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Resumo

Leucemia Linféide Crénica (LLC) € uma neoplasia maligna de linfécitos B maduros
com aspecto monomorfico, que se acumulam em tecidos linféides secundarios,
medula 6ssea e sangue periférico. O diagnéstico é realizado com base em
achados clinico-morfologicos e imunofenotipicos. Os pacientes com LLC séo
estratificados conforme o estadiamento clinico para definicdo de terapéutica;
atualmente a descoberta de marcadores prognosticos, como ZAP-70, trouxe
novas perspectivas ao tratamento, principalmente no estadio precoce. Os
objetivos deste estudo foram: avaliar a eficacia da pesquisa da ZAP-70 em bidpsia
de medula 6ssea (BMO) e em inclusdo do coagulo, utilizando-se a técnica de
imuno-histoquimica; avaliar possiveis correlagbes deste marcador na BMO com
evolucéo clinica e risco de progressao; correlacionar a imuno-expressao da ZAP-
70 com o arcabougo reticulinico das BMO; avaliar se este arcabouc¢o possui
correlagdo com o prognostico da doenca e, por fim, tracar um perfil epidemiolégico
dos pacientes com LLC atendidos no Hospital das Clinicas da Faculdade de
Medicina de Botucatu (FMB). Foram selecionados 153 pacientes com LLC,
atendidos no ambulatorio do Servigo de Hematologia da FMB-UNESP, de 1980 a
2008, e 9 pacientes assistidos no Servico de Onco-Hematologia do Hospital
Amaral Carvalho-Jau, no periodo de 2000 a 2008, com o mesmo diagnostico,
perfazendo 162 casos. Destes, 79 possuiam prontuarios que foram revisados,
bem como dados morfolégicos da BMO e AMO. Foi realizada a pesquisa da ZAP-
70 pela técnica de imuno-histoquimica nas amostras parafinadas de BMO e
inclusdo do coagulo. Observou-se que 55,7% dos pacientes eram do sexo
masculino; 86,1% de etnia branca; a mediana de idade foi 65 anos; relacéo
homem:mulher de 1,2:1. 40,5% dos pacientes tiveram diagnostico por achado
incidental e 73,4%, ja com adenopatia secundaria a admissdo. 17,2%
apresentaram-se em estadio precoce e 15% da casuistica teve remissdo
prolongada. Na morfologia de BMO e AMO, observou-se que 94,8% dos pacientes
tinham celularidade aumentada; 36,4% tinham padrao de infiltracdo difuso e
28,4% crescimento pseudo-folicular e presenca de prolinfécitos. Na avaliacdo do
arcabouco reticulinico, observou-se que 70,4% das BMOs apresentavam-se com
graus Il ou 111.143 pacientes foram avaliados segundo imuno-expressdo da ZAP-
70, e destes 18,2% foram positivos. Concluiu-se que a pesquisa da ZAP-70 pela
técnica de imuno-histoquimica é adequada; a citoinclusdo do coagulo de medula
Ossea é uma técnica de amostragem eficaz, reproduzindo os dados observados a
BMO, bem como possibilitando a pesquisa de marcadores e avaliagao reticulinica.
Os demais dados observados foram concordantes com a literatura e inovaram ao
mostrar o perfil epidemiologico da LLC na populacédo atendida pelo HC da FMB-
UNESP.

Palavras-chave: LLC, ZAP-70, reticulina, AMO, BMO.



Abstract

Chronic lymphocytic leukemia (CLL) is a malignant neoplasm consisting of mature
monomorphic B lymphocytes that accumulate in secondary lymphoid tissues, bone
marrow and peripheral blood. Diagnosis is based on clinical, morphological and
immunophenotypic findings. CLL patients are categorized according to clinical aspects
for treatment management and currently, certain tools, such as prognostic marker ZAP-
70, have determined new treatment perspectives, especially for patients in early
stages. The study aimed to evaluate the efficiency of ZAP-70 investigation in bone
marrow biopsies (BMBs) and inclusion coagulate using immunohistochemistry; identify
possible correlations of this marker in clinical evolution and risk of progression;
correlate the immunoexpression of ZAP-70 with BMB reticulin network; evaluate
whether this network correlates with disease prognosis and; outline an epidemiological
profile of patients with CLL attended in the Clinics Hospital of Botucatu Faculty of
Medicine (FMB). The sample consisted of 153 CLL patients attended at hematology
outpatient clinic of the FMB-UNESP, from 1980 to 2008, and 9 CLL patients attended
at the oncohematology service of the Amaral Carvalho Hospital, Jau, from 2000 to
2008, totaling 162 cases. In 79 cases, medical records including BMB and bone
marrow aspirate (BMA) morphological data were reviewed. Immunohistochemistry for
ZAP-70 was conducted on paraffinated samples of BMB and inclusion coagulate.
Observation revealed that: 55.7% were male, 86.1% white, with a median age of 65
years-old; 40.5% of cases were diagnosed by incidental findings in routine blood
smears; 73.4% were diagnosed with peripheral adenomegaly on admission. 17.2%
were diagnosed in the early stages and 15% of cases showed prolonged remission.
BMB and BMA morphology revealed that 94.8% of patients presented increased
cellularity; 36.4% presented a pattern of diffuse infiltration and 28.4% presented
pseudofollicular growth and prolymphocytes. Evaluation of the reticulin network
showed that 70.4% of BMBs presented grade 1l or Ill. 143 patients were evaluated for
ZAP-70 immunoexpression and 18.2% were positive. In conclusion, the study of ZAP-
70 expression by immunohistochemistry was adequate; BMA cytoinclusion is an
efficient sample analysis technique that reproduced data observed in the BMB and
permitted the investigation of markers and reticulin evaluation. The remaining data
observed were in agreement with the literature and innovated by outlining an

epidemiological profile of CLL in the population attended at FMB-UNESP.

Keywords: CLL, ZAP-70, reticulin, BMA, BMB.
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INTRODUGCAO

A leucemia linfoide cronica (LLC) é neoplasia composta de pequenos
linfécitos monomorficos, caracterizada pelo acumulo de clone maligno em tecidos
linféides secundarios, medula 0ssea e sangue periférico. As células neoplasicas
imunoexpressam marcadores de tecido linféide naive (que abandonou a medula
O0ssea sem estimulo antigénico), CD5, um antigeno de ativacdo, e co-expressam
marcadores de linfocitos B, na sua maioria CD19, CD23, baixos niveis de
imunoglobulinas de superficie (IgM e IgD), CD21, CD22 e CD79b'. A célula B é
assim definida ainda em sua origem medular éssea, quando ocorre inicialmente a
sintese de cadeia pesada (em geral ), que nesse momento Ihe confere o fenétipo
de linfécito pré-B, e adquire CD19, CD24, CD10 e CD79a”. A partir de entdo, ha
sintese de cadeia leve, formando a imunoglobulina completa, caracterizando-a como
pré-B e passando a expressar CD20 e CD22. Quando da exposicdo desta
imunoglobulina, anteriormente citoplasmética, para a superficie da célula como
receptor de antigeno, adquire o fendtipo de célula B, caracterizada como B imatura e
ganhando expressdo de CD21% Dai depreende-se que a sintese de cadeia pesada,
inicio da definicdo de linhagem, € marco fundamental na fisiomorfologia destas
células™?. LLC é morfolégica e imunofenotipicamente indistiguivel do linfoma
linfocitico (LL), motivo pelo qual as duas entidades sdo categorizadas juntas,
constituindo o diagnéstico LLC/LL (CID 9823/3, WHO 2008)**. A diferenca
indiscutivel entre LLC e LL é que, no segundo, os linfécitos maduros apresentam-se
sob forma tumoral infiltrando linfonodos e, ocasionalmente, o bago, e comprometem
a medula 6ssea em apenas 30% dos casos®”.

A LLC ocupa o primeiro lugar dentre as leucemias do mundo ocidental e

tem incidéncia de 2-6 casos por 100.000 habitantes por ano, nos Estados Unidos, o
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que aumenta com a idade, chegando a 20,6/100.000 apés os 65 anos*%%. A

mediana de idade ao diagndstico é de 60 anos, entretanto estudos identificaram
varios casos em pacientes mais jovens>?, alguns com diagnéstico de LLC familial,
subtipo com caracteristicas peculiares. Nao ha descricdo de LLC em criangas. A
sobrevida e o progndstico séo variaveis, desde evolucao indolente com mediana de
até dez anos de sobrevida, até rapida progressdo e morte prematura.
Aparentemente, tanto LLC quanto LL podem evoluir, de forma semelhante: um terco
dos casos de forma agressiva, um terco intermediario e o restante de curso
indolente’.

A apresentacdo clinica pode ser desde pacientes assintomaticos, com
descoberta fortuita em exames laboratoriais de avaliacdbes médicas de rotina, até
manifestacdo de espectro das doencas linfoproliferativas, ou seja, presenca de
massa tumoral e suas consequéncias, bem como disfuncdo imunolégica, tais como
fadiga, anemia hemolitica auto-imune, sindrome purpurica, infecgdes,
esplenomegalia, hepatomegalia, adenopatias ou infiltrados extra-nodais. O
diagnoéstico deve preencher critérios minimos que incluem confirmacéao de linfocitose
monoclonal sustentada (maior que 5000 a 10000/mm3 em duas tomadas com
intervalo minimo de um més entre cada uma), em sangue periférico, mesmo em
individuos assintomaticos, bem como confirmacéo de carga tumoral clinica ou em
medula 6ssea’, visto que é doenca essencialmente acumulativa. Diagndstico
diferencial entre as demais neoplasias linféides B de pequenas células pode ser feito
associando-se a morfologia dos linfécitos, o padrdo de infiltracdo e a marcacao

imunofenotipica***

(anexo 1). Da diversidade de apresentacdo clinica surgem as
controvérsias e opinides acerca da conduta e orientacdo destes pacientes®, com

opcOes terapéuticas que devem visar o controle da doenca e prolongamento de
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sobrevida, sem grandes anseios pela cura, uma vez que se trata de patologia
prevalente em pacientes mais idosos, com menor reserva organica, e que muitos
morrerdo por outras causas néo relacionadas a LLC/LL; ao que se soma a cinética
de acumulo predominante sobre a proliferacéo celulares.

Por muito tempo, fatores clinicos eram os Unicos critérios para indicar ou
nao o inicio de quimioterapia, com base essencialmente em quantidade de massa
tumoral, conforme Rai et al (1977)**" e Binet et al (1982)'*** que definiram estagios:
a) precoce (Rai 0, Binet A); b) intermediario (Rai I/ll, Binet B); c) avancado (Rai Ill/IV,
Binet C), conforme visto na tabela 1. Contudo, estes sistemas falham em néo
considerar a idade do paciente ao estabelecer niveis de hemoglobina como preditor
de envolvimento da medula 6ssea e ndo identificarem fatores de progressdo da
doenca em estagios precoces, onde se encontra cerca de 60% dos pacientes ao
diagndstico. Nos dltimos anos, estudos tém buscado identificar fatores prognésticos
em LLC/LL®*'® e o estado mutacional do gene da cadeia pesada variavel de
imunoglobulina (IgVy), como processo determinante de formacédo de receptor da
célula B, €, sem davida, um marco definidor deste aspecto.

Quando um antigeno de adequada afinidade €& reconhecido pelo seu
receptor, a célula entra no centro germinativo dos foliculos linféides, onde, como
centroblasto, rapidamente se divide e 0s genes que codificam suas por¢des variaveis
sofrem hipermutacdo somatica. Esse processo determina mutacfes no segmento
génico rearranjado VyDJy e V| J_ (cadeias pesada e leve, respectivamente) e
consequente codificacdo do sitio receptor. Através dessas mutacdes, 0s receptores
das células B descendentes, chamados centrocitos, adquirem novas propriedades,
inclusive CD23 e negatividade ou fraca expressdo de CD22° e aqueles que

apresentam disfuncdo, normalmente s&o eliminados®. Este estimulo e a via
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selecionada usualmente requerem ajuda de linfécitos T, especialmente via
interleucinas, fato este ocorrendo em nivel de centro germinativo; entretanto, pode
acontecer sem estes auxilios, como, por exemplo, na zona marginal ao redor do
foliculo, principalmente em resposta a carboidratos de virus ou bactérias
encapsuladas. Ambos processos levam ao desenvolvimento de plasmocitos (com
perda de HLA-DR, CD19, CD20, CD24, CD45 e aquisicdo de CD38, CD138 e da
capacidade de producao de imunoglobulinas no seu citoplasma, com expressdo em
superficie das cadeias leves, kappa e lambda) ou células B de memodbria
(expressando HLA-DR, FMC7, CD20, CD22, CD23, CD79, CD19 e perdendo CD5,
CD10 e CD24)**?! O antigeno CD38 é expresso em algumas células progenitoras,
junto ao CD34 e costuma ser perdido durante a diferenciacdo dos linfcitos, podendo

voltar a ser expresso na fase de plasmécito®**12,

Tabela 1. Estratificacao de risco clinico segundo Rai e Binet'2.13

Estagio Achados clinicos Rai modificado, 1977 Binet, 1982 Sobrevida

Precoce Linfocitose somente 0 A >10 anos
ou linfadenopatia <3areas

Intermediario Linfadenopatia (>3areas) I B 5-7 anos
Hepato e/ou esplenomegalia I

Avangado Hb < 10-11g/dl M C 1-3 anos
Pgt < 100000/mm?3 v

Concomitantemente a ativacdo da célula B, hd mudancas em sua
superficie que a ajudam a interagir com outras células e mediadores soluveis,
resultando em aumento do numero ou maturagdo em plasmaocitos produtores de
anticorpos. Uma dessas moléculas de superficie € o CD38, com atividade adenosina
difosfato-ribose ciclase e funcdo de melhoria da sinalizacédo dos receptores de célula
B, desencadeando os sinais que regulam sua apoptose. Sinais recebidos através
dela sdo transferidos ao ndcleo através de uma cascata de interacdo entre

moléculas, cujas estruturas sdo modificadas temporariamente durante este
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processo?%?!

e gue freqientemente envolvem acédo de enzimas especificas, como
Syk e Lyn, membros da familia Src de proteinas “tirosino-kinases”. Nos linfocitos T, a
proteina kinase associada a cadeia zeta, de 70kDa — ZAP-70 — faz este papel,
sinalizando o inicio da ativacdo subsequente da célula T, além de envolver-se com
apoptose e migracéo celular®.

Células de LLC que possuem genes IgVy nao-mutados podem ser
distintas daquelas que expressam genes IgVy mutados, sendo isto sinal de
diferenciacao e transcricado de um pequeno numero, embora fundamental, de genes.
Um desses genes codifica a proteina ZAP-70, que € uma proteina kinase (PTK)
predominantemente envolvida com o receptor de célula T (TCR); apesar de antes
acreditar-se ser exclusiva destas células; recentemente, tem se mostrado estar
envolvida com receptor de célula B (BCR) sinalizando pior prognéstico em LLC/LL?*
% e ainda, em fases mais precoces de desenvolvimento de linfécitos B,
provavelmente entre a transicdo de célula pré-B para pré-B2%.

O gene ZAP-70 localiza-se no cromossomo 2ql1.2 e € composto de 14
éxons, que codificam uma proteina de mesmo nome, a qual compreende trés
dominios, dois Scr homoélogos (SH2) na posicao amino-terminal e um tirosino-kinase,
carboxi-terminal. Os dois dominios SH2 sédo separados pelo interdominio A, e o
interdominio B os conecta a porcédo tirosino-kinase. A proteina ZAP-70 pode estar
normalmente expressa, assim como CD5, em células B tonsilares e esplénicas,
com fenotipo ativado, em células pr6-B da medula 6ssea, pulméo e células epiteliais,
além das células B tumorais de LLC/LL, leucemia linfoblastica aguda, linfoma das
células do manto, linfoma de Burkitt e linfoma da zona marginal nodal®®. ZAP-70 foi o

primeiro marcador reconhecido como potencial preditor do estado mutacional IgVy,

uma vez que o comportamento clinico de progressao da doenca é bem distinto entre
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pacientes com e sem sua expressao. As células ZAP-70 positivas sdo mais
responsivas a sinais derivados do seu proprio microambiente, 0 que poderia
promover facil acesso e grande proliferacdo em centros pseudo-germinativos®,
explicando em parte a natureza mais agressiva das LLC/LL ZAP-70 positivas;
contudo, tais evidéncias ainda ndo podem ser provadas. Além disso, é sugerido que
a proteina ZAP-70 nao é restrita a sinalizacao do receptor de célula B e pode estar
envolvida em outros mecanismos de sinalizacdo, em alguns casos de LLC/LL?.

Em relacdo ao estado de hipermutacdo soméatica do gene IgVy, outro fator
prognostico ja identificado é o encurtamento de telémero; que, capaz de predizer a
historia replicativa da célula tumoral, ao traduzir maior atividade proliferativa, mostra-
se mais curto nas células com estado ndo mutado de IgVy, resultante de maior
atividade da telomerase™.

LLC/LL deriva de uma maior predisposicdo genética dentre as neoplasias
hematolégicas, sendo a predisposicdo familiar documentada em 5-10% dos
pacientes, baseada em achados em dois ou mais casos na mesma familia. O risco &
2-7 vezes maior em parentes de primeiro grau e a idade ao diagnéstico costuma ser
menor que 40 anos. Cerca de 80% dos casos tem anormalidades genéticas
detectadas por FISH (devido a sua maior sensibilidade em relacdo a citogenética
convencional)®. Até 50% dos pacientes tém del 13q14.3, 20% apresentam trissomia
do cromossomo 12 e, menos comumente, delecbes de 11g22-23, 17pl3 e 6q21,
variando de acordo com o estado mutacional.

Além dos fatores associados a propria célula tumoral e suas interacdes, 0
microambiente também parece ter importante papel na fisiopatogenia da LLC/LL.
ApoOs a fixacdo de bidpsias de medula 6ssea, antes e depois do procedimento de

descalcificacdo, estudos estruturais notaram desorganizacdo celular, ativacdo de
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fibroblastos, transformacao de miofibroblastos, acimulo de colageno e matriz amorfa
extracelular, como ocorre em varias outras neoplasias hematopoéticas®?,
sugerindo que proliferag&o policlonal de fibroblastos e acumulo de matriz extracelular
podem estar relacionados a inflamacédo resultante de excessiva morte celular.
Alteracdes estromais da medula 6ssea foram estudadas em 96 pacientes com
leucemia®®, evidenciando variaces de apresentacdo das fibras reticulinicas (escala
de Bauermeister modificada, tabela 2), de colageno tipo Ill, relacionadas a
proliferacdo intramedular, abundancia de capilares hiperplasticos e arteriolas,
frequentemente vistos em leucemias linfoides, além de aumento focal de
impregnacao argéntica em leucemias agudas indiferenciadas. Nas neoplasias
mieloproliferativas, sobretudo na Mielofibrose Primaria, a fibrose representa um
processo reativo mediado por citocinas produzidas pelos componentes celulares da
proliferacdo clonal®*. A angiogénese tem significado fisiopatolégico na biologia das

células de LLC/LL, inclusive com implicacdes prognésticas®>>’

, € até certa reducao
do numero de neovasos ja foi observada em pacientes com LLC/LL tratados com

fludarabina®’.

Tabela 2. Escala de Bauermeister modificada para grau de impregnagao argéntica de fibras de
reticulina (Bain et al, 2001)3

Grau Apresentagao das fibras reticulinicas
0 Sem fibras reticulinicas demonstraveis
1 Fibras individuais finas e focais
2 Fibras finas atravessam a maior parte do material, mas néo se cruzam
3 Fibras difusas, espessas, mas ndo colageno maduro
4 Fibras difusas, com areas de colageinizagéo

Nem todos os servigcos de diagnostico tém acesso a metodologias de alto

custo, como citometria de fluxo, FISH, cariétipos, entre outros; entretanto, muitos
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protocolos diagnosticos e prognosticos em doencas onco-hematoldgicas sao
descritos com estas tecnologias. Uma vez que em LLC/LL tem-se admitido melhor
evolucéo clinica de pacientes tratados em estadiamento precoce, desde que, apesar
de assintomaticos, tenham fatores de pior prognéstico™®*"*°, fazem-se necessarios
estudos de metodologias ja utilizadas na rotina diagndstica, como impregnacao
argéntica de Gomori em BMO e andlise imuno-histoquimica, como ferramentas
alternativas na determinacdo de fatores evolutivos e prognosticos nas doencas
linfoproliferativas. Em nosso Servico, a inclusédo do coagulo proveniente do aspirado
de medula 6ssea é usada, de longa data, como fonte de material para avaliacdo
morfolégica. Assim, objetivamos avaliar a importancia da expressao de ZAP-70 por
imuno-histoquimica em biépsia de medula 6ssea, comparado a técnica de citometria
de fluxo, e identificar possiveis correlacdbes com evolugdo clinica, risco de
progressao ao diagndstico e alteragdes do arcabouco reticulinico; além da magnitude
dos dados que podem ser extraidos de amostras histolégicas da citoinclusdo do

coagulo de medula Gssea.
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OBJETIVOS GERAIS

Avaliar pacientes com diagnostico de leucemia linféide crénica quanto a

dados clinicos admissionais, evolugéo clinica, achados laboratoriais de aspirado e

biépsia de medula 6ssea, bem como estabelecer possiveis correlacdes clinico-

morfologica, histoquimica e imuno-histoquimica, nestes doentes, baseando-se em

fatores progndsticos estudados na literatura.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1)

2)

3)

4)

5)

6)

Caracterizar, clinica e laboratorialmente, através de estudo retrospectivo, 0s
achados admissionais de pacientes com LLC/LL, assistidos por estas
Instituicdes nos ultimos 28 anos;

Correlacionar evolucao clinica com fatores prognésticos, descritos na
literatura, identificados nestes pacientes;

Identificar possivel relacdo entre variacdes da coloracdo argéntica, evolugcdo
clinica e progndstico dos pacientes com diagnostico de LLC/LL;

Estabelecer a importdncia do arcabougo reticulinico como possivel
marcador prognéstico;

Estudar a correlacdo entre pesquisa de ZAP-70 por imuno-histoquimica e
citometria de fluxo, nos pacientes atendidos no Hospital Amaral Carvalho;
Estabelecer o valor da impregnacdo argéntica nos cortes histolégicos de

coagulo e BMO como possivel preditor da imunoexpressao do ZAP-70;
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7) Correlacionar a imunoexpressao do marcador ZAP-70 com os graus de
reticulina (colageno Ill), nos fragmentos de biépsia de medula 6ssea (BMO)
e coagulo de MO;
8) Avaliar a eficacia da imunoexpressao do ZAP-70 pesquisado em coagulo de
MO;
9) Avaliar a importancia da pesquisa do ZAP-70 por imuno-histoquimica, no
codgulo de medula éssea (MO) e correlacionar com evolucdo clinica

(progndstico).
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CASUISTICA E METODOS

Inicialmente, foram identificados os registros de 225 pacientes com
diagnéstico de LLC/LL, de acordo com os critérios diagndésticos clinicos e
morfolégicos admitidos na literatura, sendo 216 atendidos pelo Servico de
Hematologia da Universidade Estadual Paulista e nove pelo Departamento de
Hematologia/Oncologia do Hospital Amaral Carvalho — Jau, entre maio de 1980 e
maio de 2008. Deste total, eram disponiveis para analise prontuarios completos de
87 pacientes, dos quais 79 amostras de medula éssea eram avaliaveis e oito,
material insuficiente; 138 pacientes tinham apenas os dados clinicos da admissao,
dos quais 83 amostras de medula 6ssea eram analisaveis e 55, material insuficiente

(figura 1).

225 pacientes

9 HAC /\ 216 UNESP

oooooooooooooooooooooooooooooooo
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.
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o
o
o
o
-

injgjais completos

L‘““ ..A ‘ “““ ..‘.A

55 Ml 83 MO avaliavei 79 MO avaliavei 8 Ml : -
Qatavers avaliaveis Figura 1. Casuistica do trabalho

HAC: Hospital Amaral Carvalho — Jau;

UNESP: Universidade Estadual Paulista;

N =162 MI: material insuficiente.

De 79 pacientes, foram revisados prontuarios médicos, para obtencéo de
dados clinicos (idade, género, etnia, presenca de sintomas constitucionais —
definidos como febre, sudorese noturna e/ou perda ponderal maior que 10% do peso
usual em seis meses — além de dados do exame fisico), laboratoriais de admissao

(hemograma, marcadores de carga tumoral e sindrome de lise tumoral), evolugcéao
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clinica e terapéutica, conforme ficha de avaliagdo (apéndice 1), desenhada a partir
de revisao da literatura.

De 162 pacientes, dos quais eram disponiveis os blocos de parafina de
citoinclusao do coagulo de aspirado de medula éssea (AMO) e/ou biopsia de medula
O0ssea (BMO) ao diagnoéstico, foram revistas, em carater duplo-cego, por dois
observadores, simultdnea ou separadamente, as laminas de AMO e BMO, para
avaliacao de celularidade/gordura — hipo (< 20% de celularidade), normo (20 — 50%)
ou hipercelular (> 50%); grau (percentual relativo a celularidade) e padrdo de
infiltracdo (nodular/intersticial ou difuso macico); presenca de formacdo de
pseudofoliculos e prolinfécitos; grau de impregnacédo argéntica (tabela 2) e estudo
imuno-histoquimico do marcador ZAP-70 (positividade requerendo 20% ou mais das
células neoplasicas coradas, padrdo nuclear). Nove destes pacientes tinham
pesquisa de ZAP-70 também por citometria de fluxo (cujo critério de positividade é

semelhante ao adotado na técnica de imuno-histoquimica).

Procedimentos para Coleta de Medula Ossea (MO)*

A coleta de MO foi realizada de acordo com 0s seguintes procedimentos:

Escolha da Topografia de coleta:

- Esternal: na linha longitudinal mediana do manubrio esternal, um
centimetro abaixo da flrcula, com paciente em decubito dorsal horizontal
(para AMO de adultos);

- Crista iliaca pOstero-superior: paciente posicionado em um dos
decubitos laterais, com coxas e pernas fletidas (para BMO em qualquer

idade).
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Antissepsia e anestesia:

- Desnudamento da area escolhida;

- Antissepsia local com alcool iodado/cloroexidina e gaze estéril,
colocacao de campo oftalmico, também estéril, sobre a area;

- Anestesia local com injecdo de 1 ml de cloridrato de lidocaina,

utilizando-se seringa plastica e agulha de insulina descartaveis.

Realizacdo de AMO:

- Utilizacdo de agulha de aco inoxidavel hipodérmica com mandril,
tamanho 40 x 12, estéril, introduzida perpendicularmente ao esterno ou na
crista iliaca postero-superior, através de movimentos rotatorios, atingindo-
se a MO;

- Retirada do mandril da agulha, com conexdo de seringa plastica
descartavel ao canhdo da mesma. Aspiracao de aproximadamente 1ml de
MO;

- Realizacdo de 6 a 8 esfregacos de MO em laminas de vidro para
microscopia Optica, secos em ar ambiente;

- Colocacéo do coagulo de MO, excedente aos esfregacos, em frasco de

vidro identificado, contendo formol tamponado.

Encaminhamento dos respectivos materiais:

- Os materiais citolégicos (laminas de esfregacos e imprints), juntamente

com o pedido de mielograma, foram entregues no Laboratorio de Citologia
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e Citoquimica da Disciplina de Hematologia, para os procedimentos de
rotina,;
- Os materiais histolégicos (coagulo e fragmento de BMO), juntamente
com o pedido de exame anatomo-patolégico, foram entregues no

Departamento de Patologia para o mesmo fim.

Processamento do material citolégico (esfregacos e imprints) no Laboratério

de Citologia e Citoquimica da disciplina de Hematologia

Depois de secas, duas laminas de esfregaco e duas de imprints de cada
caso foram coradas pelo Leishman. As laminas foram analisadas, sob aspectos
qualitativos e quantitativos, quanto a celularidade global, compartimentos celulares
(eritréide, granulocitico, megacariocitico e imune-estromal) e presenca de elementos
estranhos a MO, seguindo normas de rotina hematoldgica, com elaboracéo de laudo
de mielograma. Os parametros normais de MO seguiram o estabelecido por
Perkins** para pacientes da faixa etaria em estudo. Em cada laudo foram registrados
dados de identificacdo do doente, incluindo nome, registro hospitalar, idade,
diagnostico e codigo do arquivo (inicial do ultimo sobrenome do doente seguido de
namero arabico, em ordem crescente, Unico para cada paciente).

ApoOs analise, as laminas citolégicas foram arquivadas em cartelas de
cartolina contendo os respectivos codigos de arquivo de cada caso. Laminas
histologicas correspondentes aos esfregacos e imprints (coagulos de AMO e
fragmentos de BMO, respectivamente) foram fornecidas pelo Departamento de

Patologia e também arquivadas nas mesmas cartelas. Laminas citoldgicas



Casuistica e Métodos 35
excedentes, ndo coradas, foram acondicionadas em papel aluminio e guardadas
para eventuais estudos adicionais.

Os laudos elaborados, também codificados, de todos os casos, tiveram
uma via encadernada em livros de laudos de mielogramas, na exata cronologia em
gue as respectivas MO foram colhidas e outra via encaminhada para o prontuario do
paciente. Os arquivos de laudos e de laminas de MO, da disciplina de Hematologia,

permitiram a identificacdo e estudo cito-histologico dos pacientes desse estudo.

Processamento do material histoldgico pelo Departamento de Patologia

Os coagulos de AMO e fragmentos de BMO, colhidos dos pacientes,
foram recebidos na sala de macroscopia do Departamento de Patologia, sendo
colocadas em solucao fixadora contendo mistura de alcool etilico a 80%, formol a
40%, acido picrico e acido acético glacial, por 12 horas. A seguir, os fragmentos de
BMO foram descalcificados em acido nitrico a 7% durante uma hora. Tanto os
materiais descalcificados (BMO) quanto os coagulos de AMO, que ndo necessitam
de descalcificacdo, foram incluidos em blocos de parafina, procedendo-se a cortes
histolégicos de trés a cinco micrébmetros de espessura, em micrétomos marca
Microtome, modelo 820, ou marca Leica, modelo RM 2145.

Montaram-se laminas histolégicas de vidro para microscopia oOptica,
coradas pela hematoxilina-eosina (HE), impregnacao argéntica de Gomori (reticulo,
anexo 2) e imuno-histoquimica anti-ZAP-70 (anexo 3). Apés, 0os materiais foram
recobertos por laminula de vidro e analisados em microscopios Opticos daquele

Departamento. O laudo descritivo teve uma via arquivada em livros de biopsia até
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1997 (em ordem cronoldgica exata de coleta) e arquivo digital a partir de entéo, e
outra via encaminhada ao prontuario do paciente. As laminas foram arquivadas no

Departamento de Patologia.

Revisao e analise das laminas citoldgicas e histolégicas de MO

Os materiais citolégicos (esfregacos e/ou imprints), corados pelo
Leishman, foram revisados e analisados quanto a representatividade do material,
celularidade, grau de linfocitose, formacdo de agregados linféides, presenca de
prolinfocitos e citologia das células neoplasicas.

As laminas histolégicas correspondentes (coagulo e/ou fragmento de
BMO), coradas pela HE, foram revisadas e estudadas conforme critérios ja
descritos. Aquelas coradas através de impregnacdo pela prata foram revisadas e
analisadas segundo escala de Bauermeister modificada®® e aquelas coradas por
técnica de imuno-histoquimica, quanto a positividade ou negatividade para
marcacao nuclear das células neoplasicas para ZAP-70. Como controle interno, de
ocorréncia da reag¢do imuno-histoquimica, foram observados linfocitos T positivos,
em todas as laminas.

Os campos de maior interesse de cada material, nas diferentes
coloragbes, foram fotografados em fotomicroscépio marcas Jena-Zeiss e Olympus,
com aumento final variando entre 100 a 1000 vezes.

Para permitir o carater cego do estudo, as laminas histoldgicas de HE,
reticulo e imuno-histoquimica, do mesmo paciente, foram analisadas em momentos
diferentes. Todos os dados clinicos e laboratoriais foram tabulados em planilha de

Excel (Microsoft Excel 2008).
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A andlise estatistica utilizou os programas SigmaStat e MANAP, e
baseou-se nos seguintes testes:

a) Medidas descritivas de variaveis quantitativas;

b) Teste de Kruskal-Wallis (SigmaStat) para analise de variancia nao
paramétrica, usando intervalo de confianca de 95%;

c) Teste de Goodman?***®

(MANAP) para estudo de contraste entre e
dentro de populacdes multinomiais, utilizando-se letras mindsculas para indicar 0s
resultados das comparacdes entre linhas, fixada a categoria de resposta; e letras
maiusculas, nas compara¢des das categorias de resposta, dentro da linha. Para a
interpretacdo das letras, deve-se proceder da seguinte maneira:
i) duas proporcbes seguidas de pelo menos uma mesma letra
minuscula ndo diferem quanto as respectivas linhas, na categoria de
resposta em consideracao;
i) duas proporcbes seguidas de pelo menos uma mesma letra
maiuscula ndo diferem quanto as respectivas categorias de resposta,
dentro da linha em consideracéao.
Todas as conclus@es, no presente trabalho, foram discutidas em nivel de
5% de significancia.
O presente estudo foi aprovado pelos comités de Etica em Pesquisa da

Faculdade de Medicina de Botucatu (CEPFMB 92/08) e do Hospital Amaral Carvalho

de Jat (CEPFHAC 71/08).
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RESULTADOS

e Achados Clinico-Laboratoriais

Dos 79 pacientes, 44/79 (55,7%) eram do sexo masculino, 68/79 (86,1%)
de etnia branca, 32/79 (40,5%) foram identificados a partir de achado ocasional de
linfocitose em hemograma de rotina; entretanto, 45/79 (57,1%) ja apresentavam
sintomas constitucionais e 58/79 (73,4%) tinham adenomegalias periféricas e/ou
hepatoesplenomegalia ao diagnéstico. Segundo a classificagdo para estadiamento
clinico de LLC/LL, modificada, de Rai (1977)***2 e Binet (1982) '3, 15/79 (17,9%)
tinham baixo risco para progressao de doenca; 40/79 (51,3%), risco intermediario e
24/79 (30,8%), alto risco (figura 1). Com relacdo a comorbidades infecciosas a
admissao, 18/79 (23,1%) chegaram com comprometimento infeccioso respiratorio.
Cinguenta e um dos 79 pacientes (64,5%) tinham evidéncia de pico monoclonal em
regido de beta ou gamaglobulina, em eletroforese de proteinas séricas. A conduta
clinica inicial foi de observacdo (“watch and wait”) em 17/79 (21,5%) casos e inicio
de quimioterapia nos demais, sendo utilizados como esquemas terapéuticos: i)
ciclofosfamida, vincristina e prednisona (CVP), a cada 21-28 dias, em 32/79 (40,5%)
dos pacientes; ii), clorambucil em 27/79 (34,2%); e iii) corticoterapia em pulsos
(dexametasona), em 3/79 (3,8%) dos casos. A evolucdo destes pacientes foi
classificada em: a) remissao prolongada (sobrevida livre de doenca em dois anos,
sem necessidade de (re)introducdo de quimioterapia); b) evolugdo para estadio de
alto grau (Linfoma de Grandes Células/Leucemia Aguda, OMS); e c) refratariedade a
terapéutica, com introducdo de multiplos esquemas quimioterpicos, conforme figura

2. Doze (15,2%) pacientes morreram, sendo 8/79 (10,1%) por causa relacionada a
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LLC/LL. Apenas 4 (5,1%) pacientes perderam seguimento, por abandono de

tratamento.
Remisséo
Rai 0 prolongada
Rai llI/IV Binet A 15,2
_ BinetC

17

30,8% Refratariedade

aqQrT
48,1%
Figura 1. Distribuicdo de pacientes de Figura 2. Distribuicdo de pacientes de
acordo com Estadiamento Clinico (Rai, acordo com Evolucéo Clinica.

Binet modificados).
Em relacao ao estudo histolégico da medula éssea, 3/79 (4,2%) pacientes

tinham celularidade baixa (normal para idade); 31/79 (38,9%), intermediaria e 45/79
(56,9%), alta/hipercelular (figuras 3 e 4). Quanto ao padrdo de infiltragdo, a amostra
foi dividida entre intersticial e/ou nodular (45/79 pacientes, 62,5%) e difuso/macico
(figuras 3 e 5). Vinte dos 79 pacientes (25,3%) apresentavam formacdo de
pseudofoliculos, com prolinfocitos, nas areas de infiltracdo neoplasica da medula
Ossea (figura 6). Com relacdo a distribuicdo segundo graus de reticulo na BMO,
19/79 (24,5%) pacientes apresentaram grau | (figura 7a); 28/79 (35,1%), grau Il
(figura 7c) e 32/79 (40,4%) tinham reticulina grau Il (figura 7e).

As medidas descritivas quanto a idade, tempo de evolugéo, leucometria,
linfometria, desidrogenase latica (DHL), beta2microglobulina, acido Urico, creatinina,
glicemia e percentual de infiltracdo da MO dos participantes segundo as variaveis

guantitativas analisadas sédo apresentadas na tabela 3.
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a b

Figura 4 — a: medula éssea hipocelular. BMO, HE, 200x; b: medula dssea normocelular. BMO, HE,
400x; c: medula 6ssea hipercelular. BMO, HE, 400x.

P l

A

Figura 5 — a: infiltracdo de medula 6ssea, padrao intersticial e nodular. BMO, HE, 400x.

Figura 5 — b: infiltracho de
medula 0ssea, padrdo
difuso/macico. BMO, HE, 400x.

Figura 6 - formagdo de
pseudofoliculos na  medula
6ssea. BMO, HE, 400x.
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g h

Figura 7 — Estudo histoquimico de impregnacédo argéntica de fibras de reticulina; a: grau I, BMO, 400x;
b: grau I, AMO do caso anterior, 400x; c: grau Il, BMO, 400x; d: grau Il, AMO correspondente ao caso
anterior, 400x; e: grau Ill, BMO, 400x; f: grau Ill, AMO correspondente ao caso e, 400x; g: detalhe de
grande vaso, BMO, 400x; h: detalhe de fibras reticulinicas pericapilares, AMO, 400x.
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Figura 3. Distribuicao de pacientes de acordo com Celularidade e Padrdo de Infiltracao da
Medula Ossea.

A analise de variancia ndo paramétrica pelo teste de Kruskal-Wallis ndo
mostrou significAncia estatistica ao comparar idade, niveis de DHL e
beta2microglobulina entre os diferentes graus de reticulo na BMO. Pelo mesmo
teste, niveis de linfometria e creatinina ndo variaram estatisticamente nos pacientes
para os diferentes tipos de evolucao clinica (anexo 4).

Os estudos de associacao entre:

a) grau de reticulo em BMO segundo:

* género,

* motivo do diagnéstico,

* presenca de sintomas constitucionais,

* compromentimento de orgaos linféides secundarios,
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* classificagédo clinica de Rai e Binet modificados,

* celularidade,

* padréo de infiltracdo da medula 0ssea;

b) presenca de infeccdo ao diagndéstico e pico monoclonal sérico segundo
graus de reticulo;

c) grau de reticulo em citoincluséo de coagulo de AMO segundo BMO;

d) evolucao clinica, ébitos relacionados a LLC/LL, padréo de infiltracéo,

presenca de pseudofoliculos e prolinfécitos segundo risco (Rai e Binet modificados);

foram realizados utilizando o teste de Goodman®*>*?

para contrastes entre e dentro
de populacées multinomiais e as tabelas resultantes, cujo intervalo de confianca foi
menor que 95%, estdo demonstradas no anexo 4. Os resultados significativos

estatisticamente (p<0,05), séo apresentados conforme as tabelas 4 a 7, a seguir:

Tabela 4. Distribuicdo do grau do reticulo segundo motivo do diagnéstico (p<0,05)

Motivo do diagnéstico Grau Graull Grau lll Total
Achado laboratorial 7 (31,82%)2A 10 (45,45%)aA 5 (22,73%)2A 22
Manifestagoes Clinicas 7(21,21%)aA 9(27,27%)aA 17 (51,52%)28 33

a (letra minuscula): compara motivo do diagnostico em um mesmo grau de reticulo; A, B (letras
maidsculas): compara graus de reticulo, dentro do mesmo motivo de diagndstico.

Tabela 5a. Distribuicao de estratificacdo de risco segundo padréo de infiltragdo ao diagndstico (p<0,05)

Padrao de Infiltragdo  Risco baixo Risco Intermediario Risco alto Total
Intersticial/Nodular 11 (25,00%)2A 21 (47,73%)2A 12 (27,27%)2A 44
Difuso macigo 2 (7,41%)2A 15 (55,56%)a.B 10 (37,04%)2.AB 27

a,b (letras mindsculas): compara padrfes de infiltracdo dentro de um mesmo risco; A,B (letras
mailsculas): compara tipos de risco, dentro de um mesmo padréo de infiltracéo.
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Tabela 5b. Distribuicdo do padréo de infiltracdo da medula 6ssea ao diagnostico segundo estratificagéo
de risco (p<0,05)

Estratificagdo de Risco Intersticial/Nodular Difuso macigo Total
Baixo 11 (84,62)28 2 (15,38)aA 13
Intermediario 21 (58,33)2A 15 (41,67)2A 36
Alto 12 (54,55)2A 10 (45,45)2A 22

a (letra minascula): compara tipos de risco em um mesmo padrdo de infiltragdo; A,B (letras
maidsculas): compara padrées de infiltragcdo, dentro do estrato de risco em consideragao.

Tabela 6. Distribuicdo da presenga de pseudofoliculos e prolinfécitos (P/P) segundo estratificacdo de
risco (p<0,05)

Estratificacdo de Risco Presenca P/P Auséncia P/P Total
Baixo 3 (23,08%)aA 10 (76,92%)2B 13
Intermediario 9 (25,00%)aA 27 (75,00%)28 36
Alto 7 (31,82%)2A 15 (68,18%)2A 22

a (letra mindscula): compara estratos de risco entre presenca ou auséncia de pseudofoliculos e
prolinfécitos; A,B (letras maiusculas): compara categorias de resposta (pseudofoliculos e
prolinfocitos), dentro de um mesmo grupo de risco.

Tabela 7. Distribuicao da evolugao clinica segundo risco ao diagnostico (p<0,05)

Estratificagao Remissao Evolugéo Refratariedade a Total
de Risco Prolongada alto grau QT

Baixo 4 (28,57%)2A 4 (28,57%)aA 6 (42,86%)2A 14
Intermediario 6 (15,00%)2A 15 (37,50%)a-A8 19 (47,50%)a-8 40
Alto 2 (8,33%)2A 10 (41,67%)2B 12 (50,00%)a-8 24

a (letra mindscula): compara tipos de estratificacdo de risco em uma mesma forma de evolugdo
clinica; A, B (letras mailsculas): compara as formas de evolugao clinica, dentro do mesmo risco.

e Achados de Analise de AMO e BMO

Dos 162 pacientes, em 101/162 (62,4%) foi possivel anélise da
citoinclusdo de coagulo de AMO em conjunto com a BMO (figura 8); 8/162 (5,2%)
apresentaram celularidade baixa (normal para idade, figura 4a); 65/162 (40,0%),

intermediaria (figura 4b) e 89/162 (54,8%), alta/hipercelular (figura 4c); 103/162
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Figura 8 - a: infiltracdo de
medula Ossea, padrdo
difuso/macico. AMO, HE, 400x.

Figura 8 - b: infiltracdo de
medula 0ssea, padrdo
difuso/macigo. BMO, HE, 400x.
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(63,6%) tinham padréo de infiltracdo intersticial e/ou nodular (figura 5a) e 59/162
(36,4%), difuso/macico (figura 5b), repetindo a mesma distribuicdo evidenciada
guando a casuistica era de 79 pacientes, na analise clinica conjunta. A presenca de
formacdo de pseudofoliculos, com prolinfécitos (figura 6), nas areas de infiltracéo
neoplasica da medula 6ssea, ocorreu em 47/162 (28,9%). O estudo histoquimico de
impregnacao pela prata foi realizado em 115/162 (71,0%) pacientes e a distribuigéo,
segundo graus de reticulo na BMO, foi de 34/115 (29,6%) com grau | (figura 7a);
39/115 (33,9%), grau Il (figura 7c) e 42/115 (36,5%, figura 7€) tinham reticulina grau
[ll. 143/162 foram estudados quanto a expressao da proteina ZAP-70, pela técnica
de imuno-histoquimica, tendo sido encontrados 26/143 (18,2%) positivos (figura 9).

O estudo de associacao entre:

a) grau de reticulo em BMO segundo:

* celularidade,

* padréo de infiltracdo da medula 6ssea;

b) grau de reticulo em citoinclusdo de coagulo de AMO segundo BMO;

c¢) estudo imuno-histoquimico de proteina ZAP-70 segundo:

* grau de reticulo em BMO;

* grau de reticulo em citoincluséo de coagulo de AMO;

* presenca de pseudofoliculos e prolinfocitos;

* padréo de infiltracdo de BMO;

* celularidade;

foi realizado utilizando teste de Goodman®***?

para contrastes entre e dentro de
populacdes multinomiais e as tabelas resultantes, cujos resultados foram todos
significativos estatisticamente (p<0,05), sdo apresentados conforme as tabelas 8 a

15, a sequir:
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Figura 9 — Estudo imuno-histoquimico de expressdo da proteina ZAP-70; a: ZAP-70 positivo, infiltracdo
intersticial, em caso arquivado ha 11 anos, BMO, 400x; b: ZAP-70 positivo, infiltracdo padrdo
difuso/macico, BMO, 400x; c: ZAP-70 positivo, BMO, 400x; d: ZAP-70 positivo, AMO correspondente
ao caso anterior, 400x; e: ZAP-70 negativo, controle interno de reacdo IHQ em linfocitos T, AMO, 400x.



49
Resultados

Tabela 8. Distribuicdo do grau do reticulo de AMO segundo BMO (p<0,05)

Reticulo BMO/AMO Grau | Graull Grau llI Total
Grau 35 (97,22%)pB 1(2,78%)2A 0 (0,00)aA 36
Grau ll 5 (5,15%)2A 26 (78,79%)b8 2 (6,06%)2A 33
Grau lll 2 (6,25%)2A 3 (9,38%)aA 27(84,38%)0B 32

a, b (letras minusculas): compara graus de reticulo a BMO em um mesmo grau de reticulo ao AMO;
A, B (letras mailsculas): compara graus de reticulo ao AMO, dentro do mesmo grau de reticulo a
BMO.

Tabela 9. Distribuicao de celularidade da medula 6ssea segundo grau do reticulo (p<0,05)

Reticulo BMO Hipocelular Normo ou Hipercelular Total
Grau | 2 (5,90%)2A 32 (94,10%)28 34
Graull 4 (10,30%)2A 35 (89,70%)28B 39
Grau lll 0 (0,00)aA 42 (100,00%)28 42

a, b (letras minGsculas): compara graus de reticulo &8 BMO no tipo de celularidade em consideracéo;
A, B (letras maiusculas): compara tipos de celularidade, dentro do mesmo grau de reticulo a BMO.

Tabela 10. Distribuicao do padrao de infiltragdo segundo grau do reticulo (p<0,05)

Reticulo BMO Nodular/Intersticial Difuso/macigo Total
Graul 26 (76,50%)a.B 8 (23,50%)aA 34
Grau ll 21 (53,80%)aA 18 (46,20%)aA 39
Grau lll 26 (61,90%)aA 16 (38,10%)aA 42

a (letra minudscula): compara graus de reticulo a BMO em um mesmo padréo de infiltracdo; A, B
(letras mailsculas): compara padrées de infiltracdo, dentro de um mesmo grau de reticulo.

Tabela 11. Distribuicdo do ZAP-70 segundo celularidade da BMO (p<0,05)

Celularidade ZAP-70 positivo ZAP-70 negativo Total
Hipocelular 1(12,50%)2A 7 (87,50%)a8B 8
Normo ou 15 (12,00%)2A 110 (88,00%)2:8 125
Hipercelular

a,b (letras minudsculas): compara grupos quanto a celularidade (normal ou alterada para a idade) em
uma mesma apresentacdo quanto ao ZAP-70; A,B (letras maiusculas): compara grupos quanto a
positividade ou ndo de ZAP-70, dentro de um mesmo padrao de celularidade.
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Tabela 12. Distribuicdo do ZAP-70 segundo padréo de infiltragdo a BMO (p<0,05)

Padrao de Infiltragao ZAP-70 positivo ZAP-70 negativo Total
Intersticial/Nodular 11 (11,30%)2A 86 (88,70%)pB 97
Difuso macigo 15 (32,60%)PA 31 (67,40%)28 46

a,b (letras mindsculas): compara tipos de padréo de infiltracdo & BMO em uma mesma apresentacao
guanto ao ZAP-70; A,B (letras maiusculas): compara grupos quanto a positividade ou ndo de ZAP-
70, dentro de um mesmo padréo de infiltrago.

Tabela 13. Distribuicdo do ZAP-70 segundo formagdo de pseudofoliculos e prolinfocitos a BMO

(p<0,05)

Pseudofoliculos e ZAP-70 positivo ZAP-70 negativo Total
Prolinfécitos

Presenga 12 (29,30%)bA 29 (70,70%)28 41
Auséncia 14 (13,70%)aA 88 (86,30%)0B 102

a,b (letras minusculas): compara padrdo de apresentagdo da BMO quanto & formacdo de
peseudofoliculos e prolinfocitos em uma mesma apresentacdo quanto ao ZAP-70; AB (letras
maidsculas): compara grupos quanto a positividade ou ndo de ZAP-70, dentro de um mesmo perfil de
formacao de pseudofoliculos e prolinfocitos.

Tabela 14. Distribuicdo do ZAP-70 segundo graus de reticulo 8 BMO (p<0,05)

Reticulo BMO ZAP-70 positivo ZAP-70 negativo Total
Grau 5 (8,90%)2A 51(91,10%)pB 56
Grau ll oullll 21 (25,60%)0A 61 (74,40%)2B 82

a,b (letras minusculas): compara graus de reticulo a BMO em uma mesma apresentacdo guanto ao
ZAP-70; AB (letras mailsculas): compara grupos quanto a positividade ou nao de ZAP-70, dentro de
um mesmo padréo de reticulo.

Tabela 15. Distribuicdo do ZAP-70 segundo graus de reticulo a AMO (p<0,05)

Reticulo BMO ZAP-70 positivo ZAP-70 negativo Total
Grau | 6 (17,70%)2A 28 (82,30%)28 34
Grau Il 6 (25,00%)aA 18 (75,00%)a-B 24
Grau lll 7 (25,90%)2A 20 (74,10%)28 27

a,b (letras minusculas): compara graus de reticulo a AMO em uma mesma apresentacdo guanto ao
ZAP-70; AB (letras mailsculas): compara grupos quanto a positividade ou ndo de ZAP-70, dentro de
um mesmo padréo de reticulo.
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DISCUSSAO

A mediana de idade desta amostra é concordante com a literatura
corrente, em que LLC/LL concentra-se em pacientes de idade mais avancada, em
torno de 65 anos™>*. A relacdo entre os géneros mostra-se de 1,26:1, com discreto
predominio entre homens; entretanto, bem menor que o descrito em estudo
epidemiolégico americano® e casuistica da Universidade Federal Paulista®, que
relatam uma incidéncia em torno de 1,9:1. Talvez a caracteristica deste Servi¢o de
atendimento de popula¢do de menor nivel sécio-econdmico, onde a emigracdo em
busca de trabalho na capital pode fazer diferenga na distribuicdo da populagéo geral
entre homens e mulheres ou, ainda, as taxas de vida média entre 0s géneros nos
dois paises entre as décadas de 70 a 90, poderiam explicar esta diferenca. A
relacdo entre brancos e negros foi de 3,7:2,5, concordante com os autores™** e
normal para a populacdo assistida por este Servico. Dados epidemioldgicos de
razoavel casuistica, sobre pacientes com diagnéstico de LLC, ndo foram
encontrados na literatura pertinente®.

O fato de 40,5% dos pacientes terem sido admitidos com achado
ocasional de LLC/LL poderia dever-se a multiplos eventos associados. Primeiro, pelo
carater acumulativo da doenca, cuja cinética € lenta, dando-lhe a possibilidade de
ser descoberta sem sintomas clinicos que tenham levado o doente a procura de
assisténcia médica; entretanto, € possivel que haja interferéncia do nivel sécio-

cultural da maioria dos pacientes deste estudo, que poderiam postergar a busca de
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avaliacdo meédica. Este fato poderia ser constatado nos quase trés quartos dos
pacientes que apresentavam massa tumoral perceptivel ao exame fisico, a
admisséo, ao que se soma o fato de que quase 70% dos pacientes, apesar de terem
sido diagnosticados a partir de achado incidental, ja se encontravam em estadios
clinicos de riscos intermediario e alto, conforme ja descrito por outros autores®. O
achado laboratorial motivando diagnéstico inicial poderia ser atribuido, ainda ao
envelhecimento mundial da populacdo, com aumento das taxas de sobrevida,
também poderia ter contribuido para estas estatisticas, talvez pela maior exposicdo
a patégenos que aumentariam suscetibilidade ao cancer. Assim também, os reflexos
da implantacéo do Sistema Unico de Saude (SUS) no fim da década de 80, com a
universalizacdo da assisténcia médica nos anos subsequentes, poderiam ter
contribuido no maior acesso aos laboratorios clinicos e em sua postura de busca
ativa de doentes (a medida que sdo observados achados anormais na rotina
diagnostica em Hematologia), bem como no aumento do percentual de diagndstico
de LLC/LL através das décadas, com 17% na década de 80, 25% na década

seguinte e mais de 50% diagnosticados entre os anos de 2000 e 2008.
Embora 225 pacientes tenham sido identificados com diagnostico de
LLC/LL, 162 foram passiveis de analise laboratorial, uma vez que 63 foram
excluidos por falta de material para estudo, o que se deveu, possivelmente, a: 1)
introducéo de rotina do procedimento de BMO aconteceu a partir do final da década
de 80, porque até entdo o Servico ndo dispunha de agulhas préprias para sua
realizacdo; 2) foi nesta época em que se instituiu e consolidou, pelas Sociedades

Médicas especialistas, a BMO como arma diagnostica; 3) a formacao de patologistas
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e, nestas Instituicbes também de hematologistas, com capacitacdo para avaliacdo
adequada de morfologia de medula 6ssea; 4) por tratar-se de um Servi¢co de Ensino,
muitos casos tiveram sua avaliagdo, a admissdo, prejudicada pelas coletas
inadequadas por aprendizes ainda em aperfeicoamento (especialmente daqueles
pacientes de mais dificil acesso a medula éssea por: obesidade, restricdo postural
ou fibrose reticulinica), avaliacbes estas que nao puderam ser refeitas antes da
introducao de terapéutica ao diagnéstico, nos pacientes com tal indicagéo clinica.
Observando-se a quantidade de dados clinicos ndo acessaveis por
auséncia dos prontudrios no arquivo médico, atribui-se a falta de educacdo da
escola meédica quanto a registros de dados clinicos, em parte pelo préprio
pensamento da época de ndo controlar a saida de prontuarios; ou de que bastava
ao médico assistente o conhecimento do raciocinio diagnostico, ndo atribuindo
importancia ao registro destes dados para estudos futuros. Os dados clinicos de
pacientes avaliados mais recentemente (Ultima década) revelam, contudo, um maior
respeito dispensado pela Instituicdo a importancia destes registros, ndo s6 porque
se tornou lei, quanto pela formacdo de “nova” mentalidade, que vislumbra a
necessidade de estudos epidemiolégicos em bases populacionais, para dados de
evolugdo natural e sob interferéncia médica das doencas, bem como de substratos
para estudos com técnicas emergentes.
Diante da postura adotada de LLC/LL como doenca acumulativa e que
nao era responsabilizada pela morte de idosos, Rai e Binet foram importantes
marcos ao proporem estratificacdo de riscos de progressao de doenca baseados em

dados clinico-laboratoriais, que eram a arma diagndstica disponivel a época. Nosso
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estudo revela-se em acordo com o atualmente descrito>®’***° quanto a
apresentacao e estratificacdo de risco segundo Classificacdo modificada de Rai e
Binet, com menos de um quinto da casuistica em estadio inicial. At¢é o0 momento, 0s
sistemas de estadiamento clinico ainda possuem singular papel de valor progndstico
independente, pela facil utilizagdo e reprodutibilidade, além de mostrarem-se
adequados na determinacao de inicio de terapéutica.

Como apresentados nas figuras 1 e 2, os resultados obtidos validam o
conceito de que, em sendo doenca acumulativa (e menos proliferativa), os pacientes
que se apresentaram com risco baixo (Rai 0/Binet A) também foram aqueles com
remissdo prolongada, como seria 0 esperado. Em oposi¢cdo, os de estadios
avancados (Rai lll/IV e Binet C) estéo incluidos entre aqueles com refratariedade a
quimioterapia. Quanto ao grau intermediario (Rai ll/Binet B), era de se esperar que
parte dos doentes manifestasse polos entre o baixo e alto risco; entretanto, neste
particular, observou-se que para quase 13% dos pacientes, embora em estadio
clinico intermediério, a refratariedade a quimioterapia foi uma constante. Isto poderia
ser justificado por: 1) carga tumoral a admissdo ter -carater proliferativo
preponderante (padrdo de infiltracdo macico/difuso, presenca de pseudofoliculos e
prolinfécitos, como vistos nas tabelas 5b e 6, respectivamente); 2) idade dos
doentes, com comorbidades e possivel apresentacdo citogenética influenciada por
multiplos agressores, com prejuizo de status performance, motivo para uso de
quimioterapias adaptadas. Tal raciocinio ser4 retomado a seguir, em analise
estatistica multivariada, de resultados exibidos na tabela 6. Talvez, parte destes

12,8% seja de pacientes com LLC/LL ndo mutada e/ou com alteracdes tipo delll,
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mutacOes do p53, entre outras e, por isso, geneticamente programados para carater
mais agressivo da doenca. Possivelmente, marcadores moleculares atuais poderao
responder a essas questdes.

Com relacdo a ocorréncia de infeccdes ao diagnéstico, sabe-se que
pacientes portadores de LLC/LL tém graus de imunossupressao relativos
(dificuldades de opsonizacdo para Haemophilus influenzae, Streptococcus
pneumoniae e Staphylococcus aureus, producdo defeituosa de linfécitos B e
imunoglobulinas, graus de invasdo esplénica prejudicando ativacdo do sistema
monocitico-macrofagico, estado hipercatabdlico pela neoplasia e, obviamente, a
idade)™**. E sabido que a progresséo de doenca aumenta a frequéncia de infeccdo
nestes doentes, inclusive com estimativas de que até metade dos pacientes com
LLC/LL padecem de infeccdo de repeticao, possivelmente pela estreita relagéo entre
queda dos niveis de imunoglobulina de superficie com estadios mais avancados de
doenca. Outro contribuinte para a prevaléncia de infec¢cdes nesta populacao seria o
tratamento quimioterapico, com reconhecido efeito imunossupressor, especialmente
da atividade dos linfécitos T e de aplasias prolongadas, com neutropenias mais
graves e prejuizo de imunidade celular. Quanto ao sitio de manifestagéo, a literatura
referencia o trato respiratério como o principal, muito de longe seguido pelo

448 E possivel que tal ocorréncia se deva a deficiéncia,

geniturinario e pele
especialmente de IgA, além de disfuncdo associada do Sistema de Complemento,
com resposta inadequada & antibioticoterapia usualmente instituida*’. Este estudo

mostrou pacientes seguindo o mesmo perfil, com aproximadamente 23% sendo

admitidos com infec¢do, todas de vias aéreas superiores e/ou inferiores.
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A ocorréncia de pico monoclonal em perfil eletroforético no soro, nas
regides beta e gama, em mais da metade dos pacientes deste estudo, reforca as
hipéteses acima descritas, uma vez que a producédo errbnea de imunoglobulinas
clonais desvia a producdo daquelas normais**2°.

Ao se discutir conduta terapéutica em LLC/LL, pelo carater de doenca
indolente, pouco relacionada a 6bito em pacientes idosos; com estadio clinico
precoce (Rai 0/l, Binet A); é possivel conduta expectante, com préatica consagrada
tipo “watch and wait” (permitida pela caracteristica de que a introducdo de
quimioterapia nessa fase n&o se relacionaria com aumento de sobrevida®), o que
pode ser observado em um quinto dos pacientes deste estudo, dos quais foi possivel
avaliar dados clinico-laboratoriais iniciais e de evolu¢do. Para garantir que o
momento de intervencdo com quimioterapia ndo fosse retardado, tais pacientes
permaneceram sob observacgéo clinico-laboratorial, em busca de aumento de massa
tumoral ao exame clinico ou surgimento de infeccbes de repeticdo; sinais de
comprometimento funcional de medula éssea, como anemia e plaquetopenia, as
quais se associam importantes comorbidades nessa faixa etaria; tempo de
duplicacdo de linfometria (menor ou maior que seis meses); e caracteristicas
citologicas das células tumorais (persisténcia de forma usual ou aumento do ndmero
de prolinfocitos ou transformacdo blastica — sindrome de Richter, determinando
possivel aumento da capacidade replicativa). Apesar de uma corrente literaria nao
propor a realizacdo de mielograma e biopsia de medula 6ssea naqueles pacientes

em que se opta por observacdo clinica como primeira conduta'®, outros acreditam

gue sua observacdo ao diagndstico possa trazer subsidios para a necessidade de
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introducéo precoce de quimioterapia, uma vez que permite avaliacdo de fatores de
mau prognostico, como padréo de infiltracdo difuso/macico pelas células tumorais,
presenca de pseudofoliculos e prolinfocitos, além de ser util para diagnéstico
diferencial com outras doencas linfoproliferativas de baixo grau com invasao
medular*?*®. Este estudo reafirmou a pratica adotada no Servico de avaliacédo da
medula 6ssea a admissdo, o que permitiu as mdultiplas observacdes que serdao
discutidas a seguir.

Quanto a escolha da terapéutica, é possivel que a composicédo do quadro
clinico e laboratorial, junto a avaliacdo de comorbidades para cada doente, tenha
delineado a escolha de esquemas quimioterdpicos menos agressivos (CVP,
clorambucil e corticoide como monoterapia) como primeira linha nestes pacientes,
por terem sido considerados mais apropriados para essa faixa etéria, uma vez que o
objetivo do tratamento teve como alvo o doente, em sua totalidade, e nao
exclusivamente a doenca. A figura 2 revela respostas diferentes aos esquemas
quimioterapicos, com pacientes permanecendo em remissdo prolongada apés
primeira terapéutica, outros com progressdao de doenca ou refratariedade ao

37,48

tratamento, necessitando de mdultiplos protocolos adaptados®™, refratariedade esta

que poderia ter contribuido para piora de qualidade e encurtamento de sobrevida.

Resultados variantes sdo encontrados na literatura®®#84°

, onde: remissdo completa
apOs terapéutica inicial pode acontecer entre zero até 63% dos pacientes;
refratariedade, identificada como perda de resposta aos analogos das purinas ou por
doencga em progresséao, dentro de seis meses, de uma resposta parcial ou completa

ao tratamento, dados estes concordantes com os resultados do nosso estudo, que



58
Discusséao

variou entre 40-60%. Uma critica feita por Montserrat et al*® é a ndo separacéo, pela
maioria dos estudos publicados, desse grupo refratario desde o inicio, em relacao
agueles de doentes que tém progresséo de doenca e que teriam melhor progndstico,
0 que dificultaria a interpretacéo dos resultados obtidos com regimes de salvamento.
Assim, quanto a evolucdo desses pacientes apds o diagnostico clinico-
laboratorial de LLC/LL, a casuistica foi separada em grupos de pacientes que
tiveram remissdo prolongada (dois anos ou mais sem progressao de doenca),
agueles que apresentaram progressado de doenca para malignidade de alto grau, e
outros que se mostraram refratérios a introducao de quimioterapia, com necessidade
de multiplos esquemas seriados. Aproximadamente 15% dos pacientes pertence ao
primeiro grupo, 0s quais corresponderam aqueles com uma combinacdo de fatores
de bom progndstico conhecidos, tais como estadio clinico de baixo risco, velocidade
de duplicacdo de linfometria menor que seis meses, padréo de infiltragao intersticial
e/ou nodular, auséncia de pseudofoliculos e prolinfocitos, ja denominados por

|12

Montserrat et al™ como pacientes com smoldering LLC, bem como fendtipo mutado

de expressdao do gene que codifica porcdo varidvel de cadeia pesada de

imunoglobulina'**28

. Quase 37% dos pacientes mostraram-se em progressao de
doenca, apesar de apresentarem-se com risco intermediario, com fatores de bom e
mau progndstico. Entretanto, como observamos ao sobrepor as figuras 1 e 2, neste
grupo de risco, houve pacientes com comportamento jA de risco alto, com
refratariedade a terapéutica inicial, possivelmente por trazerem consigo marcadores

independentes de prognéstico ruim (padrdo de infiltracdo difuso, expressdo da

proteina ZAP-70) e outros fatores de alta associacdo com doenca agressiva
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(presenca de pseudofoliculos e prolinfocitos, velocidade de duplicacdo de
linfometria, niveis de beta2microglobulina e desidrogenase latica). Assim também, é
possivel observar nesta subpopulacdo, de risco intermediario mas com
refratariedade a terapéutica, graus aumentados de reticulina e hipercelularidade
para faixa etaria, em 11 e 15 pacientes, respectivamente. Apesar de 30,8% dos
pacientes serem de alto risco ao diagnédstico, aproximadamente metade da
casuistica total mostrou-se com comportamento agressivo, o que reforca a idéia de
imposicdo da carga tumoral sobre o hospedeiro, com complicacdes associadas,

como importante fator de mau prognastico.
Conforme a literatura, a maioria dos pacientes com diagnéstico de LLC/LL

morre de outras causas que ndo a prépria doenca'>*?

, apesar do nimero de Obitos
relacionados a progresséo de doenga, inclusive sindrome de Richter; refratariedade
terapéutica; acentuado grau de anemia com aumento de necessidade transfusional
e consequéncias de politransfusdo. Entretanto, pela fragilidade orgéanica atribuivel a
faixa etaria e constante associa¢do de comorbidades outras, pudemos observar que
um décimo desta casuistica teve Obito relacionado a LLC, cuja principal causa,
consoante com o ja descrito*’, foi o comprometimento infeccioso, secundério a
doenca ou inerente a quimioterapia, e que ocorreu principalmente em pacientes do
grupo de baixo risco. A fim de minimizar complicagbes infecciosas e melhor
gualidade de sobrevida, ha propostas de introduzir, na rotina terapéutica,
calendarios de vacinacdo, correcdo precoce de estados de anemia,

acompanhamento sistemético para identificacdo de segunda neoplasia, além de

adequado manuseio de quadros infecciosos*. E possivel que o nimero da amostra
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tenha contribuido para viés de observagdo quanto a prevaléncia de 6bito junto aos
grupos de risco, uma vez que se espera 70% de sobrevida em 12 anos nos estadios
precoces™. Contudo, sobrepondo-se dados destes pacientes de baixo risco que
evoluiram a obito, quanto a celularidade da medula éssea, padrdo e percentual de
infiltracdo, além de graus de reticulina, houve preponderancia daqueles que
identificam maior e mais agressivo comportamento de carga tumoral nestes
pacientes.

Ainda na correlagdo clinico-laboratorial, a respeito do comportamento
clinico de pacientes com diagnéstico em idade mais jovem (menores de 50 anos),
pudemos observar que 6/79 pacientes desta casuistica compunham este subgrupo.
Embora LLC seja uma doenca de idosos, estudos relatam sua ocorréncia cada vez
mais freqiiente em faixas etarias mais jovens®>°%%4°*% contudo, ndo se tem
encontrado importante diferenca nas taxas de resposta a terapéutica, forma de
apresentacdo ou tempo de remissao entre pacientes mais jovens e mais velhos.
Pode-se perceber, ao observar estes seis pacientes, que: trés tinham padréo de
infiltracdo medular tipo difuso/macico, cinco com celularidade aumentada (mesmo
corrigida para a idade); trés apresentaram formacdo de pseudofoliculos e
prolinfocitos; e cinco, reticulina grau Ill, e dentre estes ultimos, quatro foram
refratarios ao tratamento e um apresentou remissdo prolongada. A Unica paciente
gue apresentou reticulina grau I, neste grupo, era ZAP-70 negativo e teve evolugéo

com remisséo prolongada. Apesar de a literatura ndo estabelecer maior gravidade

neste subgrupo, talvez porque suportem esgquemas plenos e mais agressivos de
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quimioterapia, a pratica clinica, nesta casuistica, revelou LLC como doenca mais
agressiva nesta populacéao.

Apesar do nivel socio-cultural, houve apenas 5% de abandono de
tratamento entre os pacientes observados clinicamente nesse estudo, o que poderia
mostrar um perfil de pessoas comprometidas com a equipe de Saude, mesmo
aqueles com maiores dificuldades de locomocéo e/ou acesso, além de ressaltar a
importdncia da conduta de busca ativa secundaria, com (re)convocacdo de
pacientes ausentes e solicitacdes de auxilio social para esses doentes.

Quanto aos achados histolégicos, no que pode ser observado na
literatura, ndo h& descricdes de pacientes com LLC/LL quanto a celularidade da
medula dssea & admissdo, talvez pela conduta menos invasiva'® de postergar coleta
de BMO nestes pacientes. No presente estudo, observou-se que 95% dos pacientes
apresentaram celularidade medular superior a esperada para idade, resultante de
maiores graus de infiltracdo por células neopldsicas. Assim também, esta
hipercelularidade muitas vezes esteve associada a alteracdes histoldégicas como a
hipoplasia de linhagens hematopoéticas normais, neovasculariza¢cdo e aumento do
arcabouco reticulinico. Talvez este ultimo, usando raciocinio fisiopatolégico em
LLC/LL, possa se tratar de mais um fator adverso, apresentando-se em conjunto
com fatores de mau progndstico ja conhecidos.

A tabela 3, referente as medidas descritivas dos pacientes segundo:
idade, tempo de evolucdo até a admissao, leucometria e linfometria, niveis de DHL,

beta2microglobulina, acido Urico e percentual de infiltragdo da medula Ossea

(marcadores de carga tumoral), creatininemia e glicemia (marcadores de
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comorbidades dos pacientes nessa faixa etéaria), revela que: 1) apesar de a mediana
de idade estar em concordancia com a literatura, as variagdes entre valor minimo e
maximo puderam estabelecer a diversidade da amostra, com pacientes muito jovens
(terceira década) até aqueles nonagenarios; 2) o tempo de histdria clinica pregressa
em meses, informado pelos pacientes a admissdo, apresentou variabilidade
importante, reforcando o carater de doenca acumulativa e indolente, além de
retomar a discussdo de tratar-se de pessoas com dificuldades sdcio-cultural-
cognitivas, cujas informagdes, pouco precisas, poderiam sofrer inferéncias e resultar
em prejuizo de avaliacdo desta varidvel; 3) as significativas variabilidades da
leucometria e linfometria, com desvio padrdo maior que a média, nesses doentes,
reforca o carater de diversidade da LLC ou, ainda, podem revelar um viés de nimero
da casuistica; entretanto, retomam o conceito tdo bem arraigado na literatura de que
a cinética é preponderante sobre a quantidade de células neoplasicas nesses
doentes; 4) os dados observados para andlise de repercussdo de carga tumoral,
como niveis de DHL, beta2microglobulinemia e uricemia, reforcam a cinética
acumulativa lenta, sem retencao de excretas comumente identificados na sindrome
de lise tumoral em outras neoplasias hematopoéticas, apesar de a média dos
pacientes mostrar alto percentual de infiltracdo por linfécitos neoplasicos; 5) houve
baixa prevaléncia de disfung&o renal, tomando como parametro a creatininemia, cujo
valor maximo encontrado era o dobro do limite superior de normalidade, porém a
média e mediana, revelando valores normais para a faixa etaria. Tais achados

mostraram que estes pacientes, para esta variavel, tiveram menor necessidade de

restricdo terapéutica de doses plenas; 6) diabetes melito ndo foi uma comorbidade
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CONSIDERACOES FINAIS

1) A mediana de idade desta amostra € concordante com a literatura corrente, em
torno de 65 anos;

2) A relacdo entre os géneros teve discreto predominio entre homens; entretanto,
menor que o ja descrito;

3) A relacdo entre brancos e negros foi de 3,7:2,5, concordante com a literatura;

4) Apesar de 40,5% dos pacientes terem sido admitidos com achado ocasional de
LLC/LL, quase 70% dos pacientes ja se encontravam em estadios clinicos de riscos
intermediario e alto;

5) Houve aumento progressivo de diagnéstico de LLC/LL através das décadas, com
17% na década de 80, 25% na década seguinte e mais de 50% diagnosticados entre
0s anos de 2000 e 2008;

6) Dos 225 pacientes identificados com diagnéstico de LLC/LL, 162 foram passiveis
de analise laboratorial e em 79 foi possivel avaliacdo de dados clinicos;

7) Este estudo corroborou a ainda atual importancia dos sistemas de estadiamento
clinicos de Rai e Binet na pratica clinica, apesar dos novos marcadores moleculares
e imunofenotipicos progndsticos independentes em LLC/LL;

8) Nosso estudo revela-se em acordo com o atualmente descrito, quanto a
apresentacao e estratificacdo de risco segundo Classificacdo modificada de Rai e

Binet, com menos de um quinto da casuistica em estadio inicial;



73
Consideracodes Finais

9) Os resultados obtidos validam o conceito de melhor evolucéo clinica em pacientes
de baixo risco clinico, mas também observam comportamento, em subgrupo de
pacientes de grau intermediario, refratarios a quimioterpia, semelhante ao dos
pacientes de alto risco;
10) Com relacdo a ocorréncia de infeccdes ao diagndstico, esta casuistica foi
concordante com a literatura, com aproximadamente 23% sendo admitidos com
infeccdo, todas de vias aéreas superiores e/ou inferiores, inclusive com evidéncia de
pico monoclonal em perfil eletroforético no soro, em mais de 50% dos pacientes;
11) A pratica de conduta expectante tipo “watch and wait”, observada em um quinto
dos pacientes deste estudo, foi concordante com a literatura,
12) Os esquemas quimioterapicos usados (COP, clorambucil e corticéide como
monoterapia), consideraram como alvo o doente, em sua totalidade, e néo
exclusivamente a doenca;
13) A distribuicdo de pacientes segundo evolucédo clinica foi concordante com a
literatura, entretanto, dentre os pacientes de risco clinico intermediario, houve alguns
com comportamento ja de risco alto, possivelmente por trazerem consigo
marcadores independentes e/ou associados a prognéstico ruim, reforcando a
imposicdo da carga tumoral sobre o hospedeiro, com complicacdes associadas,
como importante fator de mau prognaéstico;
14) Obitos relacionados a LLC/LL, neste estudo tiveram como principal causa o

comprometimento infeccioso, secundario a doenca ou inerente a quimioterapia, e

ocorreram principalmente em pacientes do grupo de baixo risco.
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15) Apesar de néo se ter encontrado diferenca nas taxas de resposta a terapéutica,
forma de apresentacdo ou tempo de remisséo entre pacientes mais jovens e mais
velhos, na literatura, nossos pacientes mais jovens tinham prevaléncia de
marcadores histologicos de mau prognéstico;
16) Apenas 5% dos pacientes abandonaram o tratamento, ressaltando a importancia
da conduta de busca ativa secundaria, com (re)convocacao de pacientes ausentes e
solicitacdes de auxilio social para esses doentes;
17) A BMO ao diagnéstico pode trazer informacdes importantes para auxilio de
definicdo de conduta terapéutica mais apropriada;
18) Para os grupos de risco, celularidade aumentada, padrdo de infiltracdo
difuso/macico, presenca de pseudofoliculos e graus de reticulo aumentados foram
importantes fatores relacionados a estadios mais avancados;
19) Padrao de infiltracdo difuso/macico tem estreita correlacdo com outros fatores de
mau progndstico, evidenciando o impacto de maior carga tumoral sobre o
hospedeiro;
20) AMO valida BMO e vice-versa,
21) A celularidade néo interfere na amostra para avaliacdo de reticulina, entretanto a
combinacdo reticulo versus celularidade diverge entre os subgrupos de reticulo;
22) O padrao de infiltracdo néo interfere na amostra para avaliacdo de reticulina,
entretanto a combinacdo de reticulo grau | com padréo de infiltracdo nodular e/ou
intersticial diverge de todos 0s outros grupos;
23) ZAP-70 nado pode ser feito em todos os pacientes, mas foi, também nesta

amostra, discriminador de mau prognastico;
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24) A celularidade e o padrédo de infiltragdo ndo interferem na expressao imuno-
histoquimica de ZAP-70, em AMO ou BMO;
25) Os pacientes ZAP-70 positivos apresentaram mais reticulina graus Il e lll;
26) A metodologia de citoinclusao de coagulo de AMO é confiavel, relativamente nao

onerosa e altamente reprodutivel, tanto em termos de amostragem, quanto para as

coloracdes especificas de imuno-histoquimica.
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APENDICE 1 - Planilha para revis&o de prontuario de pacientes com LLC/LL

Nome Sexo: ( )Masculino ( )Feminino

Registro UNESP Estado Civil: ()Solteiro (a); ()Casado(a);
Data de Admissdo ()Viavo(a); ( )Divorciado(a)
Data de Nascimento Etnia: ( )Branca ()Parda ( )Negra ( )Indigena

( )Oriental ()Mestica
Tempo de inicio dos sintomas 8 ADMISSAO

Hipotese Diagndstica proposta por: () achado laboratorial () achado clinico
SINTOMAS INICIAIS/ EXAME FISICO

() Febre () Sudorese Noturna () Prurido

( ) Astenia/ Prostragdo/ Hiporexia

( ) Perda ponderal () <10% em 6 meses () >10% em 6 meses
( ) Adenomegalias () Hepatomegalia (' )Esplenomegalia
() InfecgBes (Qual? )

() Outros

EXAMES COMPLEMENTARES INICIAIS

Hb g/dl PQT /mm®  Glicemia mg/dl IgM
Ht % DHL Ul/dl Ac. Urico mg/dl IgG
GB /mm? Beta2mic __ mg/dl  Cdireto ( )+ ( )neg ( )NA IgE
Li /mm? Creat mg/dl  IgD IgA

EPS ( )Pico monoclonal ( )alfa ( )betal ( )beta2 ( )gama
Imagens (Rx térax/ USG abdome/ TCs):

AMO/BMO (n° dos exames) — anexar copias dos laudos

CONDUTA INICIAL: () Observar (“watch and wait”) () Iniciar QT
Esquema de quimioterapia (QT) utilizado e doses (mg/m? ou em mg) 1° tratamento:
()CVP; ()Fludarabina; ( )Clorambucil; () outros

POSOLOGIA: ()dose diéria; ()altas doses em ciclos/cada 15 ou 21d; ()Outros

EVOLUCAO:

Tratamentos realizados (Siglas de esquemas de QT e doses (mg/m® ou em mg); N° de ciclos
realizados; Intercorréncias; Justificativas se troca de esquemas; Tempo fora de tratamento
(FT); Data de reinicio de tratamento; Causas de
interrupgéo

Infec¢Bes durante o tratamento ()Sim ()N&o Sistemas acometidos

Causas de Obito

Abandono de tratamento ( )Sim ( )Nao
COMORBIDADES
( )HAS ( )DM ( ) DPOC ()lice

( ) Baixo nivel socio-econémico () Etilismo ( ) Tabagismo
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ANEXO 2 - Técnica de Preparo de Amostras Histol6gicas para Impregnagao Argéntica de Gomori

Apbs a desparafinizagdo e hidratagdo das laminas contendo cortes histologicos, estas foram
lavadas em agua destilada e submersas em permanganato de potassio 0,3% por 2 minutos. Apos
banho com agua destilada, as amostras foram mergulhadas em é&cido oxalico 5% por 1 minuto e,
entdo, submetidas a banho por sulfato férrico amoniacal 3% por 2 minutos. Em seguida, as laminas
foram lavadas em &gua de torneira por 5 minutos e, posteriormente, banhadas na prata amoniacal por
2 minutos e lavadas em agua destilada em trés banhos. Foram, entdo, submersas em formol neutro 5%
por 5 minutos e, apds banho com agua destilada, os cortes foram colocados em contato com cloreto de
ouro 0,1% por 15 segundos e tiossulfato de sodio 3% por 3 minutos. As laminas, entéo, foram lavadas
em &gua de torneira por 1 minuto e contracoradas por Van Gienson por 5 minutos. Dai, as laminas

foram desidratadas e montadas com entelan ou resina.
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ANEXO 3 - Técnica de Preparo de Amostras Histoldgicas para Coloragdo Imuno-histoquimica(ZAP-70)

Preparagao das amostras:

Foram feitos cortes histologicos de 3 micra e colocados sobre lamina previamente tratadas com
poly-d-lysine. Em seguida, as laminas foram riscadas com ponta de diamante, delimitando a &rea do
corte para que o anticorpo se concentre no ponto desejado. As laminas, desparafinadas por meio de
trés banhos de Xilol (DINAMICA PA), e incubadas por cerca de 5 minutos cada banho, a temperatura
ambiente. Posteriormente, foram incubadas em 4 banhos de Etanol absoluto (DINAMICA PA), para sua

hidratagdo. O excesso de liquido foi eliminado por lavagem em agua corrente por 3 minutos.

Reagéo de imuno-histoquimica:

A reagdo de imunoistoquimica foi realizada pelo método de Avidina-Biotina-Peroxidases’
utilizando-se anticorpos anti-ZAP-70, em |a&minas separadas e devidamente marcadas, nas
concentragdes padrdo, diluidos em tampédo especifico para diluicdo de anticorpo primério (DAKO-S
3022).

Ap6s a desparafinizagdo, foi realizado o bloqueio da peroxidase enddgena por meio da
incubacdo das ldminas com solugdo de peroxido de hidrogénio 3% (DINAMICA), diluida em &gua
destilada por 10 minutos, a temperatura ambiente, protegido da luz. Em seguida, foi realizada a
reativagdo antigénica pelo calor, utilizando-se forno de microondas (SHARP 900 W) e tampao Citrato
pH 6.0/0,01mM (MERCK) por 15 minutos. Este procedimento foi realizado com a finalidade de
recuperar sitios antigénicos mascarados pela fixagdo em formol e inclusdo em parafina.

As amostras foram lavadas em tampéo fosfato (PBS) pH 7.2-7.4 (MERCK) por 10 minutos, a
temperatura ambiente. O excesso de liquido foi retirado e os cortes receberam os anticorpos primarios
diluidos previamente, e entdo incubados por 18 horas, em cadmara umida, a 8°C. Os anticorpos foram
retirados por meio de aspira¢do negativa e as laminas, lavadas em dois banhos de PBS, a temperatura

ambiente, por 5 minutos cada banho. Por fim, os cortes foram recobertos pelo anticorpo secundario,



ANexos 87

utilizando-se o KIT-EnVision (DAKO K4003 e 4001) e incubados por 30minutos a temperatura
ambiente. Foram novamente lavados em dois banhos de PBS, a temperatura ambiente, por 5 minutos
cada banho. A reagéo foi revelada pelo cromdgeno e pelo substrato 3,3-diaminobenzidina (KIT DAKO-
K3468). As laminas, entdo, foram lavadas em agua corrente por 30 segundos e contracoradas com
Hematoxilina de Mayer (MERCK 1.09249). Os cortes foram desidratados por 4 banhos de alcool etilico
PA, em concentragdes crescentes de 60%, 65%, 95% 100%, e diafanizados por 3 banhos de Xilol. As
laminas foram montadas com Permont (FISHER-SP 15-500) e laminulas 24x32 (KNITTEL), e lidas em

microscopio éptico biocular (NIKON) no aumento de 400x.



Anexos

Anexo 4 - Tabelas de analise de variancia ndo paramétrica pelo teste de Kruskal-Wallis

Tabela 16. Medidas descritivas da idade segundo os graus de reticulo (p>0,05)

88

Medida descritiva Grau | Grau ll Grau lll
Valor minimo 39 51 28

1° Quartil 55,75 59 56,50
Mediana 64,50 62,50 65,50
3° Quartil 73,25 66 73
Valor maximo 85 74 82
Média 63,79 62,35 63,36
Desvio padrio 12,94 5,57 14,27

Tabela 17. Medidas descritivas de DHL segundo os graus de reticulo (p>0,05)

Medida descritiva Grau | Grau ll Grau lll
Valor minimo 126 136 125
1° Quartil 154,25 215,75 191,50
Mediana 196,50 436,50 286,50
3° Quartil 556,25 617,75 536
Valor maximo 739 865 1522
Média 334,79 444,88 414,80
Desvio padrio 240,05 232,99 349,62

Tabela 18. Medidas descritivas de R2microglobulina segundo os graus de reticulo (p>0,05)

Medida descritiva Grau | Grau ll Grau lll
Valor minimo 0,32 0,17 0,80
1° Quartil 1,39 1,27 1,41
Mediana 1,98 2,25 1,77
3° Quartil 2,60 3,43 2,63
Valor méaximo 4,55 14,50 7,60
Média 2,19 3,31 2,35

Desvio padrao 1,30 3,77 1,72
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Tabela 19. Medidas descritivas de linfocitose segundo evolugao clinica (p>0,05)
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Medida descritiva Remissao Prolongada Progressao alto grau Refratariedade QT
Valor minimo 620 600 180

1° Quartil 3300 9050 3600
Mediana 10300 34549 14000

3° Quartil 33443 93000 54000

Valor maximo 66500 210000 170000
Média 19082,83 54037,26 33884,94
Desvio padrao 21303,34 59672,74 41684,63

Tabela 20. Medidas descritivas de creatinina sérica segundo evolugao clinica (p>0,05)

Medida descritiva Remissao Prolongada Progressao alto grau Refratariedade QT
Valor minimo 0,57 0,70 0,10
1° Quartil 0,84 0,83 0,79
Mediana 0,91 1,00 1,10
3° Quartil 1,35 1,20 1,36
Valor maximo 1,90 2,20 2,77
Média 1,06 1,08 1,13
Desvio padrao 0,37 0,36 0,51

Tabela 21. Mediana e valores minimo e maximo das variaveis (Grau de reticulo e Risco) segundo

6bitos (p>0,05)

Variavel Obito relacionado LLC Obito outras causas Sobreviventes
Reticulo 3,0 (1,0-3,0) 2,0(1,0-3,0) 2,0 (1,0-3,0)
Risco 1,0 (1,0-2,0) 1,5(1,0-2,0) 1,0 (0,0-2,0)

Estudo de associagdo entre grupos pelo teste de Goodman

Tabela 22. Distribuicao do grau de reticulo segundo género (p>0,05)

Género Grau | Grau ll Grau lll Total
Masculino 8 (25,81) aA 9(29,03) aA 14 (45,16) aA 31
Feminino 6 (23,08) aA 11 (42,31) aA 9(34,62) aA 26

a (letra minuscula): compara linhas na categoria de resposta em consideracao; A (letra maitscula):

compara categorias de resposta, dentro da linha em consideracao.
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Tabela 23. Distribuicao do grau de reticulo segundo sintomas B (p>0,05)

Sintomas B Grau | Grau ll Grau lll Total
Presentes 7(25,93) aA 7(25,93) aA 13 (48,15) aA 31
Ausentes 7(25,92) aA 11 (42,31) aA 8(30,77) aA 26

a (letra minuscula): compara linhas na categoria de resposta em consideracao; A (letra maitscula):
compara categorias de resposta, dentro da linha em consideracéo.

Tabela 24. Distribuicdo do grau de reticulo segundo comprometimento de 6rgdos linfoides
secundarios (p>0,05)

Acomentimento Grau | Grau ll Grau lll Total
0|_2ério

Presente 10 (25,64) aA 12 (30,77) aA 17 (43,59) aA 39
Ausente 4(22,22) aA 8 (44,44) aA 6 (33,33) aA 18

a (letra minuscula): compara linhas na categoria de resposta em consideracao; A (letra maitscula):
compara categorias de resposta, dentro da linha em consideracéo.

Tabela 25. Distribuicao de presenca de infecgdo ao diagnostico segundo grau de reticulo (p>0,05)

Graus de Reticulo Presenca de infec¢ao Auséncia de infecg¢ao Total
I 5(35,71) aA 9 (64,29) aA 14
Il 7(35) aA 8 (44,44) aA 20
1 2(9,09) aA 20 (90,91) aB* 22

a (letra minuscula): compara linhas na categoria de resposta em consideracdo; A (letra maitscula):
compara categorias de resposta, dentro da linha em consideracdo; interferéncia do n de pacientes,
sem significado bioldgico.

Tabela 26. Distribuicdo do grau de reticulo segundo estratificacdo de risco de Rai e Binet,
modificados (p>0,05)

Estratificagcao de Risco Graul Grau ll Grau lll Total
Baixo 3(25) aA 6(50) aA 3(25 aA 12
Intermediario 7(25,93) aA 7(25,93) aA 13 (48,15) aA 27
Alto 4(23,53) aA 4(41,18) aA 6(3529) aA 17

a (letra minuscula): compara linhas na categoria de resposta em consideracao; A (letra maitscula):
compara categorias de resposta, dentro da linha em consideracéo.



Anexos 91

Tabela 27. Distribuicdo de pico monoclonal, na eletroforese de proteinas séricas, segundo grau de
reticulo (p>0,05)

Graus de Reticulo Auséncia aoup Y Total
I 4 (28,57) aA 4 (28,57) aA 6 (42,36) aA 14
I 5(25) aA 6(30) aA 9(45) aA 20
Il 9(39,13) aA 5(21,74) aA 9(39,13) aA 23

a: regido de alfaglobulina; g: regido de betaglobulina; y: regido de gamaglobulina; a (letra
mindscula): compara linhas na categoria de resposta em consideracdo; A (letra maidscula): compara
categorias de resposta, dentro da linha em consideracéo.

Tabela 28. Distribuicdo da estratificagdo de risco segundo padrdo de infiltragdo grau de reticulo
segundo celularidade da medula dssea (p>0,05)

Estratificacdo de Risco Grau | Grau ll Grau lll Total
Baixo 3(25) aA 6(50) aA 3(25) aA 12
Intermediario 7(25,93) aA 7(25,93) aA 13 (48,15) aA 27
Alto 4(23,53) aA 4(41,18) aA 6(3529) aA 17

a (letra minuscula): compara linhas na categoria de resposta em consideracao; A (letra mailscula):
compara categorias de resposta, dentro da linha em consideracéo.



	CAPA
	FOLHA DE ROSTO
	FICHA CATALOGRÁFICA
	DEDICATÓRIA
	AGRADECIMENTOS
	EPÍGRAFE
	RESUMO
	ABSTRACT
	LISTA DE FIGURAS. TABELAS
	LISTA DE TABELAS

	SUMÁRIO
	INTRODUÇÃO
	OBJETIVOS
	CASUÍSTICA E MÉTODOS
	RESULTADOS
	DISCUSSÃO
	CONSIDERAÇÕES FINAIS
	BIBLIOGRAFIA
	APÊNDICE
	ANEXOS

