em granulos
citoplasmaticos alfa das plaguetas e nos corpusculos de Weibel-Palade das células
endoteliais (BONFANTI et al., 1989).

A L-selectina ou CD62L € expressa em granuldcitos (neutrofilos, eosindfilos
e basodfilos), nos mondcitos e em muitos linfocitos T e B (CARLOS e HARLAN,
1994).

Os genes para as trés selectinas estdo localizados no braco longo
cromossomo 1 (CARLOS e HARLAN, 1994; RAINER, 2002).

As selectinas sdo mediadoras das ligacdes leucocitos as células endoteliais
nos linfonodos e auxiliam no extravasamento de leucdcitos na inflamagédo (CARLOS
e HARLAN, 1994).

O acumulo anormal dessas MA tem sido implicado em diversos estados
patolégicos como na artrite reumatéide e sindrome respiratdria aguda. As selectinas
também podem participar de desordens trombdéticas e no processo das metastases

hematogénicas de tumores malignos.
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Os ligantes das selectinas (adressinas) sdo estruturas ricas em &cido sialico
que se encontram formando parte das células hematopoiéticas. Os ligantes
conhecidos para CD62E e CD62P séo Sialil Lewis (Sle*, CD15). O CD62P também
se liga a PSGI-1 (ligante da proteina P - selectina 1) (CARLOS e HARLAN, 1994).

O desenvolvimento de analogos de ligantes de selectinas que possam
interferir in vivo parecem possuir um potencial terapéutico em varios processos
patolégicos (VARKI, 1994).

1.1.4.1 L-selectina ou CD62L

Embora originalmente descrito como receptor de alojamento de linfocito, foi
demonstrado posteriormente que a L-selectina € expressa em outros leucocitos do
sangue (CARLOS e HARLAN, 1994).

O CD62L reconhece carboidratos sialilados e fucosilados como o sialil Le* e
também ligantes de glicoproteinas como GlyCAM, MAdCAM-1 e o CD34. O antigeno
CD34 se liga a L-selectina somente nas células endoteliais de certos leitos
vasculares (CARLOS e HARLAN, 1994; VESTWEBER e BLANKS, 1999).

A L-selectina é liberada da membrana celular apés a ativacao dos leucdcitos
por citocinas, fatores quimiotaticos ou ésteres de forbol. Essa liberacdo ocorre
através de mudancas na sua conformacdo por acdo das metaloproteases
endoplasmaticas dependentes de zinco, o que as deixa susceptivel a clivagem
proteolitica (CARLOS e HARLAN, 1994).

Essa MA é capaz de transmitir sinais intracelulares, incluindo o aumento da
fosforilacdo da tirosina e a ativagdo do MAP quinase. Tais eventos devem contribuir
para a ativacao dos neutrofilos durante a adesao (WANDELL et al., 1995).

A L-selectina participa de varias interacdes leucocito-endotélio, entre elas a
ligagdo dos linfécitos as vénulas do endotélio alto (HEV) do nddulo linfatico
periférico, o rolamento dos neutrofilos e a ligacdo do leucécito ao endotélio
estimulado por citocinas in vitro (KANSAS, 1996).

Nas células B e T, a L-selectina é encontrada em todas as células virgens no
sangue ou nos tecidos, mas esta ausente em algumas células de memoaria. Durante
o desenvolvimento da célula B, a L-selectina parece ser expressa relativamente

tarde, apés o rearranjo do gene da imunoglobulina e antes das células B
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imunocompetentes virgens e maduras migrarem para fora da medula Ossea
(KANSAS, 1996).

O CD62L atua na migracdo de células T e B nos tecidos linfoides. As células
T migram com maior eficiéncia que as ceélulas B nos tecidos linfoides periféricos,
possivelmente devido a uma maior expressdo da L-selectina (50% a 70% mais
elevados) nas células T (RAINER, 2002).

O antigeno do CD62L também pode ser expresso em células mieldides e nas
células hematopoiéticas imaturas, incluindo as células formadoras de colbnias
mieldides (KANSAS, 1996). Nas células blasticas apresentam um papel na

aderéncia de leucécitos em ganglios periféricos e na luz endotélio-vascular.

1.1.5 Familiado CD44

A molécula do CD44 foi originalmente descrita por Dalchau et al. (1980),
como uma molécula humana definida pelo anticorpo monoclonal F10-44-2 (HAYNES
et al., 1989). O CD44 é uma glicoproteina de membrana de 90 a 250 kDa, sendo
conhecida sob diversas denominacgdes: receptor de alojamento de linfécitos,
(gp90HERMES), receptor Il da matriz extracelular (ECMR Ill), glicoproteina do
fagocito (Pgp-1) e receptor de hialuronato (HCAM) (GUNTHERT, 1995). Essas
glicoproteinas de membrana estdo envolvidas em mecanismos de interagao
intercelular e entre células e componentes da MEC.

As glicoproteinas do CD44 sdo moléculas de cadeia Unica, apresentando um
dominio extracelular N-terminal, uma regido préxima a membrana e uma
extremidade citoplasmatica. Essas glicoproteinas sdo membros da familia do
receptor hialuronato e possuem ligantes na MEC. O maior ligante € o hialuronato,
que € um polissacarideo extracelular encontrado em grande quantidade na matriz
extracelular de mamiferos. Outros ligantes incluem osteopontina, a serglicina,
colagenos tipo | e IV, adressinas, fibronectina e a laminina (GOODISON et al.,
1999).
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Figura 3 — Modelo da estrutura do CD44 — O diagrama da esquerda mostra 0s
quatro principais dominios do CD44 e a direita mostra a regido de insercdo dos

éxons variantes das varias isoformas (CD44v).

S&do varios os mecanismos que regulam a expressdo e funcao do CDA44.
Incluem a fosforilagdo do dominio citoplasmatico, as intera¢cdes com o citoesqueleto,
0 processamento alternativo ou “splicing”, a disponibilidade do ligante e o
desligamento da molécula da superficie celular (BORLAND et al., 1998).

O CD 44 é uma molécula de adesédo multifuncional com ampla distribuicdo
tecidual. Est4 expressa em varias células incluindo linfocitos B e T e relacionada a
adesd@o destas células ao endotélio vascular e as diversas proteinas da matriz
extracelular (HAYNES, 1989; NAOR et al., 1997).

O CD 44 apresenta fungbes importantes na hematopoese, nos processos de
progressao tumoral e metastases, assim como na linfopoiese, ativacao, migracao e
recirculagédo linfocitaria (HUET et al., 1989; NAOR et al., 1997).

O CD 44 é codificado por um gene localizado no brago curto do cromossomo
11 em humanos. Possui multiplas isoformas geradas por processamento alternativo
do RNA mensageiro. O gene possui 20 éxons, 10 dos quais sao expressos pela
isoforma padrdo humana ou hematopoiética (CD44) encontrada em maior
quantidade nas células hematopoiéticas. As outras isoformas sdo geradas pela
insercdo de éxons alternativos (éxons 6 a 15) e podem ser encontradas em varios
tecidos, sendo mais comuns em células endoteliais, células epiteliais, linfocitos T
ativados e células tumorais (CICHY e PURE, 2003).
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O antigeno do CD44 possui fungBes variadas dependendo da estrutura
extracelular da proteina produzida pelas suas isoformas. O principal papel fisiolégico
dessa MA é manter a estrutura tecidual via adesdo matriz-célula e célula-célula.
Algumas isoformas variantes podem mediar a ativacdo e o alojamento do linfocito, a
ligacdo dos linfocitos nas vénulas do endotélio alto, assim como a apresentacdo de
fatores quimicos e hormonais (GOODISON et al., 1999).

As isoformas do CD44 também sdo expressas em células normais,
particularmente quando essas células estdo ativadas ou em proliferacdo. Algumas
dessas isoformas aparecem durante a maturacdo normal de células do sistema
imune. A expressdo aumentada de isoformas do CD44 pode predispor as células
na aquisicdo de certas propriedades malignas. Tem sido demonstrado que a
ligacdo do CD44 ao hialuronato das células tumorais poderiam protegé-las da
apoptose.

A expressdo das multiplas isoformas do CD44 e o resultante perfil de ligacédo
ao acido hialurénico pode influenciar o crescimento tumoral e o desenvolvimento de
metastases. Linhagens de células tumorais com concentracdes elevadas da
proteina do CD44 foram capazes de formar tumores mais agressivos em animais
(GOODISON et al., 1999).

As familias das MA, seus ligantes e a distribuicdo celular estdo resumidas na
tabeta 1.

Tabela 1 — Familias das Moléculas de adesao: ligantes e distribuicao celular.

Familias MA Ligantes Distribuic&o celular
Integrinas
Subfamilia B1(VLA1-6) Colageno, laminina, Linfo B/T, plaquetas, mondcitos
Subfamilia 2 VCAM -1, fibronectina Leucdcitos
Subfamilia 33 ICAM -1,2,3 Plaquetas

Fibrinogénio, FvW
Caderinas a, B e y-Cateninas Leucdcitos
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Tabela 1 (Cont.) — Familias das Moléculas de adesdo: ligantes e distribuicdo

celular.

Familias MA

Ligantes

Distribui¢&o celular

Imunoglobulinas
CD2

CD31 (PECAM-1)
CD50 (ICAM-3)
CD54 (ICAM-1)
CD56 (NCAM)
CD102 (ICAM-2)
CD106 (VCAM-1)
Selectinas
Selectina-L (CD62L)
Selectina-E (CD62E)
Selectina-P (CD62P)
Familia do CD44

CD58 (LFA-3), CD59
PECAM-1, aVps
LFA-1

LFA-1

LFA-1 (CD11a/CD18)
VLA -4

GlyCAM-1, CD34, MadCAM-1
sLe* adressinas

sLe” sializado+ proteina
Acido hialurénico,

fibronectina, colageno

Células T, NK

Linfo B, Granuldcitos, mondcitos
Leucocitos

Células endoteliais ativadas
Células NK

Linfécitos e mondcitos

Células endoteliais ativadas

Leucdcitos
Célula endotelial
Célula endotelial, plaguetas

Granulécitos, linfécitosBe T

1.2 Moléculas de adesédo e hematopoese normal

A hematopoese € um sistema altamente organizado responsavel pela
producdo das células sanguineas. A interacdo célula-célula e célula - MEC através
das MA tem um papel importante na hematopoese.

A hematopoiese normal ocorre na MO sob a influéncia do microambiente
medular que produz mais de 40 diferentes fatores de crescimento, citocinas e
guimiocinas que interagem com as células hematopoéticas progenitoras através das
MA.

Os precursores celulares, MEC e interagbes com células endoteliais
determinam a manutencdo ou liberagdo das células hematopoéticas do
microambiente da medula 6ssea para o sangue periférico. Consequentemente,
mudancas na afinidade ou quantidade de moléculas de adesdo expressas no
estroma medular ou nas células precursoras durante o desenvolvimento normal ou
durante os processos malignos afetam a migracdo e a adeséo celular (THOMAS e

ANGLARET, 1999).
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A menor expressdo das MA nas células do estroma medular poderia ser um
dos fatores responsaveis pela liberagdo dos blastos da MO para a corrente
sanguinea resultando na infiltracdo do baco, figado, linfonodos, mediastino e outros
tecidos do corpo. Outros fatores como a constituicdo do estroma, também podem
modificar a migracéo celular (THOMAS e ANGLARET, 1999).

Mais de 20 diferentes MA ou proteinas com func¢des adesivas tém sido
identificadas nas células hematopoéticas como as integrinas, selectinas, CD44,
imunoglobulinas e citocinas (PAPAYANNOPOULOU e CRADDOCK, 1997).

As B1 e B2-integrinas séo responsaveis pela interacdo célula-célula e célula e
componentes da MEC como a fibronectina, colageno, laminina e trombospondina ou
MA expressas na superficie celular incluindo as ICAMs e VCAM-1 (VERFAILLIE e
POSPER, 2001).

Estudos tém mostrado que a interagdo entre a B1l-integrina e seus ligantes
(VCAM-1 e fibronectina) e da B2-integrina com seus ligantes ICAM-1 e ICAM-2
participam da mobilizacdo de células progenitoras para o0 sangue periférico
(VERFAILLIE e POSPER, 2001).

O CD44 é expresso em todas as células hematopoiéticas e participa na
adesdo célula hematopoiética-MEC em cooperacdo com as Pl-integrinas
(VERFAILLIE e POSPER, 2001).

O CD44 é um receptor também produzido pelas células tumorais que contém
sulfato de condroitina em sua estrutura molecular, podendo se ligar a fibronectina,
colageno tipo | e a laminina. Essa MA pode contribuir em eventos como migragao e
proliferacdo celular, adesao celular, inducdo da diferenciacdo hematopoiética e
interacbes com sinais de ativacdo celular (LESLEY et al., 1993).

Na linfopoiese B normal a expresséo do CD 44 ocorre em todas as fases de
diferenciacéo celular aumentando sua intensidade a mediada que as células passam
do estagio pré-B para B, porém a expressdo maxima ocorre apos a ativacao das
células B.

Em relacdo a linfopoiese dos linfocitos T a expressdo do CD 44 ocorre
praticamente em toda a sua fase de ontogenia, os niveis dessa molécula variam de
acordo com a maturacdo e estagio funcional dos linfocitos. Niveis elevados de CD
44 na sua superficie sdo caracteristicos da ativagdo da célula T apds o encontro com
0 respectivo antigeno.
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1.3 Leucemias linfoides agudas

As leucemias resultam da expansao clonal de uma célula tronco pluripotente
que adquiriu uma seérie progressiva de alteracbes genéticas, as quais se
acumularam em um Uunico clone celular. As células transformadas apresentam
vantagem proliferativa em relacdo as demais células que alteraram seu processo de
diferenciacdo normal e apoptose (GREAVES, 2000).

As leucemias agudas constituem o tipo de neoplasias mais comuns na
crianga, correspondem cerca de 30% de todas as doencas malignas em pacientes
com menos de 15 anos de idade (BATHIA, 2003).

A leucemia linféide aguda (LLA) € a mais frequente em criancas e
representa 75% a 80% dos casos. Apresenta frequéncia quatro vezes maior que a
leucemia mieldide aguda (LMA). A incidéncia da LLA é de 3 a 4 casos/100.000
criangas abaixo de 15 anos de idade, com pico entre dois a cinco anos de idade.
Observa-se uma ligeira predominancia em criancas do sexo masculino (1,3M:1F),
essa diferenca se torna maior na puberdade (BATHIA, 2003).

Essa doenca é heterogénea, apresenta subtipos que diferem nas
caracteristicas celulares e moleculares, assim como em sua resposta ao tratamento
e no risco de recaida (PUl e EVANS, 1998; PUI et al., 2001).

1.3.1 Etiologia

Embora os avancos da biologia molecular e imunologia tenham contribuido
para o melhor entendimento da transformacdo maligna das células hematopoiéticas,
a etiologia das leucemias ainda permanece obscura. Na etiopatogenia parecem
estar envolvidos e associados 0s mecanismos genéticos, ambientais e infecciosos.

Muitos fatores de risco sao relatados na patogénese das LLAs: radiacao
ionizante; exposicdo a substancias quimicas como o benzeno, metais pesados e
pesticidas; agentes alquilantes; inibidores da topoisomerase Il e infec¢des virais.

A radiacdo ionizante é um dos poucos fatores de risco ambientais com
relacdo causal com as leucemias em criancas (BELSON et al., 2007). Seu efeito
pode ocorrer antes da concepcao, durante a gestacdo ou no puerpério. A magnitude
do risco depende da dose, duracao da exposi¢cédo e da idade da crianca no tempo da

exposicdo. Os individuos expostos a explosdo da bomba atdmica de Hiroshima e
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Nagasaki apresentaram um risco vinte vezes maior de desenvolver leucemias que a
populacao em geral (MAHONEY et al., 2004).

O papel das infeccdes virais na patogénese das leucemias agudas tem sido
intensivamente investigado. Algumas observacfes tém contribuido para confirmar
essas evidéncias: o sistema imune da crianca esta em desenvolvimento e talvez
mais vulneravel aos efeitos oncogénicos de alguns virus e a associacao do virus
HTLV com leucemias de células T do adulto e do virus EBV com linfomas de Burkitt
e Doenca de Hodgkin (GREAVES, 1993).

A ocorréncia de leucemias em criangcas pode ser o resultado da interagéo
entre a heranca genética e exposicbes ambientais (BELSON et al.,, 2007). A
importancia de eventos genéticos na vida uterina foi estudada utilizando
concordancia entre gémeos com leucemia (GREAVES et al., 2003). Esses estudos
sugerem que o0s clones pré-leucémicos gerados em alta frequéncia intralteros e a
exposicdo a certos agentes ambientais poderiam desencadear alteracdes genéticas
espontaneas levando a fenotipos leucémicos (ISAACS, 2003).

Existe um grande numero de alteracdes genéticas associadas as leucemias.
Pacientes com doencgas genéticas com maior instabilidade cromossémica como a
Sindrome de Down, Anemia de Fanconi e a Sindrome de Bloom apresentam um
risco de desenvolverem leucemias de 1:95, 1.8 e 1:12, respectivamente. Outras
doencas genéticas como a Sindrome de Li-Fraumeni, Monossomia do 7, Doenca de
Kostmann e as imunodeficiéncias primarias (Sindrome de Wiscott-Aldrich,
hipogamaglobulinemia congénita) apresentam uma predisposicdo maior para

desenvolver leucemias (ROSS et al., 1994).

1.3. 2 Classificacao

As LLAs sao classificadas com base em critérios morfolégicos, imunologicos,
citogenéticos e moleculares.
1.3.2.1 Classificacdo morfoldgica

A primeira classificagdo foi proposta pelo grupo Franco-Americano-Britanico
(FAB) em 1976. Utilizaram-se critérios morfolégicos e foram definidos trés subtipos
de LLA (BENNETT, 1976).

O subtipo L1 é caracterizado por células blasticas pequenas, com alta relacéo
nucleo-citoplasma, ocorre em 76% a 89% das criangas. O subtipo L2 é

caracterizado por células blasticas maiores, com baixa relacdo nucleo-citoplasma e
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nucléolos proeminentes, ocorre em 14% a 22% das criangas. Os subtipos L1 e L2
podem envolver linfécitos B ou T.

O subtipo L3 caracteriza-se por apresentar ceélulas blasticas grandes,
citoplasma basofilo com vacuolos proeminentes e nucléolos mdultiplos. Esta
associado com LLA de células-B maduras, as quais expressam imunoglobulinas de
superficie (1gS). A LLA-L3 n&o responde aos protocolos utilizados para os subtipos
L1 e L2, requer tratamento mais intenso e com menor duracdo, semelhante ao
usado para o linfoma de Burkitt.

A classificacdo FAB néo reflete a diversidade biolégica das LLAs.
Os blastos leucémicos ndo apresentam caracteristicas citomorfologicas especificas.
O prognéstico nos diferentes subtipos permanece obscuro. Embora historicamente a
classificacdo FAB tenha sido amplamente utilizada, atualmente seu uso clinico é
discutido e pouco utilizado (PUI e EVANS, 1998).

1.3.2.2 Classificacdo imunofenotipica

As LLAs sao classificadas imunologicamente de acordo com sua origem e
estagio de maturacdo ou diferenciacdo celular. O estudo imunoldgico das células
blasticas pode ser realizado por citometria de fluxo. Esse método baseia-se na
expressao de reatividade de um painel de anticorpos monoclonais associados.

Em 1995, o Grupo Europeu para Caracterizacdo Imunoldgica das Leucemias
(EGIL) propds uma classificacdo imunoldgica, na qual as LLAs foram divididas em
LLA de linhagem B e T e subdivididas em estagios de diferenciacdo (I a IV; tabelas
2). Esse grupo também definiu os critérios e sistemas de escores para a

caracterizacdo das leucemias bifenotipicas (tabelas 3).

Tabela 2 - Classificagdo Imunologica das LLAs pelo Grupo EGIL.

Linhagem B Marcadores Linhagem T Marcadores

Bl (Pr6-B) HLA-DR,Tdt,CD19, CD22, T1 (Pr6-B) CD7,CD3cit +
CD79a +, CD10(-)

B Il (Bcomum) |CD19, CD22,CD79a +, TII (Pré-T) CD2,CD5,CD8 +
CD10 +

B 11l (Pré-B) CD19, CD21, CD22, CD79a | T Il (T cortical) CDla +
+, CD10 +, IgCit +

B IV (B madura) | CD21, CD22, CD79a +1gS + | T IV (T madura) CD3m+
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Com a finalidade de superar as limitagbes da classificacdo FAB, em 2000, a
Organizacdo Mundial de Saude, em conjunto com a Sociedade Americana de
Hematologia e a Associacdo Européia de Hematologia, publicou uma nova
classificacdo para neoplasias do sistema hematopoiético e linféide. Essa
classificacdo considera as caracteristicas morfoldgicas, imunofenotipicas, genéticas
e moleculares dos blastos e define as leucemias em subtipos de acordo com a
linhagem linféide (B e T) e mieldide, incluindo as bifenotipicas (BENNETT, 2000).

-LLA de linhagem B (LLA-B)

Ocorre em 80% dos casos das LLAs. Essas leucemias podem ser
identificadas pela expressao dos antigenos HLA-DR, CD19 e pelo menos um destes
antigenos de linhagem B: CD20, CD21, CD22, CD24 ou CD79a. O CD10 € expresso
em torno de 90% da LLA-B, sua presenca esta associada a um melhor prognéstico

Na LLA-B ha quatro subclasses de relevancia clinica: pré-B, comum (Calla+),
pré-B e leucemia B madura que correspondem na classificacdo EGIL os tipos BI, Bll,
Blll e BIV, respectivamente (Tabela 2) (BENE et al.,1995).

A LLA pr6-B representa 5% dos casos. Os blastos expressam HLA-DR, CD19,
Tdt e CD22¢, porém ndo apresentam imunoglobulina citoplasmética (Igcij) ou de
superficie (IgS). O CD10 é negativo. O imunofendtipo pro-B é mais encontrado nas
leucemias de lactentes. Apresenta associagdo com a translocacdo t(4;11) e um
prognaostico bastante reservado.

A LLA comum representa 65% dos casos nas criangas. Seus blastos, além
de expressarem os antigenos da LLA pro-B, expressam também o CD10. N&o
apresenta Igcj: ou IgS. Nesse tipo de LLA observa-se uma maior incidéncia entre 2 a
5 anos de idade, com leve predominio do sexo masculino e uma baixa contagem de
leucécitos ao diagndstico (< 20.000/mm?®). Apresenta uma associacdo significativa
com hiperdiploidia e a presenca do rearranjo TEL-AML1 que s&o fatores de bom
prognostico nas LLAs em criancas.

A LLA pré B (EGIL BIll) apresenta Igcij.. Representa 25% dos casos de LLA
em criancas (PUI et al., 1993) e pode estar associada com a t(1;19)(g23;p13).
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A LLA de células B maduras (EGIL IV ou FAB L3) caracteriza-se pela
expressao IgS e translocacdo do gene C-myc. Representa 1 a 2% dos casos em
criangas e é considerada de prognostico ruim (COPELAN e MCGUIRE, 1995).

-LLA de Linhagem T (LLA-T)

Na LLA-T as células leucémicas estdo associadas aos antigenos CD3¢j;, com
CD7, CD2 elou CD5. De acordo com o estagio de diferenciacdo foram
subclassificadas pelo grupo EGIL em LLA pro-T (T 1), LLA pré-T (T II), LLA -T cortical
(T 1l1) e LLA-T madura (T IV), conforme demonstrado na tabela 2 (PUI et al., 1993).

A LLA-T ocorre em 10% a 15% dos casos e apresenta comportamento
biolégico e manifestacdes clinicas diferentes da LLA-B. Predomina no sexo
masculino. Geralmente esta associada a fatores progndsticos de alto risco: idade
acima de 9 anos, leucécitos acima de 100.000/mm?, massa mediastinal em metade
dos casos e maior infiltragdo de SNC (UCKUN et al., 2001).

A expressdao de CD10 ocorre em 30 a 40% dos casos de LLA-T. Tal
expressao associa-se a um melhor prognéstico quando comparado aos casos CD10
negativo (PUI et al., 1993).

Anormalidades citogenéticas encontradas na LLA-B como a hiperdiploidia s&o
raras nas LLA-T. As mutacdes NOTCH1 ocorrem em aproximadamente 50% dos

casos e parecem estar associadas a um melhor prognéstico (ZHU et al., 2006).

- Leucemias linféides com marcadores mieldides e bifenotipicas

Nas criancas com LLA, 5% a 22% dos linfoblastos expressam antigenos de
linhagem mieléide: CD13, CD33 ou CD65 (CAMITTA et al., 1997).

Véarios estudos tém descrito piores resultados nos casos de LLA com
expressdo dos antigenos mieléides (WIERSMA et al., 1991), porém em muitos
trabalhos essa expressdo nao foi um fator prognéstico ruim (PUI, 1993).

As leucemias bifenotipicas sdo caracterizadas pela presengca de uma Unica
populacdo de blastos que coexpressam varios antigenos especificos de mais de
uma linhagem. Nessas leucemias 60% a 70% apresentam blastos com expressam

de marcadores de linhagem B e mieldides e 20% a 30% apresentam blastos com
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expressam de marcadores linféides T e mieldides. (KILLICK et al.,1999). Muito
raramente existe a expressdo simultanea mieldide, linféide B e T (RUBIO et al.,
2003). Ocorrem em 3% a 5% das leucemias em criancas e apresentam alta
incidéncia do cromossomo Phl e da translocacdo11g23 (KILLICK et al.,1999).

Essas leucemias devem ser diferenciadas das LLAs e LMAs que apresentam
expressdo antigénica anémala com marcadores aberrantes. A distingdo é baseada
em sistemas de pontuacdes proposto pelo Grupo EGIL, apresentados na Tabela 3
(BENE et al., 1995).

Tabela 3 - Sistema de pontuacdo proposto pelo grupo EGIL para as leucemias
bifenotipicas.

Pontuacéao linféide B linféide T mieldide
2,0 * CD79a cit CD3 (sup/cit) MPO
IgM cit, CD22 cit anti-TCR
1,0 CD19, CD20 CD2, CD5 CD117, CD13
CD10 CD8, CD10 CD33, CD65
0.5 TdT, CD24 TdT, CD7 CD14, CD15
CD1la CD64

* CD79a pode ser expresso em alguns casos de LLA T.

1.3.2.3 Classificacdo citogenética e molecular

O reconhecimento das anormalidades citogenéticas tem contribuido de
forma importante para o entendimento da patogénese e do prognéstico da LLA (PUI,
1998).

Aproximadamente 80% a 90% dos pacientes apresentam alteracoes
cromossbmicas numéricas (ploidias) ou estruturais (inversbes, delecdes e
translocacgdes).

Nas células blasticas pode haver perda ou ganho de cromossomos que
resulta em hipodiploidia ou hiperdiploidia, respectivamente. Pacientes com blastos
hiperdipléides (com mais de 50 cromossomos ou IDNA maior que 1,16) s&o
considerados de baixo risco para recaida e apresentam excelente prognastico.

Algumas transloca¢des cromossomicas como a t (9,22), t (4,11) e t (1,19)

estdo associadas as altas taxas de faléncia terapéutica e recaidas precoces.



36

1.3.3 Manifestacdes Clinicas

As manifestacdes clinicas das leucemias agudas sdo explicadas pela
fisiopatologia da doenca. Elas decorrem basicamente de dois processos: a inibicdo
da hematopoese pelas células leucémicas e os efeitos da infiltracdo leucémica de
diversos 6rgaos e sistemas (VIANA, 1996).

As leucemias sdo doencas primarias da medula 6ssea e sangue periférico,
porém qualquer 6rgéo pode ser infiltrado por células blasticas como o figado, baco,
linfonodos, 0sso0s, rins pulmdes, SNC, testiculos, ovarios, retina e pele. A frequéncia
e a intensidade da infiltracdo destes O6rgdos variam entre o0s pacientes e
provavelmente estéo relacionadas as moléculas de adesdo das células leucémicas
(THOMAS E ANGLARET, 1999).

As manifestacbes clinicas sdo muito varidveis. Os sintomas iniciais
geralmente sdo inespecificos: anorexia, adinamia, letargia e palidez e podem durar
dias a meses. A febre € um achado comum e pode ser decorrente de processo
infeccioso ou resultante da producdo de citocinas pelas células normais ou
leucémicas (RIBEIRO, 2001).

A hepatomegalia e/ou esplenomegalia estdo presentes ao diagndstico em
cerca de 50% dos pacientes e geralmente ndo acarretam disturbios fisiolégicos. A
adenomegalia também é um achado comum, ocorre em 30% a 50% dos casos. O
aumento dos linfonodos é geralmente indolor e sem sinais flogisticos locais. O
figado, baco, mediastino e linfonodos sdo os principais locais de doenca
extramedular.

A infiltracdo renal esta presente em muitos casos, entretanto, manifestacdes
clinicas que expressem esse fenbmeno sdo pouco frequentes. Ocorrem
principalmente em LLA-T e LLA-B madura (SILVERMAN, 2003).

O acometimento precoce do SNC tem implicacbes progndsticas e
terapéuticas importantes. Pode ser encontrado ao diagnostico em 5% a 10% dos
pacientes.

O envolvimento testicular clinicamente detectavel € incomum nos casos
recém-diagnosticados. Ocorre aproximadamente em 1% a 2% dos meninos e
caracteriza-se pelo aumento testicular indolor, uni ou bilateral (SILVERMAN, 2003).

A presenca de massa mediastinal ocorre em 5% das leucemias agudas,
porém na LLA-T ocorre em 50% a 60% dos casos.
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O comprometimento osteoarticular ocorre em 25% a 40% dos casos e
manifesta-se por dores Osseas e artralgias. As dores sdo causadas por infiltracéo
leucémica do periésteo ou das articulacdes, infarto 6sseo ou por expansao da

cavidade medular decorrente da presenca de blastos (SILVERMAN, 2003).

1.3.4 Dados Laboratoriais

O diagnéstico das leucemias é sugerido pela presenca de células blasticas no
esfregaco do sangue periférico (SP) e confirmado pela MO. A infiltracdo da MO por
blastos acarreta a diminuicdo da producdo de hemécias, granulécitos e plaquetas,
causando na grande maioria dos casos anemia, leucopenia e plaguetopenia no SP.

A contagem de leucdcitos ao diagnéstico pode estar diminuida, normal ou
aumentada. A hiperleucocitose (leucécitos superior a 100.000/mm?®) pode ser
observada em 5% a 20% dos pacientes e estd associada a alto indice de
mortalidade precoce, geralmente decorrente da faléncia respiratéria ou hemorragia
intracraniana secundarias a leucostase (KELLY e LANGE, 1997).

A contagem de plaguetas encontra-se geralmente diminuida, embora, em
20% dos casos a contagem possa estar acima de 100.000/mm?.

Nos casos com infiltracdo de SNC, o exame do liquor mostra pleocitose e
blastos no exame citolégico.

1.3.5 Tratamento

Ha mais de 25 anos a quimioterapia combinada constitui o eixo principal de
tratamento da LLA. A maioria dos regimes terapéuticos modernos, inclusive o
Protocolo do Grupo Brasileiro para o tratamento das leucemias na infancia (GBTLI)
tem duracéo total de 2 a 3 anos. Compreende uma fase de inducdo da remisséo,
seguida das fases de consolidagéo (intensificacdo) e de manutencéo associadas a
profilaxia do SNC (BRANDALISE, 1993; CHESSELS, 2000).

O principal objetivo do tratamento de inducdo é induzir a remissdo completa,
ou seja, atingir menos de 5% de blastos na MO, restaurar a hematopoese normal
com desaparecimento de toda a sintomatologia clinica associada. Essa fase
geralmente € composta de trés drogas: corticéide, vincristina e L-asparaginase
associadas ou nao a daunoblastina (PUl e CAMPANA, 2001).
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Logo apos, inicia-se a fase de consolidagéo, cujo objetivo € reduzir a doenca
residual minima e ajustar a intensidade do tratamento, conforme a estratificagcéo do
risco de recidiva (PUl e CAMPANA, 2001).

A radioterapia de SNC é indicada a pacientes com envolvimento de SNC. A
dltima fase é a terapia de manutencdo, cujo objetivo € a erradicacdo de células
leucémicas residuais. Nessa fase, a quimioterapia € menos intensiva e tem como
base o0 uso continuo ou intermitente da 6-mercaptopurina, acompanhada de doses
semanais de metotrexate e pulsos adicionais de vincristina e dexametasona
(BRANDALISE, 2007; CONTER et al., 2007).

A taxa de remissdo completa esperada é de 95% a 96%. A duracdo da
remissao e o potencial de cura estdo correlacionados aos fatores progndsticos. A
resposta clinica incompleta ap6s a fase de inducéo indica mau progndéstico, com
altos riscos de falha terapéutica (PUI, 1998).

Pacientes com baixo risco para recaida, com progndstico favoravel, recebem
terapia convencional e aqueles de alto risco e progndstico desfavoravel recebem
terapia intensificada, alguns com indicacdo de transplante de células
hematopoiéticas ( CHESSELS, 2000; RIBEIRO e PUI,1993).

O TMO é usualmente indicado para pacientes com alteracdes genéticas

desfavoraveis, Phl +, t(4;11) e t(1,19); pacientes que ndo alcancaram a remissao

apos a primeira fase de inducdo e para aqueles com recidiva hematolégica precoce
(LOCATELLI et al., 2002).

1.3.6 Prognoéstico

Nas ultimas décadas, o uso de terapias adequadas ao risco de recaida
revolucionou o tratamento da LLA. A doenca vem atingindo altos indices de cura.
Em paises desenvolvidos, a chance de cura alcanca 75% a 80% para 0s pacientes
de risco basico para recaida e aproximadamente 70% para os pacientes de alto risco
(PUI et al.,2006).

No Brasil, os pacientes tratados com o Protocolo GBTLI-93 apresentaram
uma remisséo no final da indugdo de 95%, superponiveis aos dados da literatura. A
sobrevida global em seis anos para o risco basico foi de 73% e para os pacientes de
AR foi de 59% (Protocolo GBTLI, 1993).
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O uso mais racional de drogas quimioterapicas, o melhor suporte clinico,
transfusional e cuidados intensivos ajudaram a melhorar as chances de cura e
sobrevida nas leucemias, no entanto, a morte relacionada ao tratamento ainda
continua um problema. Infelizmente 1% a 3% dos pacientes morrem de

complicac@es relacionadas ao tratamento (SILVERMAN et al., 2003).

1.4 Fatores prognésticos

Fatores progndsticos sdo dados ou parametros relacionados a doenca ou ao
paciente que individualmente ou em conjunto expressam a probabilidade do
paciente em conseguir manter a remissdo e alcangar a cura (RIBEIRO e PUI,
1993).

Os fatores prognoésticos podem ser de natureza clinica, laboratorial e
constitucional (genéticos). Fatores progndésticos pré-tratamento identificam os

pacientes com LLA com maior ou menor chance de cura.

Uma série de fatores clinico-biolégicos tem sido utilizada para estratificacdo
de grupos de risco e para a escolha de terapias individualizadas que reduzam o
risco de recaida da doenca. Dentre eles estdo a idade, a leucometria ao diagnéstico
e a contagem de blastos, envolvimento do SNC, o imunofenétipo e alteracdes
citogenéticas numéricas e estruturais detectadas ao diagndstico (Tabela 4). Esses
achados sdo mais importantes na LLA de linhagem B que na LLA -T (RIBEIRO e
PUI, 1993).

Tabela 4 - Fatores prognosticos nas LLASs.

Favoravel Desfavoravel

Idade 1-9 anos <1 ano e >9 anos
Sexo Feminino Masculino
Leucometria < 50.000/mm? > 50.000/mm?
Imunofendtipo LLA comum Pr6-B, B-madura, LLA-T
Citogenética (IDNA) IDNA >1,16 IDNA <1,0

Hiperdiploidia Hipodiploidia
Genética molecular TEL/MLL-1 t(9;22) BCR/ABL
(translocacdes) t(4;11) MLL/AF4
Infiltracdo SNC SNC-1 SNC-3
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Resposta precoce ao Blastos < 1.000/mm? Blastos > 1.000/mm?
tratamento - SP D8/D14
Resposta precoce ao MO=M1 MO=M3

tratamento - MO D7/D14

Remisséo pos-inducgédo MO=M1 MO=M2 ou M3

Adaptacédo de Schrappe, 2003. Indian Journal of Pediatrics.

Nas leucemias a associacdo desses fatores permite a estratificacdo em

grupos de risco para recaida: baixo risco, risco padrédo e alto risco.

Pacientes com baixo risco para recaida e risco padrdo apresentam taxa de
cura de 80% e os pacientes de alto risco menos de 50%. Apesar dos bons
resultados com os protocolos atuais, cerca de 5% dos pacientes apresentam
dificuldades para alcancar a remissao e 20% a 30% dos pacientes recaem.

A falta de especificidade de alguns fatores prognésticos conhecidos tem
estimulado a se pesquisar fatores mais relevantes. O regime terapéutico empregado
surge como um importante fator progndstico. A resposta precoce a terapia de

inducao é apontada como uma variavel independente, assim como a
doenca residual minima (DRM).

A pesquisa da DRM pode ser realizada por citometria de fluxo ou por
métodos moleculares. Esses métodos apresentam alta sensibilidade e
especificidade. A DRM é um dos fatores mais relevantes e precisos para determinar
a resposta ao tratamento e identificar pacientes com maior risco para recaida
(DWORZAK et al., 2002).

A identificacdo de novos marcadores genéticos relacionados ao metabolismo
das drogas, bem como o entendimento do mecanismo de resisténcia a
quimioterapia s&o fatores promissores para se determinar um tratamento com
menor toxicidade, maior eficacia e menor risco de recaida nas LLA-B e T derivadas
(SCHRAPPE, 2003).

1.4.1 Idade

A idade ao diagnostico € considerada um fator prognostico independente,
reflete as diferentes biologias da LLA nos diversos grupos etarios (MORICKE et al.,
2005).
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Atualmente, a maioria dos protocolos nacionais e internacionais utiliza os
critérios do Nacional Cancer Institute (NCI) que estratificam as LLAs quanto a faixa
etaria em lactentes, criancas entre um e nove anos e maiores de nove anos.

Criancas entre um e nove anos apresentam uma melhor sobrevida e bom
progndstico, portanto considerados de baixo risco para recaida quanto a idade.

Lactentes menores de um ano, criangas acima de nove anos e adolescentes
sao considerados de alto risco pela idade e apresentam piores prognosticos (PUI e
EVANS, 1998).

Os adolescentes entre 15 e 21 anos tém taxas de cura e sobrevida menores

gue as criancas, porém melhores que adultos.

1.4.2 Sexo

O sexo tem sido reconhecido de longo tempo como um fator progndstico
significante na LLA, meninas apresentam melhor resposta ao tratamento de inducao
guando comparados aos meninos (PUI et al., 1999; SHUSTER, 1998). Meninos com
LLA apresentam uma maior prevaléncia de fatores progndsticos negativos como
idade avancada, alta leucometria, imunofenétipo T, envolvimento do SNC e LLA phl
positiva (CHRIST et al., 1986).

O melhor prognostico em meninas pode ser explicado pela ocorréncia de
recaidas testiculares e maior risco de recidivas medulares nos meninos
(CHESSELLS et al., 1995; PUI et al., 1999).

Em protocolos americanos e ingleses, o sexo tem influenciado na
estratificacdo do tratamento, meninos com alto risco sé&o tratados com 3 anos de
terapia de manutencdo enquanto meninas com 2 anos (CHESSELS, 1995;
NACHMAN et al., 1998).

1.4.3 Leucometria ao diagnostico

O valor prognéstico da contagem de leucécitos ao diagndstico € evidenciado
em todos os estudos de LLA.
Segundo o Consenso Internacional, publicado em 1996, pacientes com LLA

de linhagem B e leucometria acima de 50.000/mm? séo classificados como alto risco
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(AR), apresentam um maior risco para a falha de tratamento, portanto, devem
receber tratamento mais intensivo (SMITH et al., 1996).
Criancas com alta contagem de leucécitos ao diagnostico apresentam uma

doenca de evolucéo rapida com alta taxa de proliferacdo das células blasticas.

1.4.4 Leucemias com grandes massas tumorais (tumor burden)

Pacientes com achados linfomatosos apresentam massa mediastinal,
esplenomegalias, linfadenopatias resultando em grandes massas tumorais. Esses
achados estéo relacionados a maior risco de recaida e sdo mais frequentemente
encontrados na LLA - T (STEINHERZ et al., 1998).

No estudo do CCG-123 com leucemias linfomatosas, 65% das criancas
apresentavam LLA-T (STEINHERZ et al., 1998).

1.4.5 Niveis de desidrogenase lactica (LDH)

A LDH é uma enzima ligada a piridina encontrada em todos os tecidos
animais, funciona primariamente no metabolismo da glicose. Esta elevada em
diversas neoplasias e reflete a grande producéao e liberacdo dessa enzima pelas
células malignas.

A atividade da LDH encontra-se elevada na maioria dos pacientes com LLA,
pode esta relacionada a contagem inicial de leucécitos e a carga tumoral (SUAREZ e
MILLER, 1984).

Os pacientes que apresentam niveis de LDH mais elevados tém maior chance
de recidiva precoce ou ndo resposta a terapéutica inicial, enquanto que aqueles com

niveis menores tém menor risco de recidiva (PUI et al.,1985).

1.4.6 Infiltracdo SNC

A infiltracdo de SNC ao diagnostico ainda tem importancia prognostica na
LLA, porém seu valor prognéstico tem diminuido com o emprego da quimioterapia
intratecal (MTX it ou tripla terapia com MTX, citarabina e dexametasona) e
qguimioterapia sistémica com MTX em altas (SMITH et al., 1996).

Criancas que apresentam infiltracdo de SNC ao diagndstico apresentam alto
risco para recaida e falha terapéutica, portanto devem ser tratadas com protocolos

mais intensivos.



43

1.4.7 Citogenética e biologia molecular

A andlise citogenética fornece informacdes importantes quanto ao progndstico
e é utilizada para categorizacdo dos grupos de risco.

Alteracbes citogenéticas numéricas ou estruturais podem ser evidenciadas
pela analise do cari6tipo ou através da medida do conteddo de DNA por citometria
de fluxo.

A hiperdiploidia € um importante fator prognostico. Essa alteracdo esta
associada a um bom progndstico e geralmente os pacientes apresentam fatores
prognésticos favoraveis como a idade entre 1 e 9 anos, baixa contagem leucocitaria
(MORICKE et al., 2005). Ocorre em 20% a 25% da LLA de linhagem B e muito
raramente na LLA-T (JACKSON et al.,1990; LOOK et al., 1985).

A hipodiploidia ocorre em cerca de 1% das criancas com LLA. Esta associada
a alto risco de recaida e um prognéstico ruim (HEEREMA et al., 1999). As
translocagdes cromossdmicas recorrentes podem ser detectadas na maioria dos
pacientes com LLA e tem sido descrito associacdo das translocacdes com o
progndstico e resposta ao tratamento das LLAS.

Estudos demonstraram a t(12;21) esta associada a baixa contagem de
leucécitos ao diagnéstico e a uma boa resposta a terapia de inducdo. Essa
translocacédo resulta da fusdo dos genes TEL (ETV6) do cromossomo 12 e AML1
(CBFA2) do cromossomo 21. Pode ser detectada em 20% a 25% dos casos de LLA
de precursores B, porém é rara em LLA-T (UCKUN et a.l, 2001). Geralmente ocorre
em criancas de 2 a 9 anos de idade e tem um excelente prognostico. (MAGALHAES,
2000; UCKUN et a.l, 2001).

Outras translocagfes cromossémicas como a t(9,22), t (4,11) e t (1,19) estdo
associadas as altas taxas de faléncia terapéutica e recaidas precoces (FRIEDMAN e
WEINSTEIN, 2000; PUI e EVANS, 1998).

A 1(9;22)(g34;911) resulta da fusdo dos genes BCR (cromossomo 9q) e ABL
(cromossomo 22q) que codifica uma proteina com alta atividade de tirosina quinase.
Ocorre aproximadamente em 5% das LLAs da crian¢ca (RADICH, 2001).

A translocacéao t(4;11) resulta do rearranjo 11g23. Ocorre em 5 a 8% da LLAs
em criangas (JOHANSSON et al., 1998). Em lactentes esta presente em cerca de
70% dos casos e esta relacionada a alta leucometria, infiltracdo de SNC, pouca
resposta ao tratamento inicial e tem sido associada com o fenétipo pro-B (RUBNITZ
et al.,1999).
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A t(1;19) é resultante da fusdo dos genes E2A (cromossomo 19) e PBX1
(cromossomo 1), pode ser encontrada em 5-6% das LLAs de crianca. Ocorre quase
exclusivamente em LLAs pré-B (RAIMONDI et al., 1990).

A presenca dessas translocacdes estratifica a LLA como alto risco para
recaida. Confere um prognostico desfavoravel e uma resposta ruim ao tratamento
convencional. Pacientes com tais translocacfes ou hipodipléides necessitam de
tratamento intensivo e em muitos casos esta indicado o transplante de medula
ossea (TMO).

1.4.8 Imunofenotipagem

A imunofenotipagem no diagnostico das leucemias agudas permite a
definicdo correta da linhagem celular em 98% dos casos, dado fundamental na
abordagem terapéutica.

A importancia prognostica do imunofendtipo nas LLAs tem sido relatada na
literatura, entretanto a importancia dessa variavel tem diminuido com os avan¢os no
tratamento.

Pacientes com LLA de linhagem B que expressam o antigeno CD10 tém
melhor prognostico. A LLA de células B maduras (FAB-L3 e translocacédo do gene C-
myc ) é considerada de progndstico ruim.

A LLA-T, quando associada a fatores progndésticos desfavoraveis como sexo
masculino, leucocitose e massa mediastinal, €& submetida a tratamento
quimioterapico intensivo, apresenta prognaostico similar aos outros casos de LLA T
(UCKUN et al., 2001).

A presenca de antigenos mieldides na LLA, ndo é considerada como fator

progndéstico ruim na maioria dos trabalhos (PUI, 1993).

1.4.9 Reposta ao tratamento de inducgéo

A rapida resposta a terapia de inducdo € apontada como uma variavel

independente de risco de recaida, tanto para as LLA B como paraas LLAT.

A intensidade da citorreducdo é um fator prognostico independente que pode
identificar precocemente pacientes com resposta lenta, os quais estdo em risco de

apresentar uma remissao de curta duracéo (PINKEL, 1996).
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Ha varias formas de avaliar o grau de resposta ao tratamento de inducao:
andlise da medula 6ssea no D7 ou D14; resposta apos a pré-fase com corticoide;
avaliacdo dos blastos no SP apds sete dias do inicio da indu¢do (GAYNON et al.,
1997) e mais recentemente, a pesquisa da DRM durante ou no final da inducéo
(CAMPANA, 2003; PUl e EVANS, 2006; SCRIDELI , 2006).

A resposta ao tratamento pode ser avaliada pela monitoracdo dos blastos no
SP no D8 (GAJJAR et al., 1995; GAYNON et al., 1997) ou na MO no D7 ou D15
da citorreducdo (SCHULTZ et al., 1997).

O grupo BFM tem empregado a resposta a pré-fase com corticéide durante a
primeira semana de tratamento como um importante fator prognéstico nas LLAs.
Pacientes com menos de 1.000 blastos no sangue periférico apds o sétimo dia da
pré-fase tém progndstico mais favoravel comparados aos pacientes que
permanecem com mais de 1.000 blastos (DORDELMANN et al., 1999). Esse método
tem possibilitado detectar um subgrupo de pacientes de muito alto risco que
necessitam de tratamento intensivo para alcancgar a cura (SCHRAPPE et al., 2000).

Outro método para a analise da resposta ao tratamento € a avaliacdo da
velocidade de reducao dos leucdcitos periféricos na primeira semana de terapia de
inducdo. No Protocolo GBTLI-99 a leucometria no SP no D8 é usada como
parametro de definicdo de risco das leucemias, ou seja, pacientes de RB com
contagem de leucécitos superior a 5.000/mm® no D8 serdo considerados
respondedores lentos a terapia de inducdo e deverdo ser tratados como alto risco

para recaida.

1.4.10 Doenca Residual Minima

Avancos nas técnicas de biologia molecular e da citometria de fluxo
permitiram melhor identificacdo e quantificacdo das células leucémicas residuais,
aparentemente nao identificadas por técnicas morfoloégicas e de citogenéticas
usuais.

A DRM pode ser entendida como a persisténcia de células blasticas ao
longo do tratamento que s6 podem ser detectadas por técnicas mais sensiveis como
PCR ou citometria de fluxo (MARIN et al., 2001; SCRIDELI, 2002). Métodos de
deteccdo da DRM podem ser 100 vezes mais sensiveis que o exame morfolégico
(CAMPANA, 2003).
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A citometria de fluxo utiliza imunofenétipos aberrantes presentes nos blastos
residuais para a deteccdo da DRM (DWORZAK et al., 2002). Esse é um método
tecnicamente rapido, simples e mais pratico. Quando comparado com outros
métodos como o PCR, ha uma concordancia de 99% entre os resultados obtidos
(COUSTAN-SMITH et al, 2002).

A deteccdo da DRM permite uma melhor avaliacdo da resposta ao
tratamento. Muitos grupos tém demonstrado que pacientes com altos niveis de DRM
no final da inducdo apresentam prognaostico ruim comparados aos com baixos niveis
(CHEN et al., 2001). Na fase de consolidacdo ou mesmo de manutencdo a DRM é

um forte fator para predizer as recaidas.

A DRM é um fator progndstico independente e bastante especifico na LLA, o
seu uso como estratificacdo de grupo de risco é usado em diversos protocolos, no
entanto, a relacdo da DRM com outros fatores progndsticos ainda ndo esta bem
estabelecida (BOROWITZ et al., 2008).

1.5 Moléculas de adeséo e leucemias agudas

As interacdes entre as células neoplasicas, células endoteliais e a MEC séo
determinantes para a localizacdo dos tumores, assim como a capacidade de
migrarem para outros tecidos e se adaptarem em outros microambientes.

Nas leucemias agudas o estroma da MO apresenta um papel importante na
regulacéo da proliferacdo dos blastos. Essa regulagdo pode ocorrer pela produgao
de fatores de crescimento hematopoiéticos solluveis ou ligados a MEC.

As células leucémicas possuem grande capacidade de disseminacdo no
organismo, uma vez que as mesmas sao liberadas da MO para a circulagdo. A
infiltracdo das células blasticas circulantes comeca com a adesdo dos blastos aos
componentes da MEC e nas células endoteliais, seguida da migracdo para outros
tecidos. Tal fato pode estar relacionado ao aumento da expresséo das MA como as
integrinas, o0 CD44 e a L-selectina nos blastos.

Na LLA de precursores B a adesdo ao estroma é mediada principalmente
pelo VLA-4 e VLA-5, enquanto na leucemia mieldide a adesdo é mediada pela
combinagdo da acao das B1 e das B2-integrinas. Outras MA como o CD31, CD44
também apresentam um importante papel. Estudos de Anjos et al. (2004) sugerem
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que a adesdo a MEC e a disseminacdo de células leucémicas pode ser modulada
pela laminina.

Geijtenbeek et al. (1999) estudaram a expressédo e funcédo das (1 e B2-
integrinas em 20 pacientes com LLA-B e relataram que as células leucémicas
apresentam defeitos nas vias de ativacdo dessas MA ou em suas proteinas
regulatérias. Esses autores também evidenciaram que as Bl-integrinas tém um
papel importante no controle do crescimento e sobrevivéncia das células precursoras

B imaturas.

Estudos tém mostrado que a interacdo a4p1 e seu ligante VCAM-1 apresenta
um papel importante na resisténcia a quimioterapia nas leucemias (MUDRY et al.,
2000). Outros estudos tém mostrado o papel da interagdo e mediacdo das
integrinas na regulacao da proliferacdo anormal e apoptose na LLA (SHAH, 1998).

A expressdo do CD 44 e da L-selectina esta aumentada em algumas
neoplasias hematologicas e associa-se a metastases e ao prognostico. Nas
leucemias, essas MA podem estar associadas a atividade de doenca e suas formas
disseminadas (EXTERMANN,1998; LIU e JIANG, 2006).

1.5.1 CD44

O CD44 esta expresso em muitas neoplasias e correlaciona-se com o
comportamento biolégico incluindo a tumorigénese, crescimento tumoral, metastases
e prognéstico. E um bom marcador de atividade e carga tumoral (LIU e JIANG,
2006).

O CD44 esta expresso em niveis elevados em pacientes portadores de
leucemias agudas e crbnicas (HORST et al, 1990). Em outras neoplasias
hematolégicas como os linfomas ndo Hodgkin os niveis aumentados do CD44 ao
diagnéstico estdo relacionados a um comportamento mais agressivo, pouca resposta
ao tratamento e evolucado desfavoravel da doencga (RISTAMAKI et al., 1997).

Niveis plasmaticos da forma soltuvel do CD44 (sCD44) estédo elevados em
diversas neoplasias. Nas leucemias e linfomas em criancas h& poucos trabalhos
relacionando a expressao do CD44 e sua forma soluvel com os fatores prognosticos.

Tagyildiz et al. (2001) demonstraram que a elevada expressédo do CD44 e do

sCD44 ao diagnostico em leucemias e linfomas em criancas esta associada a um
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pior prognaostico e evolugdo desfavoravel. Nos linfomas de Hodgkin e Nao-Hodgkin a
expressdo do CD44 esta relacionada a estagios avancados de doenca.

Os niveis de sCD44 esta aproximadamente trés vezes mais elevado no
momento do diagnéstico das leucemias, que em individuos normais, porém
diminuem durante a remissdo completa retornando a niveis normais (TAKEUCHI et
al., 1999).

O CD44 apresenta varias isoformas e a expressao dessas variantes tem sido
associada a disseminacao de neoplasias hematologicas e prognéstico ruim (PONTA
et al., 2003).

Bendall et al. (2004) estudaram a expressao da variante v6 nos processos
de disseminacao das LLAs e observaram que a expressao aumentada do CD44v6
estd associado a um prognostico desfavoravel e menor sobrevida.

Ha relatos que a ligacdo do CD44 com anticorpos monoclonais especificos
podem reverter o bloqueio na diferenciacdo das células leucémicas (CHARRAD et
al., 1999), isso aumenta a perspectiva do CD44 ser utilizado como terapia alvo em

algumas leucemias.

1.5.2 L-Selectina

A L-selectina é expressa em muitos leucécitos normais e em torno de 60%
das células leucémicas (SPERTINI et al., 1994). A L-selectina pode ser encontrada
nas células normais e nos blastos, ligada a membrana (L-selectina) ou em sua
forma solavel (sL-selectina).

A L-selectina € expressa em blastos principalmente mieldides. Os blastos
devem interagir com as MA nas células endoteliais através da expressdo de seus
ligantes, como o Sialyl Lewis. As células endoteliais também expressam CD34 e
GlyCAM-1 que poderiam servir como ligantes para as L-selectinas (LIESVELD,
1997).

Estudos de Spertini et al. (1994) e Hafez et al. (2003) evidenciaram que a
expressdo L-selectina e da sL-selectina plasmatica encontravam-se elevadas em
pacientes com LLA ao diagnostico e os niveis reduziam significativamente durante a
remisséo, retornando a niveis normais.

Herold et al. (2002) mostraram que a concentracdo de sL-selectina estava

também alta na recidiva e que altos niveis estavam associados a blastos circulantes
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e ao imunofendtipo T. A auséncia da normalizacdo da sL-selectina ap6s a inducao
esta associada a um risco de falha para alcancar a remisséo completa.

Nas leucemias agudas a diminuicdo dos niveis da sL-selectina pode esta
relacionada a remissdo e ao prognostico. Uma elevacao rapida de seus niveis foi
observado nas recidivas das leucemias evidenciando o papel dessa MA como um
marcador de atividade de doenca. Estudos de Extermann et al. (1998)
demonstraram que o nivel plasmatico aumentado da sL-selectina € um fator de pior
progndéstico na LMA.

Este estudo procura estabelecer a correlacdo da L-selectina e do CD44 com
os diversos parametros clinicos e laboratoriais das LLAs com os fatores
progndésticos, na tentativa de buscar um melhor entendimento do comportamento

bioldgico e dos mecanismos de disseminacgao extramedular das células leucémicas.



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

- Avaliar a expressdo das moléculas de adeséo L-selectina e CD44

nas LLAs em criancas e adolescentes com idade inferior a 18 anos.

2.2 Objetivos especificos

- Avaliar os fatores prognésticos: idade, sexo, leucometria inicial,
imunofenotipagem, indice de DNA, nivel da desidrogenase lactica (LDH) e

resposta ao tratamento de inducdo em pacientes com LLA;

- Correlacionar a expresséo da L-selectina e do CD44 com os fatores

prognésticos das LLAS;

- Correlacionar a expresséao da L-selectina e do CD44 com as formas

de apresentacdo extramedular das LLAs.

50
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3 PACIENTES E METODOS

3.1 Pacientes
3.1.1 Critérios de incluséo

- Portadores de LLA com diagndéstico realizado por critérios morfolégicos,
citoquimicos, imunofenotipicos e citogenéticos, no Centro de Referéncia do Cancer
Dr. Murilo Martins — HIAS, sem tratamento quimioterapico prévio;

- Idade inferior a 18 anos;

- Tratamento consoante o Protocolo GBTLI nos Servicos de Oncologia
Pediatrica HC-ICC, HIAS ou HLF, no periodo de Novembro de 2007 a Novembro de
2008;

3.1.2 Critérios de excluséo
- Pacientes com tratamento quimioterapico prévio e/ou recidivados;
- Pacientes com diagndstico de LLA B - L3 ou EGIL IV (IgS+);
- Pacientes com LMA e sindromes mielodisplasicas.

3.2 Questdes éticas

O estudo foi realizado de acordo com os principios enunciados na
Declaracdo de Helsinque emendada em Hong-Kong, em 1989, bem como as
diretrizes e normas regulamentadoras de pesquisas envolvendo seres humanos
da Resolucdo 196/96 do Conselho Nacional de Saude (BRASIL, 1996). O
mesmo foi aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa do HC-ICC (Protocolo
66/2007; Anexo A) e HIAS (Protocolo 058/08; Anexo B).

3.3 Coleta de dados

Os familiares de criancas e adolescentes elegiveis para o estudo foram
informados sobre o0 mesmo e convidados a participar, mediante assinatura do Termo
de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE; apéndice A).

A coleta de dados foi realizada através de ficha de registro especifica,

individualizada para cada paciente, e preenchidos pelo pesquisador (Apéndice B).
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Foram analisadas variaveis clinicas e laboratoriais observadas ao diagnéstico.
As variaveis clinicas associadas a LLA foram: idade, sexo, hepatomegalia e/ou
esplenomegalia, linfadenopatia, massa mediastinal, infiltracdo testicular e de SNC.
As laboratoriais foram: hemoglobina, leucécitos, plaquetas, porcentagem de blastos
no SP, dosagem de LDH, analise da MO e liquor, bem como imunofenotipagem e a
expressdo das MA. Especificamente, a enzima LDH foi dosada em sangue periférico.
Considerou-se o valor de 1000U/l, em torno de duas vezes o normal (até 480U/),
como divisor entre pacientes com maior ou menor replicacéo celular.

No oitavo dia da inducdo (D8) foram analisados a leucometria e a contagem
de blastos para avaliagdo da resposta ao tratamento.

A analise da MO e liquor foram realizados no D28 para avaliacdo da remissao
e da resposta ao tratamento.

As amostras de SP e/ou aspirado da MO foram coletadas nos Servi¢cos de
Oncologia Pediatrica do HC-ICC, HIAS ou HLF.

Amostras de SP foram colhidas de 15 criancas com idade inferior a 18 anos,
sem afeccdo neoplasica e sem quadro infeccioso, para estabilizacdo da técnica e

referéncia para o controle laboratorial.

3.4 Critérios diagnésticos

O diagnéstico da LLA foi realizado por critérios morfoldgicos, citoquimicos,
imunofenotipicos e citogenéticos. Seguiu-se o critério da observacdo de mais de
25% de linfoblastos entre as células hematopoiéticas no aspirado da MO, conforme
critérios GBTLI e OMS (BENNETT, 2000).

A coleta da MO foi realizada na crista iliaca ou esterno dos pacientes,
aspirado 3 ml a 5 ml e acondicionada em tubos de Vacutainer® contendo Acido
etilenodiaminotetracético (EDTA). Os tubos foram identificados com rotulo com o
nome do paciente, data e hora da coleta, sendo enviada ao laboratorio em
temperatura ambiente para o diagndstico citomorfolégico e imunolégico das

leucemias e o estudo da expresséo das MA.

3.4.1 Anélise citomorfoldgica
O estudo citomorfolégico foi realizado em esfregacos de MO corados pelo
método de May-Grunwald-Giemsa. A avaliagdo citomorfolégica seguiu 0s critérios
propostos pelo grupo FAB para as leucemias agudas (BENNETT et al., 1976). Foram
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identificados os subtipos L1 e L2. O subtipo L3 nao foi analisado no estudo, pois seu
tratamento e progndostico diferem dos outros dois subtipos.

Coloracbes citoquimicas foram realizadas com o objetivo de auxiliar na
caracterizacdo morfolégica das LLAs estudadas. A leucemia foi considerada de
linhagem linfide quando a reacdo de PAS, se positiva, apresentasse granulos
Gnicos ou em blocos ou menos de 3% de blastos com reacdo de mieloperoxidase ou

sudan black positivos (padréo mieldide) e auséncia de blastos com bastdo de auer.

3.4.2 Andlise imunofenotipica

A classificacdo imunoldgica foi realizada pela imunofenotipagem por citometria
de fluxo, com um amplo painel de anticorpos monoclonais dirigidos contra antigenos
especificos de diferenciacédo linféide (B e T), mieldides e de células precursoras
hematopoiéticas (FOON, 1986; PUI et al., 1993).

As reacdes foram consideradas positivas quando mais que 20% das células
apresentavam reacao positiva para os AcMo, inclusive para os anticorpos anti-CD44
e anti-CD62L. Marcadores de células CD34 e o CD3cy, por serem muito especificos
e sensiveis, foram considerados positivos a partir de 10%.

A expressdo dos antigenos mieldides (CD13 e CD33) foi considerada positiva
guando estava presente em mais de 20% dos linfoblastos.

3.4.3 Andlise citogenética

A citogenética foi avaliada pela analise do conteado de DNA nos linfoblastos
por citometria de fluxo. O indice de DNA (IDNA) dos blastos é definido como a raz&o
do contetdo de DNA dos blastos na fase GO/G1 e dos linfocitos dipléides normais.

As alteracdes do IDNA foram divididas em 3 grupos:

Hipodiploidia - IDNA < 1 (blastos com menos de 45 cromossomos);

Diploidia - IDNA =1 (blastos com 46 cromossomos);

Hiperdiploidia - IDNA > 1 e <1,16 (blastos com 47-50 cromossomos);

- IDNA = 1,16 (blastos com mais de 50 cromossomos).
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3.5 Diagnéstico de Leucemias extramedulares

3.5.1 Infiltracéo leucémica do SNC

O envolvimento do SNC foi definido pela contagem de leucécitos no liquor >
5/mm? com de blastos leucémicos e/ou presenca de sinais clinicos como a paralisia
de nervos cranianos e/ou a presenca de lesdes encefalicas documentadas por
biopsia.

Os pacientes foram classificados, quanto a infiltracdo do SNC, segundo os
critérios do NCI (GAJJAR, 2000), dentro dos seguintes grupos:

SNC 1 - leucécitos < 5/mm? e auséncia de blastos;

SNC 2 - leucécitos < 5/mm? e presenca de blastos;

SNC 3 - leucécitos > 5/mm?® e presenca de blastos e/ou alteracdo de pares

cranianos.

3.5.2 Infiltrag&o testicular
A avaliacdo dos testiculos foi realizada pela palpacdo ao exame fisico
(aumento testicular indolor, uni ou bilateral), sendo comprovada por bidpsia de

testiculo.

3.5.3 Leucemias com grandes massas tumorais (“Tumor burden”)
Considerou-se linfadenopatia generalizada quando os linfonodos mediam
mais que 2 cm de diametro e pertenciam a mais de uma cadeia regional ndo
contigua. Visceromegalias quando o figado e o bago mediam mais que 3 cm abaixo
do rebordo costal direito e esquerdo, respectivamente.
A presenca de massa mediastinal foi determinada pelo Rx de Torax com

aumento de 1/3 da imagem radiolégica prépria do mediastino.
3.6 Critérios de estratificacdo dos Grupos de Risco

No estudo foi utilizado critérios de risco do GBTLI e NCI, no qual utilizam a
idade e a leucometria ao diagndstico para estratificacdo dos grupos de risco:

Baixo risco para recaida (RB) - pacientes com idade entre 1 e 9 anos e
leucécitos ao diagndstico inferior a 50.000/mm?.
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Alto risco para recaida (AR) - lactentes menores de 12 meses e pacientes
acima de nove anos, leucécitos ao diagnéstico maior que 50.000/mm?.

Nos pacientes tratados com o Protocolo GBTLI-99 foi associado ao critério de
grupo de risco a resposta a terapia de inducdo no D8 e D28. Leucocitos no D8
inferior a 5.000/mm*® e MO em remissdo no D28 foram mantidos no RB, porém
pacientes inicialmente no RB com leucdcitos no D8 maior que 5.000/mm® e MO
com mais de 5% de blastos no D28 foram considerados de AR.

Outros fatores de risco como a imunofenotipagem, IDNA e citogenética néo

sao considerados para estratificacado do grupo de risco no Protocolo GBTLI-93/99.
3.7 Protocolos para analise da expresséo da L-selectina e do CD44

3.7.1 Processamento - Separacao e preparacao das amostras

Apds o cadastramento, as amostras de SP e/ou aspirado da MO foram
imediatamente analisadas em contador automatico (Cell-Dym®) para determinacéo
da leucometria.

O material foi processado de imediato, de acordo com as recomendac¢des do
Protocolo de consenso para imunofenotipagem das neoplasias hematol6gicas por
citometria de fluxo (BAIN et al., 2002).

As células mononucleares foram separadas mediante centrifugacdo em
gradiente de densidade utilizando a solucdo de Fycoll-Hypaque (Becton- Dickson®,
San José, CA)

Inicialmente o material foi lavado com solugdo tampéao isotonica de lavagem
(PBS-Azida-PSA - anexo B). Centrifugado a 350xG por 2 minutos e descartado o
sobrenadante. Foi ajustada a concentragao para 10.000 células/mm?® com a mesma
solucdo tampao. Todas as centrifugacdes subsequentes obedeceram ao mesmo
padrao.

Aproximadamente 100ul (1.000.000 de células) foi aliquotada em 2 tubos
FACS de poliestireno para incubagdo com anticorpos monoclonais conjugados aos
fluorocromos: isotiocianato de fluoresceina (FITC), ficoeritrina (PE) e
clorofilperidinina (PerCP).

O antigeno leucocitario comum (CD45 - PerCP) foi utilizado como marcador
comum em todos os tubos como método de diferenciar os linfoblastos dos linfocitos,
mondcitos e granuldcitos. (BOROWITZ et al., 1993). Cada amostra foi processada
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com um controle isotipico utilizado para definir a fluorescéncia negativa. Os painéis
de anticorpos monoclonais utilizados para avaliar a expressao das MA e demais

marcadores estao listados na Tabela 5.

Tabela 5 — Painel de AcMo utilizado para imunofenotipagem e avaliacdo da
expressdo das moléculas de adesao.

Células precursoras HLA-DR-FITC (Clone:G4 Pharmingen®)
CD34-PE (Clone: 581 Immunostep®)

Ag leucocitario comum CD45-PerCP (CI:HI30BD) Pharmingen®)

Linhagem B CD10-PE (Clone: ALB1- Immunotech®)

CD19-PECy5 - Pharmingen®)

CD22-PE (CI: HIB22 — Immunotech®)
CD79a-PE (Cl: HM47 BD - Pharmingen®)
IgMcy — FITC - Dako®), IgM,,— FITC - Dako®)
Linhagem T CDla - FITC - Pharmingen®)

CD2 — PE - Immunostep®)

CD3- FITC (Clone: UCHT1 — Immunotech®)
CD4- FITC - Cytognos® )

CD5 — FITC - Pharmingen®)

CD7-FITC (Clone: B-B7 — IQP®)

CDS8 - PE - Cytognos®

Linhagem miel6ide CD13-PE (Clone: 22A5 — IQP®)

CD33-PE (Clone: WM53 BD — Pharmingen®)
MPO-FITC (Clone: 266.6K2 — IQP®).
Moléculas de adesao CD44 - PE (Clone HP2/9 - Immunostep®)
CD62L — FITC (Clone HI62L - Immunostep®)

Apds a conjugacdo com os AoMo e homogeneizagdo em vortex, a mistura foi
novamente incubada e mantida em camara escura por 15 minutos, em temperatura
ambiente. Em seguida material foi tratado com 5 ml de solucdo de lise para
hemacias preparada no préprio laboratorio e foi mantido na camara escura por 10
minutos. O material foi lavado duas vezes com solucdo tampao de lavagem e
suspenso em paraformaldeido a 1% (Anexo C) e encaminhado para leitura imediata

no citbmetro de fluxo.
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3.7.2 Aquisicéo e leitura das amostras

Aquisicdo do material foi realizada apOs calibracdo e compensacdo do
equipamento FACSCalibur da Becton Dicknson®. Foi realizada a aquisicdo de
10.000 eventos na regiao de pequeno tamanho e baixa complexidade definidas pelos
parametros FSC x SSC.

Para a analise da positividade das amostras e o célculo da intensidade média
de fluorescéncia (IMF) foi utilizado o programa Cell Quest. A IMF foi expressa por
meio de histograma de intensidade de fluorescéncia versus o numero de células. Foi
considerada a IMF relativa calculada de acordo com a formula: IMF células

conjugadas com AcMo menos o IMF das células do controle negativo.

3.8 Analise estatistica

Para analise dos dados foi utilizado o software SPSS 16.0 para Windows
(SPSS, Chicago, IL).

Foi realizado o estudo estatistico descritivo dos parametros clinicos e
laboratoriais das LLAs e calculadas médias, medianas e desvios padrdes.

A andlise de associacdo entre varidveis qualitativas foi efetuada utilizando-se
o teste de Qui-quadrado adotando o nivel de significancia de 5%. Quando as
frequéncias dessas variaveis eram menores que 5, utilizou-se o teste exato de Fisher
ou o teste da razdo de maxima verossimilhanca (no caso de varidveis com trés ou
mais categorias).
Para andlise de diferenca de média, cada variavel continua foi avaliada quanto a
simetria de sua distribuicdo por meio do teste de Kolmogorov-Smirnov. Na presenca
de simetria dos dados foram avaliados pelo teste t e na assimetria pelo teste de
Mann-Whitney. As curvas de Kaplan-Meier foram utilizadas na determinacdo das
sobrevidas. A comparacao univariada das curvas de sobrevida foi realizada através
do teste log-rank. As andlises multivariadas dos fatores associados com a sobrevida

foram realizadas utilizando o modelo de regressao de Cox.
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4 RESULTADOS

4.1 Caracteristicas clinicas

De Novembro/2007 a Novembro/2008 foram diagnosticados 82 casos novos
de LLA no Centro de Referéncia do Céancer Dr. Murilo Martins — HIAS, porém 76
casos foram elegiveis para o estudo.

Todos os pacientes foram tratados com o Protocolo do Grupo Brasileiro para
o tratamento das Leucemias na Infancia (GBTLI).

A idade média foi de 6,3 + 0,5 anos e a mediana de 5 anos e 3 meses,
variando de 5 meses a 17 anos. Os pacientes foram estratificados de acordo com a
faixa etaria em menores de lano, entre 1 e 9 anos e maiores de 9 anos.

A faixa etaria mais prevalente foi entre um e nove anos de idade que
compreendeu 75% do total. O grupo de lactentes e pacientes acima de 9 anos,
considerados grupos de alto risco pela idade, foi de 26% e 22,4%,
respectivamente.

Em relacdo ao sexo 65,8% eram do sexo masculino e 34,2% do sexo
feminino. A relagdo masculino: feminino encontrada foi de 1,9:1.

Os pacientes foram distribuidos de acordo com o grupo de risco para
recaida, seguindo os critérios do NCI. De acordo com essa classificacdo 54% dos
pacientes do estudo apresentou baixo risco para recaida (RB) e 46% alto risco para
recaida (AR).

O achado mais frequente do exame fisico foi a hepatomegalia (63%). A
esplenomegalia foi encontrada em 58% dos casos e a linfadenomegalia em 44%.
Na metade dos casos observou-se hepatoesplenomegalia.

A infiltracdo de SNC (SNC-3) foi encontrada em 6,5% dos casos, porém um
caso (1,3%) apresentou SNC-2. O alargamento de mediastino foi observado em 9
(11,8%) pacientes, associado principalmente a meninos, acima de 9 anos com LLA-
T. A infiltracdo testicular ndo foi encontrada em nenhum desses pacientes. As

caracteristicas clinicas da amostra estao destacadas na tabela 6
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Tabela 6 — Caracteristicas clinicas dos 76 pacientes estudados com LLA.

Variavel n (%)
Sexo Masculino 50 (65,8)
Feminino 26 (34,2)

Idade (anos) <1 2 (2,6)
1-9 57 (75)
>9 17 (22,4)
Risco AR 35 (46,1)
RB 41 (53,9)
Hepatomegalia 48 (63,2)
Esplenomegalia 44 (57,8)
Hepatoesplenomegalia 38 (50,0)
Linfadenopatia 33 (43,4)
Infiltracdo SNC 5 (6,5)
Massa mediastinal 9 (11,8)

4.2 Caracteristicas laboratoriais

Em relacdo ao hemograma do diagndstico, os valores da média/ mediana
para hemoglobina e plaquetas foram respectivamente, 8,24/ 7,9 g/dl e 109.800/
63.500/mm?®. Observou-se que 85% dos pacientes apresentaram Hb <11g/dl, 35%
Hb <7g/dl, 65% apresentaram plaquetas abaixo de 100.000/mm*® e 10,5%
plaguetas < 20.000/mm?

A média para a contagem de leucécitos foi de 31.772/mm? + 53.352/mm?,
com uma mediana de 12.300/mm3. Dezesseis pacientes (21%) apresentaram
leucocitose acima de 50.000/mm?, considerado um fator prognéstico adverso, que os
caracteriza como pacientes de alto risco para recaida. A porcentagem de blastos no
sangue periférico variou de 0 a 88%, com meédia de 33,97% + 32,9% e mediana de
25%. Em 33% dos hemogramas analisados ndo foram encontrados blastos no
esfregaco periférico.

O hemograma apresentou-se normal, sem quaisquer alteracbes de

hemoglobina, leucdcitos ou plaquetas e sem blastos, em 4% dos pacientes.
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A LDH foi utilizada como marcador prognéstico em todos oS casos.
Considerou-se o valor de 1000U/l, em torno de duas vezes o normal (até 480U/l),
como divisor entre pacientes com maior ou menor replicacédo celular. Dos pacientes
analisados 39 (51,3%) apresentaram LDH > 1000u/l. A média para o LDH foi de
1506,43 £ 1194,03 com variagédo de 200 — 6565 ull.

As caracteristicas laboratoriais dos pacientes estdo resumidas na tab. 7.

Tabela 7 — Caracteristicas laboratoriais dos 76 pacientes estudados com LLA.

Variavel meédia = dp mediana variagao

Hb (g/dI) 8,24 £ 2,68 7,9 2,4-15,8
Leucdécitos (mm?®) 31772 £ 53352 12.300 900 - 320.000
Plaquetas (mm?®) 109.800 * 122920 63.500 4.000 - 649.000
Blastos SP (%) 33,97 £ 32,96 25 0-88
Blastos MO (%) 88,64 + 13,72 92 30 - 100
LDH (U/l) 1506,43 + 1194,03 1018 200 - 6565

Pela classificacdo FAB, o subgrupo L1 foi encontrado em 63 (83%) dos casos
e o subgrupo L2 em 13 (17%).

Quanto a classificacdo imunofenotipica, o imunofendtipo B foi encontrado
em 89,5% e o imunofenétipo T em 10,5% dos pacientes. Os subtipos EGIL mais
prevalentes foram B Il (51,5%) e B Il (45,5%). O subtipo EGIL Bl (pré-B) foi
encontrado em cerca de 3% dos casos. Pacientes com subtipo FAB-L3 ou EGIL B IV
ndo foram incluidos no estudo.

As caracteristicas dos pacientes com LLA de linhagem B e T estéo resumidas
na tabela 8. A LLA -T foi mais frequente em meninos, maiores de nove anos de
idade, com alta contagem de leucdcitos e maior média de hemoglobina ao
diagnéstico, maior envolvimento do SNC e mediastinal. A maioria dos casos de LLA-
T (75%) apresentou CD10 negativo. Houve uma associagdo de fatores
desfavoraveis nesse grupo de pacientes, que 0s caracteriza como um grupo de alto
risco para recaida, enquanto na LLA-B se observou uma associacdo com fatores

progndésticos mais favoraveis.
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Tabela 8 - Caracteristicas da LLA-B e LLA-T dos 76 pacientes estudados.

Variavel LLA B (n=68) LLA B (n=68)
Idade (m) 67,94+5,84 134,13 £ 52,09
Sexo Masculino 44 (64,7) 6 (75)

Feminino 24 (35,3) 2 (25)
Risco AR 28 (41,2) 7 (87,5)

RB 40 (58,8) 1(12,5)
FAB L1 56 (82,4) 7 (87,5)

L2 12 (17,6) 1(12,5)
Hepatomegalia 43 (63,2) 5 (62,5)
Esplenomegalia 40 (58,8) 4 (50)
Linfadenopatia 26 (38,2) 7 (87,5)
Infiltragcdo SNC 4 (5,9) 1(12,5)
Massa mediastinal 34,4 6 (75)
CD10 Positivo 66 (97,1) 2 (25)

Hb 7,9+2,55 10,8 + 2,45
Leucometria 24304,2 £ 4796,6 95250 + 36305
LDH 1458,50 + 140,57 1913,88 + 524,17

Em relacdo a sobrevida global nas LLA-B e T, ndo houve diferenca

estatisticamente significante (p=0,087), conforme se evidencia na figura 4.
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Figura 4 - Correlacdo do imunofenotipo com a sobrevida global pela Curva de Kaplan-

Meier nos 76 pacientes com LLA
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A citogenética foi avaliada pelo IDNA por citometria de fluxo em 58 pacientes.
N&o foi pesquisada a presenca do cromossomo Phl ou outras translocacoes.

Observou-se diploidia em 76% (44/58) dos pacientes (fig. 5A) e hiperdiploidia
em 24% (14/58) dos casos, sendo 11 casos de hiperdiploidia com IDNA 21,16 (fig.
5B).
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Figura 5 — Histogramas do IDNA, por citometria de fluxo, em pacientes com LLA
diploide (A) e LLA hiperdiploide (B).

Nos pacientes hiperdipléides com IDNA =1,16 foi encontrada uma forte
associacdo de fatores de bom progndstico e baixo risco para recaida, tais como
idade entre 2 e 8 anos, baixa contagem de leucdcitos, imunofenétipo B e 100% de
positividade do CD10.

Esses pacientes apresentaram uma boa resposta ao tratamento de inducéo,
blastos D8<1.000/mm? e leucdcitos no D7<5.000/mm?* e uma remissdo hematolégica
de 100%. Nesse grupo de pacientes ndo houve recidiva precoce e todos estao

Vivos.

4.3 AvaliacOes da taxa de remissao e daresposta ao tratamento de inducéo

Em relacdo ao tratamento de inducdo 75 (98,7%) do pacientes foram
analisados. Um paciente apresentou Obito precoce na inducéo, portanto foi excluido
da avaliacdo da resposta no D28. Dos 75 pacientes avaliados a remisséo
hematoldgica completa foi de 95 % e a falha indutéria foi observada em 5% dos

pacientes.



63

A maioria dos pacientes 95% (72/76) apresentou uma leucometria no D8
menor que 5.000/mm® e contagem de blastos no D8<1.000/mm? resultados
associados a uma boa resposta a terapia de inducéao.

A recidiva precoce ocorreu em 4% dos casos. Ao final da avaliacdo 90,8%
(69/76) estavam vivos e 9,2% (7/76) foram a 6bito, sendo dois 6bitos (2,6%) na

fase de induc&o. N&ao houve perda de seguimento do grupo estudado.
4.4 Expressao do CD44 e daL-selectina em individuos normais

A expresséo da L-selectina e do CD44 foi avaliada em granuldcitos e linfocitos
do sangue periférico de 15 criancas e adolescentes normais, com idade variando de
1 a 18 anos. Observou-se uma alta positividade do CD44 e da L-selectina nos
granuldcitos e linfécitos do SP de individuos normais (tabela 9). Em relagdo ao IMF
houve uma maior expressdo do CD44 e da L-selectina nos linfocitos que nos

granuldcitos (tabela 9)

Tabela 9 - Expressdo da L-selectina e do CD44 em linfécitos e granuldcitos de

individuos normais. Fortaleza, 2009.

Linfocitos Granulécitos
CD44 (%) 87,33+14,28 94,30+£10,35
CD44 IMF 212,00+72,04 199,48 56,99
L-selectina (%) 81,28+13,45 87,33 £13,41
L-selectina IMF 268,85168,21 258+72,03

4.5 Expressao do CD44 nas LLAs

O CD44 foi avaliado, por citometria de fluxo, nas 76 amostras de pacientes
com LLA. Os parametros analisados foram positividade e a intensidade média de
fluorescéncia (IMF).

A expressdo do CD44 em todas as leucemias estudadas foi de 75% e a
meédia do IMF de 127,52+10,84 (tabela 10).
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Tabela 10 — Expresséao do CD44 nas LLAs. Fortaleza, 2009.

LLA (n=76) LLA - B (n=68) LLA-T (n=8)
75%* 76,3% 87,5%
127,52+10,84** 124,83+11,87 150,44 +20,29

* porcentagem de casos positivos  ** IMF

4.5.1 Expressao do CD44 nos fatores progndsticos nas LLAS

A relacdo entre os fatores prognosticos das LLAs (idade, sexo, risco,
leucometria ao diagnostico) e a expressdo do CD44 é demonstrada na tabela 11.
N&o foi encontrada nenhuma relacao estatisticamente significativa entre as variaveis

analisadas (p>0,05).

Tabela 11 — Andlise da associacdo entre a positividade do CD44 e os fatores
prognosticos das LLAs. Fortaleza, 2009.

i CD 44 L
Varidveis Positivo Negativo Total Estatisticas

1. Idade

1-9 anos 42 15 57 p = 0,349
<tae>9a 16 03 19 OR =0,52*
Total 58 18 76 IC 95%: 0,10 - 2,33
1. Sexo

Masculino 40 10 50 p = 0,295
Feminino 18 8 26 OR=1,778*
Total 58 18 76 IC 95%: 0,602 — 5,253
3. Risco

Alto Risco 27 8 35 p =0,875
Baixo Risco 31 10 41 OR =1,089*
Total 58 18 76 IC 95%: 0,376 - 3,153
4. Leucometria ao diagndstico

<50.000 45 15 60 p=0,601"
>50.000 13 03 16 OR =0,69"
Total 58 18 76 IC 95%: 0,14 - 3,15

Fonte: primaria 1 — Teste de Qui-quadrado * razdo de prevaléncias

4.5.2 Expressdo do CD44 e Classificacdo FAB, EGIL e citogenética

Na analise da expressdo do CD44 e a classificacdo FAB observou-se que
pacientes com LLA L1 apresentaram uma positividade do CD44 de 76% e LLA L2 de
77%, porém sem significancia estatistica ao nivel de 5%. Em relacdo a classificacéo
imunofenotipica a LLA-B apresentou uma expressdo do CD44 de 76,3% e a média
de IMF de 124,83+11,87, enquanto na LLA-T a positividade foi de 87,5% e a média

de IMF de 150,44 +20,29. Houve uma maior expressao do CD 44 no imunofendtipo
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T. A expressdo do CD44 nas LLA B e T nédo foi estatisticamente significante (p
>0,05) (Tabelas 12).

As Figuras 6 e 7 mostram uma elevada expressao da L-selectina e do CD44
em linfoblastos de LLA-B e T, respectivamente. O CD 45 foi utilizado como janela

para melhor identificagdo das células blasticas.
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Figura 6 - Expressdo das MA na LLA de linhagem B. A - selecdo das células blasticas de
acordo com a intensidade de fluorescéncia do CD45. B - expressdo do CD44 e CD62L na
populagéo de blastos.
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Figura 7 - Expressdo das MA na LLA de linhagem T. A - sele¢do das células blasticas de
acordo com a intensidade de fluorescéncia do CD45. B - expressdo do CD44 e CD62L na
populacdo de blastos.

Todos os subtipos EGIL, Bl a Blll e Tll a TIV, apresentaram uma positividade

do CD44 acima de 75%, porém sem significancia estatistica (p=0,638; tabela 12).
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O IDNA foi realizado em 58 pacientes. Observou-se diploidia em 76%
(44/58) dos pacientes e hiperdiploidia em 24% (14/58) dos casos, sendo 11 casos de
hiperdiploidia com IDNA =1,16.

Na analise da expressdo do CD44 em relacdo ao IDNA foi encontrada uma
positividade em 100% dos pacientes hiperdiploides, enquanto que nos pacientes
diploides foi de 72%, sendo estatisticamente significante (p=0.028; tabela 12).

Quando se correlaciona a média do IMF do CD44 com o IDNA, observa-se
gue a média nos blastos hiperdipléides (185,40) € superior a média dos blastos
diploides (p=0,034; tabelal3).

Tabela 12 — Andlise da associacdo entre a positividade do CD44 e a Classificacdo
FAB, EGIL e citogenética das LLAs. Fortaleza, 2009.

CD 44

Variaveis Positivo Negativo Total Estatisticas
1. Morfologia FAB
L1 48 15 63 p = 1,0002
L2 10 3 13 OR =0,960
Total 58 18 76 IC 95%: 0,233 - 3,950
2. Imunofenétipo
B 51 17 68 p=0,6722
T 7 1 8 OR =0,429*
Total 58 18 76 IC: 0,049 - 3,739
3. Classificagao EGIL
BI 2 0 2
BII 26 9 35 p=0,638°
BIlI 23 8 31
TlI 3 0 3
Tl 1 4
TIV 1 0 1
Total 58 18 76
4,.CD10
Positivo 51 17 68 p=0,6722
Negativo 7 1 8 OR =0,429*
Total 58 18 76 IC 95%: 0,049 - 3,739
5. Indice de DNA
Hiperdipl6ide 14 0 14 p = 0,0282
Dipléide 32 12 44 RP =1,375
Total 46 12 58 IC 95%: 1,147 - 1,648

Fonte: primaria 2 — Teste exato de Fisher; 3 - Teste da razdo de méxima verossimilhanca; * razdo de
prevaléncias.
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Tabela 13 — Analise de diferenca de média/ mediana do CD44IMF segundo
caracteristicas clinicas dos pacientes. Fortaleza, 2009.

CD44IMF
N Média Desvio padrdo Valor p
indice de DNA
Hiperdipldide 14 185,40 93,87 0,034!
Diploide 44 121,63 96,47

Fonte: primaria 1 - Teste t assumindo variancias iguais.

4.5.3 Expressao do CD44 e avaliagéo da resposta ao tratamento de inducéao

Dentre os fatores prognosticos relacionados ao tratamento (contagem de
leucécitos e blastos no D8, avaliacdo da MO no D28) a intensidade da expresséo do

CD44 nao se relacionou com a resposta ao tratamento (p>0,05; tabela 14).

Tabela 14 — Analise da associagdo entre a positividade do CD44 e a resposta ao
tratamento de inducdo das LLAs. Fortaleza, 2009.

CD 44

Variaveis Posiivo Negativo Total Estatisticas
1. Leucometria D8
<5.000 50 16 66 p=0,767"
>5.000 8 2 10 OR=0,78*
Total 58 18 76 IC 95%: 0,10 - 4,67
2. Blastos D8
<1.000 55 17 72 p = 0,942
>1.000 3 1 4 OR =1,08*
Total 58 18 76 IC 95%: 0,57 — 1,82
3. Medula Ossea D28
M1 54 17 71
M2 0 1 1 p=0,1053
M3 3 0 3
Total 57 18 75
4. Status
Vivo 52 17 69 p = 1,0002
Morto 6 1 7 OR=0,510*
Total 58 18 76 1C95%: 0,057 - 4,540

Fonte: primaria 1 — Teste de Qui-quadrado; 2 — Teste exato de Fisher; 3 — Teste da razdo de
méaxima verossimilhanca; * razao de prevaléncias.

Em relacdo a sobrevida global dos pacientes com positividade para o CD44

(figura 8), nao foi estatisticamente significante (p=0,560).
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Figura 8 - Correlacdo do CD44 com a sobrevida global pela Curva de Kaplan- Meier

nos 76 pacientes com LLA.

45.4 Expressdo do CD44 no acometimento extramedular e nas formas
tumorais das LLAs

No acometimento extramedular (ganglionar, esplénico, hepatico, mediastinal
e de SNC) das LLAs foi observado uma expressdo do CD44 acima de 80%, porém
nao estatisticamente significante (p>0,05) quando analisado separadamente cada
tipo de acometimento extramedular (tabela 15).

Observa-se na tabela 15 uma maior expressao do CD 44 nos linfoblastos dos
pacientes que apresentam massa tumoral. Dos 57 pacientes que apresentavam
massa tumoral, 48 (84%) apresentam positividade para o CD44, enquanto que 0s
pacientes com LLA sem massa tumoral apresentam uma positividade de 52%, sendo
esta diferenca estatisticamente significante (p=0.01). Pacientes que apresentam LLA
com massa tumoral ttm quase cinco vezes mais chances de expressar o CD44 que
0S pacientes sem massa tumoral (OR=4,8).

Quando se separa as LLAs pelo imunofenétipo, pacientes com LLA-B com
massa tumoral apresentam 84% de linfoblastos CD44 positivos, mantendo a

significancia estatistica ao nivel de 1%. Pacientes que apresentam LLA-B com
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massa tumoral apresentam quase cinco vezes mais chances de expressar o CD44
gue os pacientes sem massa tumoral (OR=4,61).

Em relacdo aos pacientes com LLA-T com massa tumoral apresentaram uma
positividade para o CD44 de 100%, no entanto, o pequeno tamanho da amostra

(n=8) limitou a aplicacdo dos testes estatisticos.

Tabela 15 — Analise da associacdo entre a positividade do CD44 e o acometimento
extramedular e as formas tumorais das LLAs. Fortaleza, 2009.

o CD 44 -

Variaveis Posiivo Negativo Total Estatisticas
1. Linfadenomegalia
Sim 28 5 33 p=0,125"
Nao 30 13 43 OR =2427
Total 58 18 76 1C95%: 0,766 — 7,686
2. Hepatomegalia
Sim 39 9 48 p = 0,2952
Nao 19 9 28 OR=2,05
Total 58 18 76 1C95%: 0,62 6,86
3. Esplenomegalia
Sim 36 8 44 p =0,2932
Nao 22 10 32 OR=2,05
Total 58 18 76 1C95%: 0,62- 6,82
4. Infiltragdo de SNC
1 53 17 70 p=0,743
2 1 0 1
3 4 1 5
Total 58 18 76
5. Envolvimento de Mediastino
Sim 8 1 9 p=0,6772
Nao 50 17 67 OR=2,720
Total 58 18 76 1C95%: 0,317 — 23,361
6. LDH
<1.000 31 6 37 p =0,1352
>1.000 27 12 39 OR=2,30
Total 58 18 76 1C95%: 0,67 — 8,06
7. Leucemias com massa tumoral
Sim 48 9 57 p =0,012
Nao 10 9 19 OR=48
Total 58 18 76 1C95%: 1,33- 17,81
8. LLA-B com massa tumoral
Sim 41 8 49 P=0,0112
Nao 10 9 19 OR: 4,61
Total 51 17 68 1C95%: 1,23 -17,79
9. LLA- T com massa tumoral
Sim 8 8 8 *nao realizado
Nao 0 0 0
Total 8 8 8

Fonte: primaria 1 — Teste de Qui-quadrado; 2 — Teste exato de Fisher; 3 — Teste da razdo de maxima

verossimilhanca
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4.6 Expresséao daL-selectinanas LLAs

A expressao da L-selectina nas leucemias estudadas foi de 58% e a média
do IMF de 130,63+13,80.

Conforme demonstrado na tabela 16, as LLA-T apresentam a expressao da L-
selectina (positividade e IMF) mais elevada que na LLA-B.

Tabela 16 — Expressao da L-selectina nas LLAs. Fortaleza, 2009.

LLA (n=76) LLA - B (n=68) LLA-T (n=8)
*580% 54,4% 87,5%
*%130,63+13,80 115,90+12,75 272,33+52,72

* porcentagem de casos positivos  ** IMF

4.6.1 Expressdo da L-selectina e fatores prognésticos nas LLAs

A relacdo entre os fatores prognosticos das LLAs (idade, sexo, risco,
leucometria ao diagndéstico) e a expressdo da L-selectina € demonstrada na tabela
17. Nao foi encontrada nenhuma relacédo estatisticamente significativa entre as

variaveis analisadas (p>0,05).

Tabela 17 — Analise da associacdo entre a positividade da L-selectina e os fatores
prognésticos das LLAs. Fortaleza, 2009.

e L-selectina -
Variaveis Posiivo Negafivo Total Estatisticas

1. Idade

1-9 anos 35 22 57 p = 0,283
<lae>9a 9 10 19 OR=177*
Total 44 32 76 IC 95%: 0,55 - 5,71
1. Sexo

Masculino 30 20 50 p = 0,606
Feminino 14 12 26 OR =1,286*
Total 44 32 76 IC 95%: 0,494 - 3,346
3. Risco

Alto Risco 23 12 35 p =,202'
Baixo Risco 21 20 41 OR =1,825*
Total 44 32 76 IC 95%: 0,721 - 4,620
4. Leucometria ao diagndstico

< 50.000 32 28 60 p=0,11"
> 50.000 12 4 16 OR=0,38*
Total 44 32 76 IC 95%: 0,09 - 1,98

Fonte: primaria 1 — Teste de Qui-quadrado; * razédo de prevaléncias.
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4.6.2 Expressdo da L-selectina e Classificacdo FAB, EGIL e citogenética das
LLAs

Na analise da expressao da L-selectina na classificacdo FAB observou-se que
pacientes com LLA L1 apresentaram uma positividade de 55% e LLA L2 de 69%,
porém nao estatisticamente significante (p=0,539).

Em relacdo a classificagdo imunofenotipica a LLA-B apresentou uma
expressdo da L-selectina de 54,4% e a média de IMF de 115,90+12,75,
enquanto na LLA-T a positividade foi de 87,5% e a média de IMF de 272,33+52,72.
Houve uma maior expressdo da L-selectina no imunofenoétipo T. A expressao da L-
selectina nas LLA-T foi estatisticamente significante (p=0,004) quando se compara
as médias do IMF (Tabelas 18 e 19). Como se observa na tabela 18, a analise
estatistica dos subtipos EGIL Bl a Blll e Tl a TIV e do IDNA ndo mostrou associacao

significativa com a expresséo da L-selectina (p > 0,05).

Tabela 18 — Andlise da associacdo entre a positividade da L-selectina segundo a
Classificacdo FAB, EGIL e citogenética das LLAs. Fortaleza, 2009.

Variaveis — L-selectina Estatisticas
Positivo Negativo Total

1. Morfologia FAB
L1 35 28 63 p=0,5392
L2 9 4 13 OR =0,556
Total 44 32 76 IC 95%: 0,155 - 1,995
2. Imunofenétipo
B 37 31 68 p=0,1282
T 7 1 8 OR=0,171
Total 44 32 76 IC 95%: 0,020 - 1,462
4, Classificagdo EGIL
BI 1 1 2
BII 18 17 35 p =0,3553
BIII 18 13 31
TlI 3 0 3
TiN 3 1 4
TIV 1 0 1
Total 44 32 76
3.CD10
Positivo 37 31 68 p = 0,1287
Negativo 7 1 8 OR=0,171
Total 44 32 76 IC 95%: 0,020 - 1,462
4. indice de DNA
Hiperdipléide 8 6 14 p = 0,897
Dipléide 26 18 44 OR=0,923
Total 34 24 58 IC 95%: 0,273 - 3,118

Fonte: primaria 2 — Teste exato de Fisher; 3 - Teste da razdo de maxima verossimilhanca; * razéo de
prevaléncias.
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Tabela 19 — Andlise de diferenca de média/ mediana do IMF da L-selectina segundo

Classificagdo FAB, EGIL e citogenética das LLAs. Fortaleza, 2009.

Variaveis N Média Desvio padrao Valor p
Morfologia FAB

L1 63 38,03 2396,00 0,684"
L2 13 40,77 530,00

Imunofendtipo

B 68 36,03 2450,00 0,004*
T 8 59,50 476,00

indice de DNA

Hiperdipléide 14 30,79 431,00 0,744!
Diploide 44 29,09 1280,00

Fonte: primaria

1 - Teste de Mann-Whitney

4.6.3 Expressao da L-selectina e avaliacdo da resposta ao tratamento

Dentre os fatores progndsticos relacionados ao tratamento (contagem de

leucdcitos e blastos no D8 e avaliacdo da MO no D28) a intensidade da expressao

da L-selectina ndo se relacionou com

(p>0,05), conforme demonstrado na tabela 20.

a resposta ao tratamento de inducado

Tabela 20 — Analise da associacdo entre a positividade da L-selectina e a resposta
ao tratamento de inducéo das LLAs. Fortaleza, 2009.

L-selectina

Variaveis Positivo Negafivo Total Estatisticas
1. Leucometria D8
<5.000 37 29 66 p = 0,405'
>5.000 7 3 10 OR=0,55
Total 44 32 76 IC 95%: 0,102 - 2,66
2. Blastos D8
<1.000 40 32 72 p=0,1332
>1.000 4 0 4 OR=0,56
Total 44 32 76 IC 95%: 0,45- 0,68
3. Medula Ossea D28
M1 39 32 71
M2 1 0 1 p = 0,104°
M3 3 0 3
Total 43 32 75
4. Status
Vivo 39 30 69 p = 0,6922
Morto 5 2 7 OR=0,520
Total 44 32 76 IC 95%: 0,094 - 2,868

1 — Teste de Qui-quadrado;
verossimilhanca.

2 — Teste exato de Fisher;

3 — Teste da razdo de maxima
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bY

Em relacdo a sobrevida global dos pacientes com positividade para a L-

selectina (figura 9), ndo foi estatisticamente significante (p=0,502).
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Figura 9 - Correlacdo da L-selectina com a sobrevida global pela Curva de Kaplan-

Meier nos 76 pacientes com LLA.

4.6.4 Expressao da L-selectina no acometimento extramedular e nas formas
tumorais das LLAs

No acometimento extramedular (ganglionar, esplénico, hepatico, mediastinal e
de SNC) das LLAs foi observado uma expressao da L-selectina em torno de 60%,
porém nao estatisticamente significante (p>0,05) quando analisado separadamente
cada tipo de acometimento extramedular (tabela 21).

Dos 57 pacientes que apresentavam massa tumoral, 32 (56%) apresentam
positividade para a L-selectina, enquanto que 0s pacientes sem massa tumoral
apresentam uma positividade de 63%. A expressao da L-selectina nos linfoblastos
dos pacientes que apresentam massa tumoral e ndo tumoral néo foi

estatisticamente significante (p=0,778).
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Tabela 21 — Analise da associacdo entre a positividade da L-selectina e o
acometimento extramedular e formas tumorais das LLAs. Fortaleza, 2009.

L-selectina

Variaveis Positivo Negativo Total Estatisticas
1. Linfadenomegalia
Sim 20 13 33 p=0,675"
Né&o 24 19 43 OR=1,218
Total 44 32 76 IC 95%: 0,484 - 3,062
2. Hepatomegalia
Sim 28 20 48 p = 0,8892
Né&o 16 12 28 OR=1,05
Total 44 32 76 IC 95%: 0,37- 2,99
3. Esplenomegalia
Sim 24 20 44 p = 0,646'
Né&o 20 12 32 OR=0,72
Total 44 32 76 IC 95%: 0,26 - 2,02
4. Envolvimento de Mediastino
Sim 7 2 9 p =0,2882
Né&o 37 30 67 OR=2,838
Total 44 32 76 IC 95%: 0,549 - 14,682
5. Infiltragdo de SNC
1 40 30 70
2 1 0 1 p=0,5723
3 3 2 5
Total 44 32 76
6. LDH
<1.000 22 15 37 p=0,7872
>1.000 22 17 39 OR=1,13
Total 44 32 76 1C95%: 0,41-3,12
7. Leucemias com massa tumoral
Sim 32 25 57 p=0,788'
Né&o 12 7 19 OR=0,72
Total 44 32 76 IC 95%: 0,22- 2,44

Fonte: primaria 1 — Teste de Qui-quadrado; 2 — Teste exato de Fisher; 3 — Teste da razdo de méaxima
verossimilhanca.

4.7 Analise multivariada dos fatores prognosticos das LLAS estudadas

No modelo de Cox multivariavel ajustado (tabela 22), os fatores progndosticos,
significativamente associados a sobrevida foram: contagem de leucdcitos (p =0,03),
sexo (p=0,028), classificagao do risco (p=0,012), 4), EGIL T (p = 0,017), bago maior
que 3 cm (p=0,009), e o CD62LIMF (p=0,023).

A comparacgao entre 0s riscos relativos mostra que o risco € maior para 0 Sexo
masculino para individuos previamente classificados como alto risco (quatro vezes
maior quando comparado aos individuos de baixo risco), que apresentavam bago

maior ou igual a 3 cm e com indices maiores de CD62LIMF.



Tabela 22 — Resultados do modelo de riscos proporcionais de Cox dos fatores

progndsticos das LLAs estudadas. Fortaleza, 2009.

Varidveis na equagao B Valorp Risco Relativo (RR) I 9?’0% para R,R
Inferior ~ Superior

Sexo 0,820 0,028 0,440 0,212 0,916
Idade (< 1 ano e > 9 anos) -0,343 0,584 0,710 0,208 2,419
FAB 0,783 0,107 0,457 0,177 1,183
Risco 1,421 0,012 4,143 1,372 12,507
IDNA 0,423 0,338 1,527 0,642 3,628
Bago (=3cm) 1,265 0,009 3,543 1,363 9,208
Leucdcitos em DO 0,000 0,030 1,000 1,000 1,000
Leucdcitos em D8 0,000 0,056 1,000 1,000 1,000
Blastos em D8 -0,048 0,342 0,953 0,863 1,052
CD44IMF -0,003 0,163 0,997 0,994 1,001
CD62LIMF -0,004 0,023 0,996 0,992 0,999
Egil (Grupo T) 0,017

Grupo B1 -1,071 0,421 0,343 0,025 4,662

Grupo B2 -2,004 0,056 0,135 0,017 1,056

Grupo B3 -2,644 0,009 0,071 0,010 0,521
SNC (Grupo 3) 0,230

Grupo 1 0,649 0,442 1,913 0,366 10,006

Grupo 2 -1,767 0,284 0,171 0,007 4,330
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5 DISCUSSAO

5.1 Caracteristicas clinicas, laboratoriais e fatores prognoésticos das LLAs

A LLA na crian¢a ndo € uma doenca unica, mas um grupo de doencas com
uma variedade de apresentacdes clinicas, evolucao e diversas aberracdes genéticas
nos blastos leucémicos.

A estratificacdo da LLA utiliza critérios clinicos (idade, sexo), laboratoriais
(contagem de leucocitos ao diagnostico, presenca blastos no SP e liquor),
caracteristicas imunofenotipicas, citogenéticas e moleculares dos blastos, assim
como a resposta ao tratamento de inducdo (FRIEDMANN e WEINSTEIN, 2000;
SMITH et al., 1996).

Em relacdo a idade, os resultados do estudo foram semelhantes aos
encontrados no Protocolo GBTI-93 e na literatura: 2,6% abaixo de um ano, 75%
entre um e nove anos e 22,4% acima de nove anos. O grupo de maior frequéncia
(entre um e nove anos) associa-se aos fatores progndsticos mais favoraveis. Nessa
faixa etaria, a SLE em seis anos, no Protocolo GBTLI-93, foi superior a dos
pacientes com idade superior a 10 anos (73% vs. 59%) (Protocolo GBTLI-93).

No estudo foram encontrados dois lactentes com idade inferior a 12 meses.
Esses pacientes apresentaram uma associacdo com fatores progndsticos
desfavoraveis como a alta leucometria inicial, imunofenétipo Bl (Pré-B),
hepatoesplenomegalia e pouca resposta ao tratamento de indugcédo. Resultados
concordantes com a literatura (BASSO et al, 1992; PUI et al., 1995). Os lactentes
apresentam maior risco para recaida e necessitam de tratamento mais intensivo. Em
Mmuitos grupos internacionais e alguns nacionais esses pacientes sao tratados com
protocolos especificos, baseados em maior intensidade de tratamento, (RUBNITZ et
al.,1994).

Dos pacientes analisados, 17 (23%) foram criangcas com idade acima de nove
anos: achados semelhantes ao Protocolo GBTI-93. Historicamente, adolescentes e
adultos jovens tém maior taxa de recaida e sobrevida diminuida, quando
comparados a criancas entre um e 10 anos (PUI et al,1999). Resultados mais

desfavoraveis nesse grupo podem decorrer da associacdo com outros fatores de
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pior progndéstico como altas leucometrias, alteracdes citogenéticas e imunofendtipo
T.

Ha discussbes na literatura em relacdo ao melhor protocolo para tratar tais
adolescentes. Alguns autores relatam que esse grupo quando tratados com
protocolos pediatricos de alto risco respondem melhor ao tratamento e apresentam
maior taxa de remissdo continua. A evolucdo mais favoravel parece estar
relacionada com a selecdo das drogas e a maior dose-intensidade dos protocolos
pediatricos (BOISSEL et al., 2003; NACHMANN, 2005).

No presente estudo, 65,8% dos casos foram do sexo masculino e a razao
sexo masculino/ feminino encontrada foi de 1,9, semelhante a encontrada por Rego
et al. (1996), no entanto, acima dos resultados do Protocolo GBTLI-93 que foi de
1,0. Trabalhos realizados em Pernambuco e na Bahia encontraram nas LLAS um
predominio do sexo masculino, semelhantes aos encontrados em nosso estudo
(BARRETO, 2001; LEITE et al.,, 2007). Relatos de largas séries internacionais
confirmam que ha discreto predominio da doengca no sexo masculino, porém
frequéncias variaveis sao descritas por diferentes autores, como Ma et al., em 1997,
na China, com 65,7% e Udayakumar et al., em 2007, com 63,8%.

O estudo BFM-90 em LLA de linhagem B demonstrou que o sexo feminino
apresenta uma evolucdo favoravel com SLE de 82% versus 75% em meninos
(SCHRAPPE et al., 2000). No estudo XIIIA do Saint Jude Children’s Research
Hospital (SJICRH), Pui et al. (1999) também mostraram uma melhor sobrevida para o
sexo feminino (84% vs. 71%). Esse fato pode ser parcialmente explicado pela maior
apresentacdo de LLA-T, IDNA mais desfavoravel e a presenca de maiores recidivas
testiculares em meninos. Estudos do Pediatric Oncology Group (POG) com LLA de
linhagem B também demonstraram progndstico desfavoravel para o sexo masculino
(SHUSTER et al., 1998).

Os Critérios de risco adotados pelo GBTLI foram utilizados em nosso estudo
para a estratificacdo dos grupos de risco, nos quais utilizam a idade e a leucometria
ao diagnostico associada a resposta a terapia de inducédo no D8 e D28. Alteracbes
citogenéticas e moleculares, apesar de importantes fatores progndsticos, ndo foram
utilizadas na estratificacdo dos grupos de risco no GBTLI e em nosso estudo.
Quanto ao risco 54% dos pacientes apresentou RB e 46% AR, achados

semelhantes aos resultados nacionais do GBTLI-93 e 99.
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Em relagdo as caracteristicas clinicas, os achados mais frequentes ao
diagnostico foram a hepatomegalia (63%), seguida da esplenomegalia (58%) e
linfadenomegalia (44%), o que esta de acordo com outros relatos da literatura
(CONTER et al., 2004).

A frequéncia da infiltragdo do SNC (SNC-3) encontrada foi de 6,5% (5/76),
semelhante (6,7%) a estudos de Barreto (2001), na Bahia, porém superior aos
resultados nacionais utilizando o GBTLI-93 e 99 que apresentaram percentuais de
1,7% e 2,4%, respectivamente. Esse fato pode ser parcialmente decorrente do
tamanho de nossa amostra. Estudos internacionais relatam uma frequéncia que
varia de 0,6% a 12,4% (SILVERMAN et al.,, 2001). A andlise do liquor de um
paciente demonstrou mais de 5 blastos/mm® ao diagnéstico, caracterizado como
SNC-2. Pacientes com tal achado ou com puncéo lombar traumética apresentam
maior risco de recaida no SNC (GAJJAR et al., 2000).

Quanto ao hemograma inicial, a maioria dos pacientes (85%) apresentou
hemoglobina (Hb) abaixo de 11 g/dl e anemia normocrémica e normocitica. A
contagem de plaquetas abaixo de 20.000/mm? foi evidenciada em 10,5% dos casos
e ndo estava associada a hemorragias importantes no momento do diagnostico.
Esses dados estdo de acordo com relatos da literatura (CONTER et al, 2004;
TEUFFEL et al., 2008).

No presente estudo a média de Hb ao diagndstico da LLA-T (10,8 + 2,45) foi
superior a da LLA-B (7,9 + 2,55; tabela 8), dados concordantes com a literatura.
Alguns autores relatam que ao diagndstico, os niveis mais baixos de Hb estédo
associados a doenca em estagio mais avancado (TEUFFEL et al., 2008).

Em 67% dos hemogramas analisados foram encontrados blastos no
esfregaco do sangue periférico. O hemograma apresentou-se normal em 4% dos
casos. Nos pacientes com hemograma normal, com suspeita de leucemias agudas,
a historia clinica e o exame fisico minucioso poderéo nos orientar quanto a indicacao
do mielograma para a confirmagéo diagnostica.

No trabalho, 16 pacientes (21%) apresentaram leucometria inicial maior que
50.000/mm?, considerado um fator prognéstico adverso, que os caracteriza como
pacientes de alto risco para recaida. Essa frequéncia € um pouco menor que dados
do Protocolo Brasileiro GBTLI (26%), porém sao semelhantes a estudos
internacionais que evidenciam leucocitose maior que 50.000/mm?® em cerca de 20%
dos casos (CHESSELS et al., 1995; SILVERMAN et al., 2001).
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A leucometria elevada ao diagnostico esté relacionada a massa tumoral, ao
tamanho da massa mediastinal, hepatoesplenomegalia e adenomegalias.
Geralmente esta associada a fatores de alto risco como as translocacfes
cromossOmicas desfavoraveis t(4;11) e t(9;22) (RAIMOND et al., 1990; SMITH et al.,
1996).

Deve ser enfatizada a importancia da leucometria para a estimativa global da
sobrevida dos pacientes. Dados do Protocolo GBTLI-93 relatam que pacientes com
leucécitos < 50.000/mm?® apresentam uma SLE de 72% + 3%, enquanto que
pacientes com leucdcitos > 50.000mm® apresentam uma SLE significativamente
menor (55% * 6 %) (Protocolo GBTLI-93).

Em relacdo ao imunofendétipo, 89,5% dos pacientes apresentavam LLA de
linhagem B, pouco acima dos resultados do Protocolo GBTLI-93 (87%). A maioria
dos casos foi LLA B comum (51,5%) e LLA pré B (45,5%). A LLA-T foi encontrada
em 10,5% dos casos, frequéncia pouco abaixo do Protocolo GBTLI-93 (13%), porém
em concordancia com estudos nacionais e internacionais que a frequéncia da LLA-
T varia de 7,4% a 16,4% (CONTER et al, 2004, GOLDBERG et al.,, 2003;
(SILVERMAN et al., 2001).

No estudo em questédo, a LLA -T foi mais frequente em meninos, maiores de
nove anos de idade, com alta contagem de leucécitos ao diagndstico, maior
envolvimento mediastinal e do SNC. A maioria dos casos de LLA-T (75%)
apresentou CD10 negativo. Houve uma associacao de fatores desfavoraveis nesse
grupo de pacientes. Em alguns protocolos, a LLA-T é considerada como alto risco
para recaida. Em estudos de Goldberg et al. (2003) criancas com LLA-T
apresentaram maior risco para falha na inducdo, para recaida precoce e recaida
isolada do SNC.

Atualmente com o uso de tratamentos mais agressivos, a LLA-T ja néo
apresenta um prognaostico tao reservado (CHAN, 2002). O grupo americano Dana-
Farber publicou um estudo com 1225 criangas com LLA, das quais 125 (10,2%)
apresentaram imunofenoétipo T e ndo demonstrou diferencas na sobrevida entre os
pacientes com esse imunofenotipo em relacdo aqueles com LLA de precursor B
(GOLDBERG et al., 2003). Em nosso estudo foi evidenciada uma menor sobrevida
dos pacientes com LLA-T (figura 4), que nao foi estatisticamente significante
(p=0,087). No Protocolo GBTLI-93 foi relatado uma menor SLE em seis anos, 44%
na LLA-T comparados a 72% de SLE na LLA-B.
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Na casuistica estudada, 97% dos pacientes expressaram CD10. Essa
porcentagem pode ser explicada porque na maioria dos pacientes com LLA de
linhagem B predomina os subtipos B comum ou pré-B, que apresentam elevada
expressdo de CD10. Campana e Behm (2000) relataram que o CD10 esta expresso
em 95% das LLA comum e em 98% na LLA pré-B.

Em relacdo a LLA-T somente 25% dos casos expressarem o CD10. Pui et al.
(1993) publicaram que entre 40% e 45% das LLA-T expressam CD10. No entanto,
estudo realizado por Udayakumar et al. (2007) evidenciou expressao de CD10 em
apenas 30% dos pacientes. A baixa expressédo encontrada em nosso estudo pode
ter sido mascarada pelo pequeno numero de casos de LLA-T (n=8) na amostra
estudada. Pacientes com LLA-T com fenétipo CD10 positivo apresentaram uma SLE
em seis anos em torno de 74%, contra 34% dos casos negativos.

O IDNA foi realizado em 58 pacientes. Quanto a ploidia, 14 deles (24%)
apresentaram blastos hiperdiploides, sendo 11 hiperdipléides com IDNA =1,16.
Raimond et al. (1996) encontraram uma frequencia de alta hiperdiploidia (maior que
51 cromossomos e IDNA = 1,16) nas LLAs de linhagem B em 30% dos pacientes
pediatricos e 0s associou com baixo risco de recaida e um prognostico bastante
favoravel. Achado semelhante ao de Udayakumar et al. (2007) que encontraram
hiperdiploidia em 29,7% dos pacientes estudados. O POG e outros grupos de
estudos das LLAs reportaram que blastos com IDNA entre 1,16 e 1,6 estdo
associados a prognéstico favoravel (TRUEWORTHY et al., 1992, ARICO et al. 2008).

No presente estudo, no grupo de pacientes hiperdipléides com IDNA 21,16 foi
encontrada uma forte associacao de fatores de bom prognéstico (idade entre 2 e 7
anos, leucdcitos abaixo de 20.000/mm?, imunofenétipo B e CD 10 positivo), baixo
risco para recaida (93% dos pacientes de RB) e uma boa resposta ao tratamento de
inducdo. No final da inducdo, esses pacientes apresentaram remissdo completa,
sem recidiva precoce e todos estavam vivos, portanto, um grupo de prognostico
bastante favoravel. Esses achados corroboram estudos de Arico et al. (2008) que
analisaram o IDNA em 1669 pacientes e encontraram hiperdiploidia = 1,16 em 19%
dos pacientes e maior frequencia nos pacientes com idade entre um e cinco anos e
leucécitos abaixo de 20.000/mm?® ao diagndstico e forte associagcdo com fatores
progndsticos favoraveis.

A boa evolucdo e prognéstico favoradvel dos pacientes com blastos

hiperdiploides sdo provavelmente decorrentes de uma combinacao de fatores: o
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acumulo de metotrexate e de seus metabdlitos ativos (poliglutamatos) com
sensibilidade aumentada aos antimetabdlitos, maior porcentagem de células na fase
S de divisdo celular, resultando em maior sensibilidade aos quimioterapicos ciclo
celular especificos e blastos mais susceptiveis a sofrerem apoptose (LOOK et
al.,1985; TRUEWORTHY et al.,1992).

A hipodiploidia € rara em criangcas com LLA. Em nosso estudo n&o foram
encontrados casos hipodiploides. Pui et al (2004) encontraram uma frequéncia de
hipodiploidia em 1% nas criangas com LLAs. Em estudo de Nachman et al. (2007) foi
evidenciado que criancas e adolescentes com LLA e hipodiploidia (menos de 44
cromossomos) estavam associados a fatores de pior progndstico e apresentaram
evolucao desfavoravel.

A analise IDNA por citometria de fluxo € um método simples e rapido,
relativamente barato. Udayakumar et al., em 2007, demonstraram uma boa
correlacdo e concordancia da ploidia por citogenética e pela citometria de fluxo.
Esse método poderia ser utilizado como fator progndéstico na maioria dos servicos
brasileiros para a caracterizacao dos grupos de risco nas LLASs.

Outros fatores prognésticos importantes sédo o regime terapéutico empregado
e a avaliacdo da resposta ao tratamento de inducdo (PINKEL, 1996). Muitos
estudos evidenciaram que a resposta durante as primeiras semanas do tratamento
esta significativamente associada ao prognéstico (COUSTAN-SMITH et al., 2002).
Essa monitorizacdo da resposta esta sendo utilizada para a decisao terapéutica em
diversos protocolos nacionais e internacionais, pois reflete a sensibilidade dos
linfoblastos as drogas quimioterapicas, a farmacodinamica e a farmacogenética do

hospedeiro.

Em nosso estudo, a resposta ao tratamento de inducéo foi avaliada pela
contagem de leucocitos e blastos no D8 e a avaliagdo da remissdo na MO do D28.
Em 5% da populacdo estudada foram encontrados no D8 blastos >1.000/mm?® e
leucécitos > 5.000/mm?, considerados como respondedores lentos e espera-se que
esse grupo de pacientes apresente um progndstico significativamente pior. No
GBTLI-99 foram encontrados 5% dos pacientes com blastos < 1000/mm? e
leucécitos > 5.000/mm?* no D8 e esses pacientes apresentaram menor SLE 52% =+
8,5% e 45%+2%, respectivamente (Protocolo GBTLI, 2000).
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Pacientes com blastos persistentes no SP, no sétimo ao décimo dia apds o
inicio da inducdo, apresentam alto risco para a recaida quando comparados a
pacientes sem blastos nesse periodo (COUSTAN-SMITH et al., 2002; GRIFFIN et
al., 2000).

Em estudos do Protocolo GBTLI-99 foi evidenciado que na analise
multivariada a contagem global dos leucécitos no D8 maior que 5.000/mm® esta
associado a maior risco de recaida e tem um impacto na SLE maior que a contagem

leucocitaria inicial.

Quanto a avaliacdo da remissdo no D28, o percentual de remissdo obtido
(95%) é semelhante aos resultados do GBTLI-93 e de estudos internacionais, 0s
guais mostram uma remissao continua de 95% a 98% (SCHRAPPE et al., 2000;
SILVERMAN et al., 2001).

Os 0bitos na indugéo ocorreram em 2,6% dos casos, resultado semelhante ao
do GBTLI-93 (3%) e superior a estudos em paises desenvolvidos, cujo percentual de
Obitos nessa fase variou de 0,5% a 1,4% (GOLDBERG et al., 2003; RUBNITZ et al.,
2004; SILVERMAN et al.,, 2001). A taxa de Obitos na indugcdo, um pouco mais
elevada no GBTLI e em nosso estudo pode ser decorrente de complicacdes
infecciosas e maior toxicidade a quimioterapia na fase de inducao.

Os parametros clinicos e laboratoriais das LLAs estudadas, em sua grande

maioria, assemelham-se aos resultados do estudo do GBTLI e da literatura.

5.2 Expresséao da L-selectina e do CD44 nas LLAs

Nos processos leucémicos, a expressdao da L-selectina e do CD44 se
correlacionam com o aumento do namero de células blasticas no sangue periférico,
assim como na predisposicdo das mesmas migrarem para outros 6rgdos como o
SNC, testiculos e mediastino, fato frequente na evolugédo das leucemias. Ha relatos
gue a alteracdo na expressédo ou funcédo das MA dos linfoblastos pode contribuir no
comportamento biolégico e evolucéo das leucemias agudas (CAVALCANTI-JUNIOR
et al., 1997; LIESVELD, 1997)

A expresséo dessas MA foi avaliada por citometria de fluxo, nas 76 amostras
de MO dos pacientes com LLA. Os parametros analisados foram a positividade e a

intensidade média de fluorescéncia (IMF) expressa pelos marcadores. A IMF é um
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parametro quantitativo que descreve melhor a distribuicdo dos antigenos na
superficie das células leucémicas. Esse parametro parece ser mais fidedigno que a
simples auséncia ou presenc¢a das MA nas células estudadas (ANGELOPOULOU et
al., 1999; BOROWITZ et al., 1997).

5.2.1 Expresséo do CD44 nas LLAs

Na leucemogénese, a expressédo do CD44 parece estar relacionada a biologia
dos blastos, a contagem inicial de leucdcitos, a presenca de blastos no sangue
periférico e a doenca extramedular (LIESVELD, 1997).

A expressdo do CD44 nas leucemias estudadas foi de 75% e a média do
IMF de 127,52+10,84 (tabela 10). Os resultados obtidos evidenciam a expressao
elevada nas LLA-Be T.

Neste estudo observou-se uma maior expressao do CD44 na LLA-T (87,5%;
IMF=150,44 + 20,29), porém sem diferencas significativas entre os subtipos da LLA-
T. Esses resultados estdo em conformidade com os estudos de Binhara (2001,
2002) que encontrou maior expressao na LLA-T (92%; IMF= 169,12 + 155,29). Por
outro lado, em estudos de Cavalcanti-Junior et al. (1997) foi observado uma maior
expressao na LLA-B (80,7%) comparado a LLA-T (72,5%).

Nas leucemias de linhagem B, Zittermann et al. (2001) relataram que a
modulacdo do CD44 correlacionava-se com fenoétipos representando os diferentes
estagios de maturacdo da célula B, podendo afetar o potencial de disseminacéo
dessas células.

Em relacdo aos fatores prognésticos das LLAs (idade, sexo, grupo de risco,
leucometria ao diagndstico, classificagdo FAB e subtipos EGIL) e os fatores
relacionados a resposta ao tratamento de inducdo, a expressdo do CD44 foi
encontrada em 70% a 80% dos casos, porém sem correlacdo estatisticamente
significante. Esses achados vao ao encontro de estudos de Mengarelli et al. (2001)
gue, apesar de evidenciar uma maior expressao do CD44 nas leucemias (84,2%),
nao encontraram correlacao significativa com os fatores prognosticos, evolucédo e
maior risco de recidiva nas LLAs. Resultados diferentes foram observados por Oh et
al. (2003) que relataram a associa¢do do CD44 a uma evolucao desfavoravel em 86

pacientes com LLA.
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Na andlise da expressdo do CD44 em relagdo ao IDNA foi encontrada uma
positividade de 100% nos pacientes hiperdiploides, enquanto que nos pacientes
dipléides foi de 72% (p=0.028; tabela 12). Quando se correlaciona a IMF do CD44
com o IDNA, observa-se que a média do IMF nos blastos hiperdipléides (185,40) é
superior a média dos blastos dipléides (p=0,034; tabelal?2).

Ha poucos relatos na literatura relacionando o CD44 e a citogenética.
Mengarelli et al. (2001) ndo encontraram correlacdo da expressédo do CD44 com
translocacdes cromossémicas como a t(9;21) e t(4;11) das LLAs. Em nossa revisédo
da literatura, ndo foram encontrados relatos sobre correlagéo da expresséo do CD44
com o IDNA.

Em nosso estudo, pacientes com LLA com massas tumorais apresentaram
uma maior expressdo do CD44 (84%) em relacdo a LLA sem massas tumorais
(52%), sendo esta diferenca estatisticamente significante (p=0,01). Pacientes que
apresentaram massas tumorais tém quase cinco vezes mais chances de expressar o
CD44 que os pacientes sem massas tumorais (OR=4,8).

Quando as LLAs foram estratificadas pelo imunofendétipo, pacientes com
LLA-B com massas tumorais apresentaram 84% de linfoblastos CD44 positivos,
mantendo a significAncia estatistica ao nivel de 1%. Em relacdo aos pacientes com
LLA-T com massas tumorais, todos 0s oito pacientes apresentaram 100% de
linfoblastos CD44 positivos, no entanto, houve limitacdo da aplicacdo de testes
estatisticos em decorréncia do pequeno tamanho da amostra (n=8).

Esses resultados corroboram com os resultados de Cavalcanti-Junior et al.
(1997) que encontraram a expressdo do CD44 na LLA-B com infiltragdo tumoral de
93,7% e na LLA-T de 86%, principalmente nas LLAs com grandes massas
abdominais e mediastinais. Nahla et al. (2003) também encontraram a expressao do
CD44 em 90% das LLAs e uma forte associacdo com LLA com grandes massas
tumorais (massa mediastinal, organomegalias e infiltragdo de SNC), porém sem
correlacdo com fatores prognésticos desfavoraveis (leucocitos > 50.000/mm3, LLA-
T, MO infiltrada no D15).

As LLAs com massas tumorais estdo relacionadas a uma evolucao
desfavoravel, com maior risco de recaidas extramedulares e falha de tratamento de
inducdo, sendo mais frequentemente encontradas na LLA - T (STEINHERZ et al.,
1998).
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Sabe-se que as grandes massas tumorais nas leucemias € um marcador de
suas caracteristicas bioldgicas, porém seu valor progndéstico independente ndo é
facil de estabelecer, devido a forte associacdo com alta leucometria e imunofenotipo
T (STEINHERZ, 1998).

Pacientes com LLA com alta contagem de leucdcitos apresentam uma doenga
rapida com uma alta taxa de proliferacdo dos blastos. Esses leucdcitos e blastos
elevados podem estar associados a carga tumoral ou “Tumor burden”, aumentado o
risco de recaida e evolucdo desfavoravel nas LLAs. Nos pacientes estudados foi
observado que 77% dos linfoblastos circulantes expressavam CD44, como relatado
na literatura (CAVALCANTI-JUNIOR et al.,1997; KOOPMAN et al., 1994).

E importante ressaltar que em alguns estudos demonstra-se a importancia de
diferentes isoformas do CD44, relacionando-as aos eventos fisiopatologicos na
disseminacéao das leucemias agudas (BENDALL et al., 2004; PONTA et al., 2003). A
expressédo elevada da isoforma CD44v4 foi encontrada na LLA-T com grandes
massas tumorais. Em nosso estudo ndo foram avaliadas as isoformas do CD44.

KHAN et al., (2008) estudaram a expressdo do CD44 e a isoforma CD44v6
por citometria de fluxo em pacientes com LLA e demonstraram que a expressao do
CD44 esta associada a recaida e € um fator independente da idade e contagem de
leucécitos. No entanto, a expressdo elevada do CD44v6 ndo estd associada a
recaida.

Os ‘achados de nosso estudo e os relatados na literatura sugerem que o
CD44 pode estar envolvido na patogénese da LLA com grandes massas tumorais,
facilitando a passagem de blastos para os diferentes tecidos resultando na
proliferacdo e disseminacdo extramedular da doenca. Na disseminacdo metastatica
das células tumorais a firme aderéncia ao endotélio parece ser mediada
principalmente pelo CD44 e suas isoformas, como ja foi observado nos linfomas.
Ha relatos na literatura que as leucemias linféides cronicas e linfomas com fenotipo
CD44 positivos também possuem caracteristicas clinicas distintas e apresentam
maior frequéncia de massas tumorais, infiltracdo de SNC e ma resposta ao
tratamento (KOOPMAN et al., 1994).

Os resultados deste trabalho e de estudos anteriores indicam que € oportuno
considerar que o CD44 possa ser empregado como marcador adicional na
monitorizacdo do progndstico e na avaliacdo dos mecanismos de evolugédo

patolégica das LLAs. Estudos adicionais sdo necessarios para melhor



86

esclarecimento dos mecanismos da regulacdo da expressao do CD44 na superficie
das células e de suas formas soluveis.

Estudos mais recentes relatam que o0s anticorpos anti-CD44 podem
efetivamente suprimir a proliferacdo e induzir diferenciacdo ou a apoptose dos
blastos de alguns subtipos de leucemias. Neste sentido, estudos em fases
preliminares utilizando o CD44 como alvo terapéutico tém sido realizados (LIU e
JIANG, 2006). Acredita-se que novas pesquisas clinicas sejam necessarias para se
descobrir o real valor do CD44 e de seus anticorpos monoclonais no diagnéstico,

Nos processos metastaticos, no prognastico e terapia das neoplasias hematolégicas.

5.2.2 Expressdao da L-selectina nas LLAS

A expressédo da L-selectina nas leucemias, tanto na forma ligada & membrana
como na sua forma solavel, foi analisada por varios autores. Ha relatos na LMA,
porém nas LLA-B e T a literatura é escassa (EXTERMANN,1998; HAFEZ et al.,
2003; OLEJNIC, 1999; STUCKI et al., 2001)

Existem poucos estudos da L-selectina em neoplasias linféides em criancgas.
Yari et al. (2001) estudaram a expressdao das MA em linfomas ndo Hodgkin em
criangas e evidenciaram a expressdo da L-selectina em 63% dos casos. Nos
linfomas linfoblasticos a positividade foi de 75% e estava associada a forma
disseminada da doenca.

Ha poucos estudos sobre a expressdo da L-selectina e seu significado
clinico e prognaostico nas LLAs. A expressao aumentada pode estar relacionada a
doenca extramedular, principalmente na infiltracdo de SNC.

Em estudos com LMA, Stucki et al. (2001) descrevem a importancia dos
receptores de adesao e citocinas secretados pelos mieloblastos nos fenémenos da
leucostase e infiltracdo tecidual das células leucémicas. Os mieloblastos podem
ativar as células endoteliais e promover sua propria adesdo a parede vascular pela
secrec¢do de citocinas e ativacdo das células endoteliais pelos receptores de adesao.
Dentre esses receptores, a L-selectina deve ter uma funcédo na ligacdo dos blastos
L-selectina positivos ao endotélio ativado. As diferencas na expressdo das MA
devem afetar o trafico de mieloblastos e o prognéstico das leucemias.

No presente trabalho foi estudada a expressao da L-selectina nas LLAs com 0

objetivo de correlaciona-la com os achados clinicos, os fatores progndsticos, o
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acometimento extramedular e as formas tumorais das LLAs. A expressédo da L-
selectina nas LLAs estudadas foi de 58% e a média do IMF de 130,63+13,80. A
LLA-T apresentou expressdao da L-selectina (87,5% e a média de
IMF=272,331£52,72) mais elevada que a LLA-B (54,4% e a média de IMF=
115,90+£12,75). Essa expressao foi estatisticamente significante (p=0,004) quando se
compara as médias do IMF (Tabelas 16).

Em estudo realizado por Binhara (2002) foi demonstrada uma maior
expressao da L-selectina na LLA-T (78%) comparado a 24% na LLA-B (p < 0,05).
Esse autor enfatizou a relevancia do achado, pois seria um dos primeiros trabalhos a
avaliar a L-selectina na LLA-T. Em nosso estudo a expressédo da L-selectina foi
superior a encontrada por Binhara em 2002, tanto na LLA-T (87,5%) como na LLA-B
(54,4%).

A andlise dos subtipos FAB e EGIL (Bl a Blll e Tl a TIV) das LLAs nao
mostraram associacao significativa com a expressao da L-selectina (p > 0,05). Esses
resultados também foram demonstrados por outros autores (Binhara, 2001, 2002)

Em relacdo aos fatores progndésticos (idade, sexo, risco, leucometria ao
diagnostico), classificagcdo FAB, IDNA, presenca de doenca extramedular e as
formas tumorais das LLAs n&o houve correlacéo estatisticamente significante com a
expressado da L-selectina. Esses achados corroboram com os dados de Hafez et al.
(2003) que relataram uma alta expressdo da L-selectina nas LLAs, porém nao
mostraram correlacédo estatisticamente significante com as formas de apresentacao
clinica, fatores prognésticos e doenca extramedular.

Mengarelli et al. (2001) demonstraram a expressado da L-selectina em 24%
das LLAs e também n&o encontraram correlacdo com fatores de alto risco: idade,
leucometria inicial, infiltragdo do SNC e alteracbes cromossémicas. Nesse estudo, a
expressao das MA foi considerada positiva quando estava acima de 30%. Em nosso
estudo, o nivel de corte foi acima de 20%, fato que poderia explicar parcialmente a
maior expressao da L-selectina em nossos dados (54%).

A L-selectina também pode ser encontrada na forma sollvel (sL-selectina),
porém parece ndo existir uma correlacdo da expresséo celular da L-selectina com a
forma soluvel (Hafez et al. 2003).

Altos niveis de sL-selectina estao presentes ao diagnostico das leucemias de
linhagem B e T em criangas. Olejnic (1999) observou que h&d uma diminuicao

significativa na concentracdo da sL-selectina quando no final da quimioterapia
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intensiva os pacientes entram em remissdo e aumenta na recaida. Sugerindo que a
monitorizacdo da sL-selectina pode ser (til na avaliacdo da atividade da leucemia.

Os niveis de sL-selectina na LLA apresentam uma forte correlacdo com a
contagem de leucdcitos, blastos no SP e MO. Blastos sL-selectina positivos
apresentam maior chance de migrar para linfonodos, baco e figado e estdo
relacionados a presenca de massas tumorais. Pacientes com doenca extramedular
como linfadenomegalia generalizada, hepatoesplenomegalia, infiltracdo de SNC
apresentaram um  aumento  significativo  (p<0,001) da  sL-selectina
(EXTERMANN,1998), porém em estudo de Hafez et al. (2003) a sL-selectina ndo
apresentou correlacdo com as formas de apresentacao clinica nem com a infiltracédo
do SNC.

Uma associacao significativa foi encontrada entre o nivel de sL-selectina e a
evolugdo clinica. Pacientes com o nivel plasmético aumentado da sL-selectina
apresentaram menor sobrevida global e maior risco de recaida e morte quando
comparados a pacientes com niveis normais. (OLEJNIC et al., 1999).

As selectinas estédo envolvidas com a adeséo de células tumorais ao endotélio
nos processos de metastizacdo. As selectinas podem ser usadas como prognéstico
e possivelmente, como alvo terapéutico em neoplasias (KRAUSE e TURNER,
1999). Nos processos metastaticos estdo associadas com extravasamento de
células tumorais do sangue periférico para os tecidos. Acredita-se que esse
movimento siga uma cascata molecular iniciada, em parte, pelos trés membros da
familia das selectinas (E, P e L-selectina).

Recentes estudos tém demonstrado o envolvimento das selectinas na
progressdo de doencas como cancer e suas metéstases, doencas inflamatorias e
auto-imunes, assim como a utilizagdo das selectinas e seus ligantes (anticorpos
anti-selectinas, anticorpos anti-receptores, contrarreceptores e antagonistas das
selectinas) como potenciais alvos terapéuticos no tratamento dessas doencas.
(KNEUER et al., 2006; BARTHEL et al., 2007).

Belanger e St-Pierre (2005) demonstraram que as selectinas apresentam um
papel importante no crescimento do linfoma de células T no timo e sua disseminacao
para 6rgdos periféricos e seus trabalhos sugerem que as selectinas induzem a

expressao de genes que controlam os estagios avancados das metastases.
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5.3 Anélise multivariada dos fatores prognosticos e moléculas de adeséo

Os fatores prognosticos na LLA da infancia sdo dependentes de formas
clinicas e laboratoriais ao diagnostico, de caracteristicas genéticas e moleculares

das células leucémicas e da resposta ao tratamento inicial.

A relativa ordem de significAncia e interrelacdo dessas varidveis sao
frequentemente dependentes do esquema de tratamento e necessitam de andlises
multivariadas para se identificar fatores progndsticos independentes (SCHRAPPE et
al., 2000; UCKUN et al., 2001)

Para a estratificacdo dos grupos de risco das leucemias ndo ha métodos de
estratificacdo universalmente aceitos, porém na maioria dos estudos a idade, 0 sexo
e a leucometria ao diagnostico séo fatores progndsticos consistentes.

No presente estudo, a analise multivariada, utilizando o modelo de regresséo
de Cox, foi realizada para determinar as covariaveis relacionadas com a sobrevida
dos pacientes. 0s fatores progndsticos significativamente associados a sobrevida
foram: contagem de leucécitos (p=0,03), sexo (p=0,028), classificacdo do risco
(p=0,012), imunofendétipo T (p=0,017), baco maior que 3 cm (p=0,009), sendo
esses fatores ja citados na literatura. Outros fatores como a classificacdo FAB,
IDNA, Blastos no D8, CD44IMF ndo foram considerados fatores progndsticos
independentes no estudo.

A comparacdo entre 0s riscos relativos mostra que o risco € maior para o
sexo masculino, para individuos previamente classificados como alto risco (quatro
vezes maior quando comparado aos individuos de baixo risco.

No Protocolo Brasileiro GBTLI, foram consideradas varidveis de alto risco na
andlise multivariada: idade, leucécitos > 50.000mm?, blastos periféricos positivos no
D8, leucometria > 5.000/mm> no D8 e imunofenotipagem T, e constatou-se que a
presenca de blastos periféricos positivos no D8 € um fator independente de mau
prognéstico. Na analise do risco de recaida os lactentes e imunofenétipo T
apresentam maior risco de recaida e pior prognéstico (PROTOCOLO GBTLI 93, 99).

Em estudo de Ishii et al. (2001) foram avaliadas 220 criancas com LLA. Na
analise multivariada também foi demonstrado que a leucometria ao diagnéstico e o

sexo foram fatores prognosticos independentes nos pacientes de alto risco.
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Pacientes do sexo masculino e com leucécitos maiores que 50.000/mm?

apresentavam trés vezes mais risco de recaida.

Hann et al. (2001) publicaram um estudo na tentativa de confirmar a
importancia de varios fatores progndsticos. Avaliaram 2.090 criancas com
diagnostico de LLA tratadas com o protocolo inglés MRC UKALL XI. A analise
multivariada confirmou a influéncia da idade, sexo e contagem inicial de leucécitos
no prognaostico, assim como a remissdo completa no término do tratamento de
inducdo. Pacientes com menos de 10 anos de idade e contagem de leucdcitos
menor que 50.000/pl apresentaram melhor sobrevida livre de eventos (69%), em
cinco anos, enquanto que em maiores de 10 anos, com contagem de leucdcitos
maior que 50.000/ul, a sobrevida foi de 39%. Nesse estudo as meninas também
apresentaram melhor progndstico que os meninos. Hiperdiploidia, com mais de 50
cromossomos também foi fator de bom progndstico, no entanto, as organomegalias,
classificacdo FAB, infiltragdo de SNC ao diagndstico e caracteristicas
imunofenotipicas ndo tiveram nenhuma influéncia no prognastico.

Schultz et al. (2007) analisaram os fatores prognésticos do grupo POG e do
Children’s Cancer Group (CCG). Foram avaliadas, retrospectivamente, 6.238
criancas com diagndstico de LLA de linhagem B, representando a maior analise de
fatores progndsticos realizada até o momento, na tentativa de validar marcadores
prognésticos identificados em amostras menores. Neste estudo, idade e contagem
inicial de leucdcitos apresentaram importancia no progndéstico, porém sexo, raca,
presenca de hepatoesplenomegalia e massa mediastinal, assim como a
classificagdo FAB néo interferiram na resposta ao tratamento.

Em estudo de LEITE et al. (2007) foi evidenciado que na analise multivariada,

segundo o modelo de Cox, as variaveis de maior impacto para a sobrevivéncia foram
a faixa etaria e a leucometria, porém a leucometria foi a Unica variavel que
apresentou significancia estatistica.
No presente estudo a intensidade média de fluorescéncia da L-selectina, na analise
multivariada, se mostrou como um fator prognéstico independente (p=0,023), porém
h& poucos relatos na literatura. Novas pesquisas, com maior numero de pacientes,
serdo necessarias para proporcionar mais subsidios para a determinacao do real
valor progndstico da L-selectina, assim como o melhor entendimento do seu papel
nos processos de disseminacgao e progresséao das LLAS.



6 CONCLUSOES

- A idade, sexo, leucometria ao diagnostico, o IDNA, o imunofenétipo T e a
resposta ao tratamento de inducdo foram fatores prognosticos importantes no

estudo.

- Na analise multivariada, a leucometria ao diagndstico, sexo, imunofendtipo
T, a classificacdo de risco e a L-selectina foram considerados fatores

prognésticos independentes que influenciaram na sobrevida das LLAs estudadas.

- O CD44 apresenta expressdo aumentada nas LLAs estudadas, porém
nao houve correlacdo estatisticamente significante com os fatores progndésticos:
idade, sexo, leucometria inicial, imunofenotipagem, nivel de LDH e resposta ao

tratamento de inducédo (p>0,05).

- O CD44 apresenta a expressdo aumentada na LLA com massas
tumorais e parece correlacionar-se com 0s mecanismos de disseminacao

extramedular dos linfoblastos.

- A correlacdo da L-selectina com os fatores progndésticos (idade, sexo,
leucometria inicial, indice de DNA, nivel de LDH e resposta ao tratamento de

inducao) nas LLAs néo foi estatisticamente significante (p>0,05).

- A L-selectina apresenta expressdo aumentada nas LLAs estudadas,
principalmente nas LLA-T (p=0,004). Esses achados indicam que futuros estudos
com um maior numero de pacientes serdo necessarios para estabelecer uma

correlacéo clinico-patologica, e seu possivel valor prognéstico, nas LLA-T.
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APENDICES

Apéndice A - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Participacdo no Estudo - Expressdo das moléculas de adesdo L-selectina e
CD44 na LLA em criancas e adolescentes.

Eu, como responsavel do menor

afirmo que fui devidamente informado pelo médico do Servico de Oncologia
Pediatrica do Hospital que meu filho(a)

apresenta Leucemia Linféide Aguda. Também fui esclarecido(a) sobre o0 modo e os

possiveis efeitos indesejaveis do tratamento com o Protocolo

e as possiveis chances de cura que sdo esperadas com esse tratamento.

Afirmo que fui esclarecido(a) que no sangue e/ou medula éssea colhidos
para a confirmacdo do diagnostico do meu filho(a), serdo realizados testes
laboratoriais adicionais para a pesquisa com as moléculas de adesdo, portanto ndo
sendo necesséria colheita adicional de sangue e/ou medula 6ssea. Nao havera

desconforto e nem risco adicional para o paciente.

Estou consciente que a participagdo de minha crianca neste estudo é
voluntaria. A recusa nha participacdo nao levard nenhum prejuizo para o tratamento
da crianca e nem nos cuidados médicos com a mesma. A identidade da crianca nao
sera revelada em publicacbes. Os registros dos dados seréo confidenciais e todas
as avaliacbes serédo feitas respeitando o segredo profissional e a protecdo dos

dados pessoais do paciente.

EU |li as informacdes acima (ou foram lidas para mim) e todas as minhas
perguntas foram respondidas para a minha satisfacdo. Com minha assinatura
declaro que estarei de acordo com o0 uso do sangue e/ou medula 6ssea de meu
filho(a) e permito que dos dados clinicos e laboratoriais sejam utilizados na

realizacdo do referido estudo.

Local Data

Assinatura do responsavel Assinatura do pesquisador

Assinatura do paciente (maior 12 anos)
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Apéndice B - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Participacdo no Estudo - Expressdo das moléculas de adesdo L-selectina e

CD44 na LLA em criancas e adolescentes (populacdo pediatrica normal).

Eu como responsavel do menor

afirmo que fui devidamente informado sobre o referido estudo.

Eu autorizo a participacdo de meu filho(a) neste  estudo, para a
determinacao da expressdo dessas moléculas de adesdo na populacédo pediatrica

normal, a fim de serem comparados com o grupo de pacientes com LLA.

Fui esclarecido que sera realizado a coleta adicional de 3ml de sangue por
puncdo venosa em meu filho(a), juntamente com os exames laboratoriais que o
mesmo ird colher neste momento, ndo acarretando nenhum desconforto ou risco

adicional para a minha criancga.

Estou consciente que a participacdo neste estudo € voluntaria. A identidade
da crianca ndo sera revelada em publicacbes. Os registros dos dados serao
confidenciais e todas as avaliagdes serao feitas respeitando o segredo profissional
e a protecédo dos dados pessoais do paciente.

EU li as informacdes acima (ou foram lidas para mim) e todas as minhas
perguntas foram respondidas para a minha satisfacdo. Com minha assinatura
declaro que estarei de acordo com a coleta adicional de sangue e que também
permito que os dados clinicos e laboratoriais de meu filho sejam utilizados na

realizacdo do referido estudo.

Local Data

Assinatura do responsavel Assinatura do pesquisador

Assinatura do paciente (maior 12 anos)
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Apéndice C
EXPRESSAO DAS MOLECULAS DE ADESAO L-SELECTINA E DO CD 44 NA
LLA EM CRIANCAS E ADOLESCENTES

Ficha clinica e laboratorial

1. Instituicdo: HC-ICC HIAS Data Diag - / /
Médico
2. Nome RG.
Paciente LACAT
3. Sexo: Masc. () Fem. ( ) 4. 4.Raga: Branca ( ) Nao Branca( )
5. Data do nascimento : / / 6. ldade: ano méses
7. Data inicio TTO: / / 8. Grupoderisco: AR ( ) RB ( )
9. Peso ao diagnoéstico : Kg 10. EST: cm 11. sC m?
12. Orgédos Acometidos Outros
Baco: Nao( ) Sim ( ) cm | (especificar)
Testiculos: Nao ( ) Sim ()
Figado: Ndo ( )Sim( ) cm | Alargam.
SNC: Nao () Sim () Mediastinal
Adenomegalais: Nao( )Sim( )

13. Resultado do Hemograma do DO

14. Resultado do Liquor Inicial DO

3

GB Blastos mm

%

GB Blastos Prot

Hb g/dI Ht% Plag./mm?®

Situacdo SNC 1 D 2|:| 3 D




15. Bioquimica

112

DO

D7

D14

D29

D43

Hb

Ht

GB/mm?

Blastos(%)

Neut. Total

Neut. (%)

Plag/mm?

Uréia

Creatinina

TGO

TGP

Na

K

Célcio

Fosforo

AcidoUrico

LDH

BTf

Glicemia

Sorologia

MO

LCR
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16 . Medula 6ssea

MO - Blastos % L1( )YL2( ) L3 ( )YB( )T ( )
17. Citoquimicas
PAS Pero Sudan Fosf. acida
Pos. Pos.
[ 1 Neg. [ ] ] [ ]
18. Imunofenotipagem
CD2 CD3 CD5 CD7
Calla
( )Pos _ % |( )Pos _ % |( ) Pos % |( ) Pos__ %|( ) Pos___ %
() Neg. () Neg. () Neg. () Neg. () Neg.
( )NR () NR () NR () NR () NR.
CD19 CD20 CD22 CD33
CD13
( )Pos _ % |( )Pos __ % |( ) Pos % |( ) Pos___ %|( ) Pos__ %
() Neg. () Neg. () Neg. () Neg. () Neg.
( )NR () NR () NR () NR () NR.
CD 44 CD 62L CD CD
(HLADR)
( )YPos _ % |( )Pos _ % |( ) Pos % |( ) Pos__ %|( ) Pos___ %
() Neg. () Neg. () Neg. () Neg. () Neqg.
( )NR () NR () NR () NR () NR.
18. Indice de DNA
Nao realizado ( ) Realizado ( ) | DNA l. Prol.
19. Citogenética
N&o realizada ( ) Realizada ( ) CromossomoPh: ( ) Pos. () Neg.

Outras translocacdes
Encontradas

N° de cromossomos
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Apéndice D
Resumo do trabalho para o XXIl SLAOP.

XXII Congreso Latinoamericano de Oncologia Pediatrica @ l am

I Congreso Latinoamericano de Psico-Oncologia Pediatrica
I Encuentro Latinoamericano de Enfermeria en Oncologia Pediatrica
I Encuentro Latinoamericano de Equipos Multiprofesionales en Oncologia Pediatrica

I Encuentro Latinoamericano de Voluntarios y de la Asociaciéon de Padres de Nifnos con Cancer

Sao Paulo, 4 y 5 de Octubre 2009

EXPRESSAO DA L-SELECTINA E DO CD44 EM LEUCEMIAS LINFOIDES AGUDAS EM
CRIANCAS E ADOLESCENTES

Daniel Willian LUSTOSA!, Jesamar Correia de MATOS?, Marcus Davis Machado BRAGA?,
Francisco Valdeci de Almeida FERREIRA®.

1- Servico de Oncologia Pediatrica - HC-ICC, Servico de Hematologia HUWC-UFC.
Fortaleza, Brasil; 2 - Centro de Referéncia do Diagnéstico do Céancer da Crianca e do
Adolescente Dr. Murilo Martins - HIAS. Fortaleza, Brasil; 3 - Departamento de Patologia e
Medicina Legal — UFC. Fortaleza, Brasil.

Moléculas de adesdo (MA) sédo glicoproteinas de membrana essenciais em varios
processos bioldgicos: proliferacéo, diferenciacao, expressao génica, migracdo e apoptose.
A expressao aumentada nas LLAs parece relacionar-se com o comportamento bioldgico,
como nos mecanismos de disseminacgdo extramedular dos linfoblastos, infiltragdo do SNC e
formacéo de massas tumorais.

Objetivos - Analisar a expressdo da L-selectina e do CD44 nas LLAs em criancas e
adolescentes. Correlaciona-las com os fatores prognésticos (idade, sexo, leucometria,
imunofendtipo, IDNA e resposta ao tratamento) e com suas formas extramedulares.
Material e Métodos — Foram avaliados 76 pacientes com LLA, tratados com o Protocolo
GBTLI-LLA. O diagnéstico foi baseado em critérios FAB, imunofenotipicos (EGIL) e
citogenéticos. A expressdo das MA foi avaliada por citometria de fluxo, utilizando tripla
marcagdo com anticorpos monoclonais. Os parametros analisados foram positividade e
intensidade média de fluorescéncia. Na analise estatistica utilizou-se o software SPSS 16.0,
com os testes de Qui-quadrado e de Mann-Whitney.

Resultados - A média de idade foi 6,3+0,5 anos (0,5-17), sendo 65% meninos. Quanto ao
risco, 54% eram baixo risco e 46% alto risco e classificagcdo FAB 83% subtipo L1 e 17% L2.
Diagnostico de LLA-B foi mais frequente com 89,5% dos casos. IDNA = 1.16 foi encontrado
em 24% dos pacientes e associou-se a bom prognéstico. Observou-se uma maior
expressao do CD44 na LLA-T (87,5%/ IMF=150,44+20,29), porém sem significancia
estatistica. LLAs com massa tumoral apresentaram 84% de expressao do CD44, quando
comparada a 52% das LLAs sem massa tumoral (p=0.01; OR=4,8). Expressdo aumentada
da L-selectina na LLA-T (87,5%/IMF=272,33t52,72) foi estatisticamente significante,
comparado a LLA-B (54,5%/IMF=115,90£12,75). Nao houve correlagdo entre os outros
fatores prognosticos e essas MA.

Conclusdo — A expressdo da L-selectina e do CD44 estdo aumentadas nas LLAs
estudadas, principalmente na LLA-T. O CD44 correlacionou-se com LLAs com massas
tumorais e parece estar relacionado aos mecanismos de disseminacdo extramedular dos
linfoblastos
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Anexo A - Autorizacdo CEP - HC-ICC

BT T - 1 HOSPITAL DO CANCER
- HOSE ITAL INSTITUTO DO CANCER DO CEARA
- @ DO CANCER CcoOMITE DE ETICA EM PESQUISA

Instituto da Cincer do Ceard

Fortaleza, 28 de maio de 2008

Ao Pesquisador: Daniel William Lustosa de Souza
Ref. ao Projeto: 66/2007 - Expressao das moléculas de adesdo CD44 e
CD62L na Leucemia Linféide Aguda em Criancas e Adolescentes.

Considerando o fato de o projeto de sua responsabilidade, acima
referenciado, ter sido apresentado na reunido CEP, de 07/11/2007, recebendo
parecer: APROVADO COM PENDENCIA, feitos os ajustes necessarios, e ja do
conhecimento deste comité, poderd o mesmo entrar em execucao, a partir desta

data.
Cordiais Saudacdes,
&/L ‘ g / / “C

INSTITUICAO SEM FINS LUCRATIVOS — DECRETO N° 73.346 — DE 20 DE DEZEMBRO DE 1973
Rua: Papi Janior, 1222 — Rodolfo Teéfilo — Fortaleza — CE. — Cep.: 60430-230 — Fone (085)3288-4400
Fax: (085) 3288-4478 — E-mail: cep@hospcancer-icc.org.br -site: www.hospcancer-icc.org.br
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Anexo B

Protocolo de Autorizagdo do Comité de Etica do HIAS

HOSPITAL INFANTIL ALBERT SABIN

HOSPITAL INFANTIL :
COMITE DE ETICA EM PESQUISA
ALBERT SABN i Rua Tertuliano Sales 544 ~ Vila Unifio - Fortaleza ~ Ceara

SECRETARA DA SAUDE DO CEARA _ FoneFax: (85)3101.4212 - 31014283

Fortaleza, 06 de agosto de 2008.

Registro no CEP: 058/08
Data da Aprovagao: 06/08/08

Titulo do Projeto: “Expressdo das moléculas de adesdo CD44 e
CD62L na Leucemia Linféide Aguda em criangas e adolescentes”

Pesquisador: Daniel Willian Lustosa de Sousa

Instituicdo / Servigo: Hospital Infantil Albert Sabin

Levamos ao conhecimento de V. 82, que o Comité de Etica em
Pesquisa - COMEPE, do Hospital Infantil Albert Sabin ~ Secretaria da
Saude do Estado do Ceara‘, dentro das normas que regulamentam a
pesquisa em seres humanos, do Conselho Nacional de Satde — Ministério
da Saude, Resolucéo n® 196, de 10 de outubro de 1996, aprovou © projeto
supracitado.

O pesquisador devera apresentar uma copia do relatorio final
ao Comité de Etica em Pesquisa.

gjha Lucia Ribeiro
. do ité de Etica e squisa



Anexo C

Composicao de solugcdes empregadas
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1. Solucédo PBS-Azida-BSA

PBS 10X -----mmmmmmmmmmm oo 100ml
EDTA - 500mg
Azida  ----memememeeeeeee e - 29
BSA - -- 209
MilliQ gsp---------------- e 1000ml

Ajuste do pH para 7,3

2. Solucéo de lise para hemacias

[ /Y] [ e - 0,829¢
N 0,084g
EDTA diSSOAICO ---n-rnmmrmmmrmmmmemmormm e e 3,7/mg
MilliQ gSp --------------- srorereseneneneoeoes - 100ml

Ajuste do pH para 7,3

3. Solucao tampao de lavagem

NACI == m e 0,829
K oo e 0,29
KH2P Oy =mmmmm e 0,29
NaH2P Oy -----m-m-mm e oo 1,139
MilliQ gsp---------------- e ---- 1000ml

Ajuste do pH para 7,3

4. Paraformaldeido a 1%

Paraformaldeido ----------==-====mmmmmmmmmmmeeee 1g
PBS 10X ---m-mmmmmmm e 10ml
MilliQ gsp---------------- o 100ml

Ajuste do pH para 7,3




