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Resumo

DAMETTO, A.P.F. Expressao de ZAP 70 e relacio com a expressiao de CD 38, ploidia e
indice de fase S em pacientes com Leucemia Linfocitica Cronica. 2014. 53f. Dissertacdo
(Mestrado) - Faculdade de Medicina de Botucatu, Universidade Estadual Paulista, Botucatu,

2014.

A Leucemia Linfocitica Cronica (LLC) ¢ uma neoplasia de linfocitos B maduros, de curso
clinico heterogéneo, com alguns pacientes necessitando de tratamento imediato e outros
vivendo sem tratamento por décadas. Por essa caracteristica, se faz necessaria a identificagao
de marcadores progndsticos acessiveis e de valor clinico. O objetivo principal foi avaliar
retrospectivamente os indicativos prognosticos de progressao da doenca (ZAP-70, CD38,
ploidia de DNA e Fase S) em pacientes portadores de LLC, frente a sua evolug¢ao clinica. Como
objetivos secundarios, foram comparadas as metodologias de analise de ZAP-70 por citometria
de fluxo(CF) ISO Método e Analise em Tubo Unico, assim como as técnicas de analise de
conteildo de DNA pelo modelo matemdtico (ModFit LT™) e estratégia de gating boleano
(Infinicyt™). Na cauistica foram incluidos 27 pacientes que possuiam disponiveis os dados
clinicos e laboratoriais em estudo e que concordaram e preencheram o termo de consentimento
livre e esclarecido. A avaliagdo da situagdo clinica foi feita uma Unica vez, ¢ assim como oS
resultados das expressdes de CD 38 e ZAP 70, foi realizada através de revisdo de prontuario
médico. A andlise do conteudo de DNA por CF foi avaliada pelos dois métodos supracitados,
a partir de arquivos do laboratorio de citometria de fluxo da instituigdo. Como resultados, ndo
se observou relagdo das expressoes de ZAP-70 e CD38 com o estado clinico dos pacientes. Em
relagdo a analise de indice de DNA e Fase S, ndo houve diferenca estatistica (p=0,69 e p=0,08
respectivamente utilizando-se os sofiwares ModFit LT™ e Infinicyt™). Também foi
encontrado que os dados obtidos na anélise de DNA indicam a possibilidade de utilizag¢do da
Fase S na avaliacdo progndstica dessa série de pacientes. Conclusdo: todos os trés fatores
estudados sdo considerados prognosticos. Nao houve relagao dos marcadores estudados com a
evolucdo clinica dos pacientes. Para relacionar esses dados com a evolugdo clinica se faz
necessario o seguimento desses pacientes por maior periodo de tempo.

Palavras-chave: leucemia linfocitica cronica, citometria de fluxo, fatores prognosticos, ZAP-

70, CD38, Fase S.



Abstract

DAMETTO, A.P.F. Expression of ZAP 70 and relation with the expression of CD 38, ploidy
and S-phase index in patients under Chronic Lymphocytic Leukemia. 2014. 53f. Thesis (Master
Degree) — Botucatu Medical School, UNESP, Botucatu, 2014.

The Chronic Lymphocytic Leukemia (CLL) is a mature B lymphocytes malignancy, on
heterogeneous clinical course, where some patients require immediate treatment and others live
for decades without treatment. For this peculiarity, it’s required the identification of prognostic
markers and clinical value. The main objective was to retrospectively, evaluate the prognostic
indicator of the disease progression (ZAP- 70, CD38, DNA ploidy and S phase) in patients
under CLL, facing the clinical evolution. As secondary purposes, methodologies were
compared to ZAP- 70 analysis by flow cytometry (FC) ISO Method and Single-Tube Analysis,
as well as technical analysis of DNA content by the mathematical model (ModFit LT ™) and
boolean gating principle (Infinicyt ™ ). On the registration of the cases observed, there were
included 27 patients under the clinical and laboratory data who had available and filled in the
term consenting agreement. The evaluation of the clinical situation was made only once, and
the results of expressions and CD38 and ZAP 70, were held by reviewing medical records. The
analysis of DNA content by CF was evaluated by the above two methods files from a
laboratorial flow cytometry institution. As a result, no relation of the expressions of CD38 and
ZAP- 70 with the clinical status of the patients was observed. Concerning the analysis of DNA
index and S phase, there wasn’t any statistical difference (p = 0.69 and p = 0.08 respectively
using the ModFit LT ™ and Infinicyt ™ software ). It was also found that the data obtained in
the analysis of DNA indicates the possibility of using the S phase in the prognostic evaluation
of those patients. Conclusion: all the three factors studied are considered prognostic. There was
no relation of the markers studied to the clinical course of patients. To correlate these data with
clinical follow-up of those patients, it is necessary a longer period of time.

Keywords: chronic lymphocytic leukemia, flow cytometry, prognostic factors, ZAP- 70, CD38,
Phase S.
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AHAI Anemia hemolitica autoimune
BAFF B cell activating fator
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BR Bendamustina e Rituximab

CALGB Cancer and Leukemia Group B
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FCR Fludarabina, ciclofosfamida e rituximab

FISH Hibridagao in situ por fluorescéncia

FR Fludarabina e rituximab

IgVH Regido variavel da cadeia pesada de imunoglobulina
IFM Intensidade de fluorescéncia média

ITAM Imunorreceptores de ativagdo de motivos tirosino-baseados
IWCLL International workshop on chronic lymphocytic leukemia
LLC Leucemia linfocitica cronica

MAPK Mitogeno ativado da proteino-kinase

NK Natural killer

PTK Tirosino-kinase

RC Resposta completa

RP Resposta parcial

SLL Small lymphocytic lymphoma

SyK Tirosino-kinase esplénica

TA Temperatura ambiente

TCLE Termo de consentimento livre e esclarecido

TCR Receptor de células T



TRL Toll-like receptors
WHO World Health Organization
ZAP 70 Proteina zeta-associada de 70kDa



Sumario
Resumo
Abstract
Lista de siglas
1 Introducao
2 Objetivo principal
2.1 Objetivos secundarios
3 Material e métodos
3.1 Casuistica
3.2 Material
3.3 Métodos de citometria de fluxo
3.3.1 Técnica de ZAP — 70 (Fenotipagem intracitoplasmatica)
3.3.2 Técnica de marcagdo de DNA e antigenos da membrana - KIT: CycletestTM plus
DNA Reagent kit (BD)
3.4 Andlises das amostras
4 Resultados
4.1 Expressdo de CD38
4.2 Expressao de ZAP-70
4.3 Anélise do Indice de Fase S (Software Infinicyt)
4.4 Comparagao das metodologias de analise de DNA ModFit™ e Infinicyt™
4.5 Comparacao das metodologias I[SO Método e Anélise em tubo tnico
4.6 Perfil dos pacientes com doencga de dificil controle e dbitos por causa relacionada
a doencga
5 Discussao
6 Conclusdes
Referéncias Bibliograficas

Anexos

13
27
27
27
27
29
30
30

31
32
37
38
39
39
40
42

42
42
44
45
49



13

1. Introducio

A Leucemia Linfocitica Cronica (LLC) ¢ uma neoplasia de linfécitos B maduros, pos-
centro germinativo, composta por linfocitos monomorficos, redondos a ligeiramente irregulares
no sangue periférico, medula 6ssea, bago e linfonodos, junto a prolinfocitos e paraimunoblastos,
formando centros de proliferacio nos tecidos infiltrados '.Os prolinfécitos podem estar
presentes em pequeno nimero e o seu aumento (>10%) indica transformagao prolinfocitica da
LLC 2. Ao diagnéstico, observa-se infiltragdo linfocitaria da medula 6ssea, geralmente acima
de 30% das células nucleadas e na bidpsia de medula 6ssea, onde trés padrdes de infiltracdo
podem ser vistos: nodular, intersticial e difuso ou combinacdo desses. Os tipos histologicos
nodular e difuso sdo relacionados com prognédstico favoravel 2. As células da LLC usualmente
coexpressam CD5 e CD23. Na auséncia de envolvimento de tecido extramedular, deve haver
uma contagem maior ou igual a 5x10%/L de linfocitos monoclonais no sangue periférico com o
fen6tipo de LLC por citometria de fluxo '. Segundo o The International Workshop on Chronic
Lymphocytic Leukemia (IWCLL) € necessario que esta linfocitose esteja presente pelo menos
por 3 meses, como parametro diagndstico. Em pacientes com contagens linfocitarias menores,
mas em presenca de citopenias ou sintomas relacionados a doenga, também pode ser
considerado esse diagnéstico . O termo Small lymphocytic lymphoma (SLL) ¢ utilizado nos
casos ndo leucémicos com morfologia e imunofendtipo de LLC e a definicdo do IWCLL para
diagnostico de SLL implica na presenca de linfoadenomegalias, auséncia de citopenias
secundarias a infiltragdo da medula 6ssea e contagens linfocitarias menores que 5x10°/L no
sangue periférico !. Na auséncia de linfoadenomegalias ou organomegalia (definidas pelo
exame fisico ou tomografia computadorizada), citopenias e sintomas relacionados a doenga, a
presenca de uma contagem de linfocitos no sangue periférico menor que 5x10%/L é definida
como Linfocitose B Monoclonal®. Nio esta claro se esta condicdo predispde ou é um evento
precursor de LLC !, porém a linfocitose B monoclonal parece progredir para LLC a uma taxa
de 1-2% ao ano °.

A clonalidade dos linfécitos B circulantes deve ser confirmada por CF sendo que as
células da LLC expressam um imunofendtipo caracteristico, com a co-expressao do antigenos
de superficie de células T CD5 e de células B CD19, CD20 e CD23 3. Os niveis de
imunoglobulina de superficie (slg), CD20 e de CD79b sdo baixos se comparados com o0s
encontrados em células B normais . Cada clone de células leucémicas tem a restricdo de
expressdo ou da imunoglobulina de cadeia leve Kappa ou Lambda *. O CD 200 ¢ positivo,
sendo o marcador de maior importancia para distinguir essa entidade do Linfoma do Manto 2.

Alguns casos podem ter imunofenotipo atipico com negatividade para CD5 ou CD23, FMC7+
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ou CD11c+, expressio forte de imunoglobulina de superficie e CD79b+ !. Para diferenciacio
dos casos de LLC de outras doengas linfoproliferativas B (DLPCB) Matutes et al. # estabeleceu
um escore baseado na expressao antigénica que tem se mostrado muito util (Tabela 1), casos
com escore 2 a 3 requerem cuidados e necessitam de avaliagdo com painel ampliado para

confirmagcdo diagnostica 2.

Tabela 1: Sistema de escore para diagndstico de LLC, no qual o comportamento de cada
antigeno recebe pontuacao de zero ou 1

Escore 0 1

CD5 Negativo Positivo

CD23 Negativo Positivo
CD79% Positivo Fraco/Negativo
FMC7 Positivo Negativo

slg Forte Fraco/Negativo

O escore total ¢ obtido pela soma dos pontos e varia de zero a 5.
Diagnostico: LLC= escore>3; DLPCB= 0-2
Matutes apud Yamamoto?

A LLC ¢ uma neoplasia de curso clinico heterogéneo, com alguns pacientes
necessitando de tratamento imediato e outros vivendo sem tratamento por décadas. A taxa de
incidéncia da doencga ¢ de 2-6 casos por 100 000 individuos e aumenta com a idade, chegando
a 12,8/100 000 com uma média de idade de 65 anos ao diagnéstico !, porém o diagnéstico da
LLC tem sido cada vez mais precoce no curso da doenga, com a possibilidade de se oferecer
aos pacientes uma observacao clinica adequada e institui¢ao de terapéutica no momento correto,
podendo assim aumentar a sobrevida desses doentes (Molica & Levato apud Furman °). Como
a taxa de incidéncia aumenta com a idade, a prevaléncia e mortalidade sdo susceptiveis a
aumentar mais devido a mudancas demogrificas na sociedade nas préximas décadas °.
Atualmente, quase 70% dos pacientes morrem por causas relacionadas a LLC, principalmente
idosos, sendo a sobrevida média de 69,9% de 40 a 59 anos versus 38,1% acima dos 80 anos °.
Como marcadores prognosticos, inicialmente, foram desenvolvidos os sistemas de
estadiamento Rai e Binet (Tabela 2) . A classificagdo de Rai original foi modificada para
reduzir o nimero de grupos progndsticos de cinco para trés *. Os dois sistemas de estadiamento
sdo simples, baratos e se baseiam no exame fisico e exames laboratoriais padriao. Eles nado

necessitam de ultrassom, tomografia computadorizada ou ressonancia magnética >. Além da

avaliacdo prognostica, eles também sdo utilizados para definir o momento do inicio da



15

terapéutica. Em geral, pacientes recém diagnosticados, assintomaticos e com doenca em estadio
precoce (Rai 0, Binet A), devem ser monitorados sem terapéutica até apresentarem evidéncias

de progressao de doenca.

Tabela 2: Classifica¢do de Rai e Binet

Sistema Achados clinicos Sobrevida média(anos)
Rai (simplificado)
0 (baixo risco) Linfocitose sangue periférico > 10
e medula dssea
I e II (risco intermediario) Linfadenomegalia 7
esplenomegalia +/-
hepatomegalia
[T e IV (alto risco) Anemia, trombocitopenia 0,75-4
Binet
A < 3 areas de adenomegalias, 12
sem anemia,
sem trombocitemia
B > 3 areas de adenomegalias, 7
sem anemia,

sem trombocitemia
C Hemoglobina < 10,0g/dL 2-4
Plaquetas< 100 x 10 g/dL

Extraido de Gribben®

Estudos do French Cooperative Group on CLL, do Cancer and Leukemia Group B
(CALGB) e do Spanish Group Pethema mostraram que em pacientes com doenga em estadio
precoce mostraram que o uso de agentes alquilantes ndo prolongaram a sobrevida nesta situacao
especifica’. No entanto, pacientes com risco intermedirio (Rai I e Rai II) ou alto risco (Rai III
e Rai IV) ou Binet B e C se beneficiam do inicio da terapéutica °. Alguns pacientes (risco
intermediario de Rai ou Binet B), podem ser monitorados sem terapia até¢ evidéncia de
progressdo de doenga ou doenga sintomatica/ativa, que é definida pelo guideline da IWCLL:*’

-evidéncia de faléncia de medula 6ssea progressiva (anemia e/ou trombocitopenia);

-esplenomegalia >6 cm abaixo do rebordo costal esquerdo, esplenomegalia progressiva
ou sintomatica;

-linfonodos >10 cm no seu maior didmetro ou linfonodomegalia progressiva ou
sintomatica;

-linfocitose progressiva com um aumento de 50% no periodo de 2 meses;

-tempo de duplicag@o dos linfocitos menor do que 6 meses;
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-anemia hemolitica autoimune e/ou trombocitopenia pouco responsivas aos corticoides
ou outra terapia padrao;

-sintomas relacionados a doencga: perda de peso ndo intencional acima de 10% dentro
de 6 meses, fadiga significante, febre (>38°C) por 2 ou mais semanas sem evidéncia de infec¢ao
ou sudorese noturna por mais de um més sem evidéncia de infeccao;

-transformacdo para tipo histolégico mais agressivo, como exemplo Sindrome de
Richter, que se possivel dever ser confirmada por bidpsia de linfonodo.

A contagem absoluta de linfocitos ndo deve ser usada como critério unico para indicar
o tratamento. Quanto as anormalidades cromossdmicas, embora somem informagdes
prognosticas aos sistemas de estadiamento, até agora ndo ha consenso ou evidéncia que o uso
de marcadores adicionais sdo necessarios na pratica clinica geral para definir uma indicagdo de
tratamento .

Durante a terapéutica, as citopenias ndo podem ser utilizadas para definir progressao da
doenga pois podem estar relacionadas a efeitos colaterais do tratamento . Depois do tratamento,
a progressao de qualquer citopenia (ndo relacionada a citopenia autoimune), documentada pela
queda da hemoglobina (Hb) em mais de 2g/dL ou abaixo de 10g/dL, ou pela diminuicdo da
contagem de plaquetas mais do que 50% ou menos que 100x10%/L, a0 menos 3 meses apds o
término do tratamento, define progressao da doenca se a bidpsia de medula éssea evidenciar
infiltragio pelas células clonais da LLC ’.

A doenga ¢ considerada estdvel, por sua vez, naqueles pacientes que apos terapéutica
ndo atingiram resposta completa (RC) ou resposta parcial (RP) e que ndo exibiram progressao
da doenca, o que equivale a ndo resposta. As respostas que devem ser consideradas clinicamente
benéficas sdo as RC e RP, e todas as outras (doenca estavel, ndo resposta, doenca progressiva
ou morte) devem ser classificadas como faléncia ao tratamento ’. A doenga refratéaria ¢ definida
como aquela que apresentou falha ao tratamento ou progrediu no prazo de 6 meses para tltima
terapéutica anti-leucémica. Ja para definicdo de LLC de alto risco, que justifique a indicagdo
do transplante alogénico de medula 6ssea, a doenga deve ser refratdria ao tratamento baseado
em analogos de purina ou ao transplante autélogo de medula dssea ’.

A escolha do tratamento para o paciente de LLC ¢ uma tarefa que requer experiéncia,
um bom julgamento clinico e o uso de ferramentas diagndsticas adequadas. Deve-se considerar
antes de se recomendar o tratamento: o estadio clinico, a condi¢do fisica do paciente, o risco
genético, a situacdo do tratamento (primeira linha versus segunda linha, resposta versus nao
resposta do ultimo tratamento) 3. Para pacientes com boa condi¢do clinica deveriam ser

oferecidas terapias combinadas como Fludarabina mais Ciclofosfamida (FC), Fludarabina mais
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Rituximab (FR) ou Fludarabina mais Ciclofosfamida mais Rituximab (FCR). Nos pacientes
mais debilitados pode ser oferecido Clorambucil associado a um anti-CD20, ou um esquema de
Fludarabina em dose reduzida com um anti-CD20. Nesse braco, o objetivo ¢ o controle dos
sintomas °. Pacientes sintomaticos com delegiio do 17p ou mutagio TP53 podem receber FCR
ou Bendamustina mais Rituximab (BR) ou um regime contendo Alentuzumab como primeira
linha de tratamento. Esses regimes t€ém uma taxa de resposta de 50%, sendo que esses pacientes
respondem de maneira pobre a regimes contendo Fludarabina e Ciclofosfamida, dessa forma o
Transplante alogénico de medula 6ssea deve ser considerado . Quanto a segunda linha de
tratamento, em geral, o primeiro esquema pode ser repetido desde que a duragdo da remissao
exceda 12 meses (ou 24 meses com a associagdo do anticorpo monoclonal). A escolha se torna
mais limitada nos pacientes refratarios e com dell7p 3. Novos agentes vém sendo desenvolvidos
e estudados tendo como alvo os receptores de células B (Fostamatinib, Idelalisib, Ibrutinib,
Dasatinib), também se estudam os inibidores de Bcl-2 e drogas imunomodulatorias como a
Lenalidomida °.

Além dos sistemas de estadiamento de Rai e Binet, outros marcadores prognosticos tém
sido estudados com a finalidade de uma melhor caracterizacdo bioldgica da doenga. Em 1992
um primeiro trabalho sugeriu que os casos de LLC poderiam possuir genes de imunoglobulina
mutados ou nido mutados (Cai apud Furman °) e em 1999 foram publicados estudos que
demonstraram o valor progndstico do status mutacional da imunoglobulina, sendo que os casos
ndo mutados apresentaram um curso mais agressivo e menor sobrevida média °. Na década de
90 uma nova técnica para busca de anormalidades cromossdmicas foi desenvolvida (hibridacao
in situ por fluorescéncia — FISH), a qual por ndo depender de metafases cromossdmicas,
aumentou a taxa de deteccdo de anormalidades cromossomicas em LLC que ¢ marcada por
baixo indice mitotico. Em 1999 o CD 38 foi associado com o status mutacional da
imunoglobulina e como preditor de sobrevida ®. Na tentativa de identificar genes que se
correlacionavam com o status mutacional da imunoglobulina, em 2001 Rosenwald et al. °
demonstraram a correlacdo da expressao do gene zap-70 com o status nao mutado.
Status mutacional IgVH

A auséncia de mutagdes genéticas somaticas nas regides variaveis de cadeia pesada de
imunoglobulina (IgVH) nas LLC esta relacionada a pior prognostico, com doenca rapidamente
progressiva em relagdo aos pacientes que tém essa mutagio '°. Cada cadeia de imunoglobulina
¢ formada a partir de segmentos génicos que se rearranjam em uma seqiiéncia especifica para

constituir a cadeia completa (figura 1).
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A porgao variavel da cadeia pesada das imunoglobulinas ¢ codificada pelas segmentos
Vu, Du, Ju. Ha mais de 50 genes Vu, 25 genes Du e 6 Ju dispostos sequencialmente no
cromossomo, seguidos das regides constantes Cu, Co, Cy3, Cyl, Cal, Cy4, Cy2, Cel e Ca2.
Nas cadeias leves os segmentos sdo: ~35 Vk, 5 Jk e um sé segmento Cx; ~30 VA e 4 conjuntos

nCa L,

Cadeias  Locus Localizagdo
cromossomica
Cadeia kappa IGK 2p11.2
ou
Cadeia lamhda  IGL 22gq11.2

Cadeia leve A

Cadeiapesada  IGH 14932.33

Cadeia leve

Figura 1 — Cadeia de imunoglobulina. Em verde: por¢ao variavel das cadeias leves e pesadas,
em vermelho o segmento D da cadeia pesada, em amarelo o segmento J das cadeias leve e
pesada, em azul claro o segmento C da cadeia leve e em azul escuro o segmento C da cadeia

pesada. Extraida de Ginestoux et al.!?
http://www.imgt.org/IMGTeducation/Tutorials/IGandBcells/ PT/Genetica/figl.ipg

No inicio da maturacao dos linfécitos B, na medula 6ssea, ha expressao de 3 genes:
TdT, RAG1 e RAG2 que comandam a recombinac¢do génica necessaria para a producao de
imunoglobulina '!. O rearranjo dos genes dos receptores de antigenos é o evento chave no
desenvolvimento dos linfocitos, responsavel pela geracdo de um repertorio diverso (figura 2).
Esses eventos de rearranjo do DNA que levam a producdo de receptores de antigeno
(IgM/receptor de células B ou BCR), ndo dependem da presenca ou influéncia do antigeno, ou
seja, os receptores de antigenos diversos sdo gerados e expressos antes do encontro com
antigenos. O processo combinatério dos diferentes segmentos que compdem as regides
variaveis das cadeias pesadas e leves, e as diferentes possibilidades de associacao entre eles,
resultam em cerca de 10'' especificidades diferentes de reconhecimento pelas
imunoglobulinas!!.

A fim de restringir esse repertorio, mecanismos de selecao positiva e negativa atuam

durante a maturagio dos linfocitos B . O repertorio pré-imune garante que existird um sitio de


http://www.imgt.org/IMGTeducation/Tutorials/IGandBcells/_PT/Genetica/fig1.jpg
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ligacdo especifico, no minimo com baixa afinidade, para cada antigeno existente na natureza.
Neste estagio o linfocito B ¢ chamado de linfocito B naive imaturo e encontra-se em condig¢des
de deixar a medula dssea '°. J4 na circulagdo, a célula comega a expressar IgD na superficie e é
chamada de linfocito B naive maduro. Ao encontrar antigenos que se ligam com seus receptores
de superficie, as células B naive se submetem a transformacgdes, proliferam e por ultimo
amadurecem em plasmdcitos e células B de memoria !. As células B naive que encontram o
antigeno podem amadurecer diretamente em plasmocitos de vida curta, processo mediado por
células T e fora do centro germinativo ou migrar para o foliculo primério '. No centro
germinativo, a primeira etapa de diferenciagdo caracteriza-se por alteragdes significativas na
morfologia do linfocito B e também pela troca da por¢do constante da cadeia pesada de IgM ou
IgD para IgG, IgA ou IgE, processo conhecido como mudancga de classe. Nesse processo as
porgdes variaveis das cadeias pesadas e leves permanecem as mesmas € consequentemente a
especificidade antigénica do anticorpo ndo ¢ alterada, mas a resposta imune ¢ mais
diversificada, uma vez que as diferentes classes de imunoglobulina apresentam diferentes
caracteristicas funcionais '!.

A seguir ocorre a maturagdo de afinidade que € o processo que leva ao aumento da
afinidade dos anticorpos para um antigeno, a medida que a resposta humoral dependente de
célula T progride, e ¢ o resultado da mutagdo somatica de genes Ig seguida pela sobrevivéncia
seletiva das células B produtoras de anticorpos de maior afinidade '*.

A partir de um rearranjo V(D)J que possui alguma afinidade com o determinante
antigénico, uma série de mutagdes podem ocorrer dentro desse segmento, tanto na cadeia leve
quanto na pesada. A taxa de mutagio é estimada em 1 a cada 10> pares de base do gene V, por
divisdo celular, o que ¢ cerca de mil vezes maior que a taxa de mutagdo espontanea em outros
genes de mamiferos (por esta razao, a mutacdo nos genes V das Ig também ¢ chamada de
hipermutagiio) !*. Viérias caracteristicas dessas mutacdes sdo dignas de notas: as mutagdes do
gene V se concentram na regido de determinacao de complementariedade ao antigeno, existem
muito mais mutagdes nos anticorpos IgG do que IgM e a presenga de mutagdes se correlaciona
com o aumento da afinidade dos anticorpos ao antigeno que induziu a resposta. Muitas
mutagdes podem gerar declinio ou perda de fun¢do do antigeno, portanto o proximo e crucial
passo no processo de maturagdo da afinidade é a selecdo das células B de maior afinidade '*.
Dada a extraordinaria taxa de mutagdo nos centros germinativos, nao € surpreendente que as
neoplasias malignas de origem linfoide em humanos se desenvolvam mais frequentemente de
células B desse local, porque a quebra de DNA associada a mutagdo e mudanga de isotipo criam

um cenario propicio para translocagdes cromossomicas de varios oncogenes para os loci de
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gene Ig, produzindo tumores de células B '4. Trés tipos de genes IgV sdo especialmente super-
expressos na LLC: Vh3-07 que ¢é observado freqiientemente em LLC com mutagdo
somaticaVh1-69 em LLC nao mutada e Vh4-34 que ¢ encontrada igualmente distribuida nas
duas formas 3.

Em seu estudo Messmer et al.'> obteve evidéncias de que as células que se acumulam e
proliferam em LLC sdo linfocitos B maduros que apresentam exposi¢ao antigénica.

O estado atual de conhecimento da LLC indica que a célula precursora de LLC (célula
que sofre o primeiro evento leucemogénico) consegue escapar dos checkpoints da medula dssea
e evadir a apoptose, para poder se diferenciar em um linfécito B maduro que retém propriedades
de células T, mas possui um receptor de células B (BCR) funcional 3.

A funcionalidade do BCR ¢ observada indistintamente em casos mutados como nao
mutados, indicando que alguma forma de estimulacdo antigénica ¢ provavelmente comum a
todos casos de LLC. A natureza desse antigeno ¢ desconhecida, mas, independentemente da
mesma, seja viral, autdlogo ou superantigeno, o papel desempenhado pela estimulagido de BCR
é incontestavel e tem importancia central na patogénese da LLC 1°.

Por muito tempo acreditou-se que a LLC era uma doenga caracterizada por perdas dos
mecanismos normais de apoptose, no entanto tem sido observado que os telomeros das células
leucémicas sdo significativamente mais curtos que os observados em linfécitos B normais,
sendo que as cé¢lulas que apresentam status ndo mutado do gene Vy da Ig tém telomeros
menores do que aquelas com mutagdes somaticas '°. Dessa forma, pode-se concluir que as
células ndo mutadas passam por um niimero maior de divisdes celulares, possivelmente apds
multiplas exposi¢des antigénicas € com isso apresentam mais oportunidade de adquirir
aberragdes cromossdmicas e, portanto, um comportamento mais agressivo. E possivel que as
células com mutagdes somaticas ndo interajam bem com os antigenos, o que as leva a uma
menor capacidade de proliferagio e um melhor prognéstico '*. Assim, na patogénese da LLC,
observamos um balango entre apoptose e proliferacao.

Atualmente se reconhece o microambiente tecidual na sobrevivéncia e proliferacao das
células da LLC. As células nos linfonodos e na medula 6ssea mostram caracteristicas de células
B ativadas e aumento na proliferagdo. O termo microambiente descreve os componentes
celulares, estruturais e soliveis no compartimento anatdmico em que a célula de LLC reside '°.
In vitro, diferentes tipos de células estromais e células derivadas de mondcitos, designadas
“nurse-like cells”’, promovem a sobrevivéncia da célula '®. As células T também se mostraram
necessdarias para proliferacao de células da LLC in vivo, utilizando modelos de xenotransplante

em ratos. Estudos in vitro t€m identificado muitos fatores que aumentam a sobrevivéncia das
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células de LLC e promovem uma limitada proliferacdo, sdo eles: BCR, Toll-like receptors

(TRL), citocinas, quimiocinas, CD40, BAFF, integrinas e componentes

extracelular'®.
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Figura 2 — Rearranjo de genes receptores de antigenos da cadeia leve Kappa. A partir do
DNA rearranjado ocorre o processo de transcrigdo que gera o RNA mensageiro que sera

traduzido, gerando a proteina da cadeia leve Kappa. Extraido de Ginestoux et a

1.12

http://www.imgt.org/IMGTeducation/Tutorials/IGandBcells/_PT/Genetical/figl.jpg
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ZAP 70

Com a finalidade de se identificar genes que poderiam distinguir casos mutados e os nao
mutados em LLC, Rosenwald et al. * demonstrou que todos os pacientes de LLC compartilham
uma assinatura de expressao génica comum, independentemente do status mutacional da IgVH.
Entre os genes que sdo diferentemente expressados entre os casos mutados e ndo mutados, o
zap 70 foi o mais diferentemente expressado entre os dois subtipos, sendo expresso em casos
nio mutados. Porém h4 algumas exce¢des, havendo uma taxa de discrepancia de 8 a 25% 7. O
ZAP — 70 pode ser um conveniente substituto clinico para o status de mutagio do gene IgVy'®.

A proteina zeta-associada de 70 kDa (ZAP-70), ¢ uma tirosino-kinase (PTK)
pertencente a familia Src das proteino-kinases. Ela atua na fosforilagdo em conjunto com a
proteina zeta do complexo CD3, este associado aos receptores de células T (TCR), ou em
receptores Fc para IgG (CD16) nas células NK, tendo assim papel precoce na ativacdo das
células T e NK . A proteina ZAP-70 funciona como ativador da familia Tec das PTKs ativando
as vias de sinalizag¢do da fosfolipase Cgama/CA++ e da Ras/Mitogeno Ativado da Proteino —
Kinase (MAPK), levando a fosforilagao da tirosina contendo imunorreceptores de ativagao de
motivos tirosino — baseados (ITAMs) 2°.

Normalmente as células B ndo tém a proteina ZAP-70, porém transitoriamente ela pode
ser detectada durante certos estdgios de desenvolvimento das células B. As células B utilizam
a via Syk (tirosino-quinase esplénica) para fosforilagdo dos receptores de células B (BCR)
durante a ativagdo celular. Similarmente ao ZAP-70, Syk ¢é recrutado para fosforilacdo dos
ITAM do complexo BCR, promovendo sua ativagdo. Ha evidéncias que a proteina ZAP 70
possa funcionar nas LLC ligando-se ao complexo BCR como sinalizador e promovendo a
fosforilagdo da tirosina de maneira aumentada 2°. Dessa forma, sugere-se que o curso clinico
mais agressivo possa estar relacionado a sinalizagdo BCR, e sua superativagio pela ZAP-70 !,

Quiroga et al. > demonstrou uma maior expressio de ZAP-70 na medula 6ssea e
linfonodos, comparada ao sangue periférico e também que a maior expressao de ZAP-70 nas
células LLC facilita a atividade migratoria para locais com microambiente mais favoravel para
sua proliferacdo e sobrevivéncia.

Diante do valor tanto na fisiopatologia quanto progndstico do ZAP-70 na LLC e sua
correlagdo com o status mutacional da I[gVH, ¢ desejavel que exista uma metodologia simples,
reprodutivel e confidvel para sua determinacdo. A imunofenotipagem por citometria de fluxo
multiparamétrica (CFM) tornou-se um método muito utilizado para avaliacdo do ZAP 70, pela
facilidade de realizagdo técnica e de avaliagdo das células leucémicas, em separado as células

T e NK da amostra, que também expressam o ZAP 70%. Apesar de ser amplamente utilizado,
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a desvantagem do método esta na falta de padronizagao interlaboratorial (escolha dos melhores
clones e fluorocromos, estratégia de gate (isolamento da populacdo alvo) e determinacao do
ponto de corte de positividade) 2*. A partir da necessidade de um padrio, vérias técnicas tém
sido empregadas para definir a porcentagem de células ZAP-70 positivas 2.

A técnica do ISO M¢étodo ¢ baseada no sinal obtido quando ¢ utilizado um anticorpo
isotipico marcado como controle negativo. A partir dessa metodologia, uma amostra ¢
considerada ZAP-70 positiva quando ao menos 20% das células de LLC demonstram um sinal
que excede, comparativamente, aquele do controle 2°. Outro método utiliza um controle positivo
interno baseado na expressdao de ZAP-70 constitucional das células T/NK residuais da amostra.
A amostra ¢ considerada positiva quando ao menos 20% das células LLC expressam ZAP-70
comparado a expressio das células T/NK 2. Uma desvantagem de utilizar as células T do
paciente com LLC como controle positivo ¢ que elas podem ndo ser normais € mostrar niveis
variaveis de expressdo de ZAP-70, dificultando sua anélise acurada *°. Comparando os dois
métodos, Zucchetto et al. 2° encontrou superioridade do ISO Método quanto a correlagio com
o status mutacional da IgVH.

Para reduzir a subjetividade na estratégia de gate e melhor distingdo entre as células
ZAP-70 positivas e negativas, foi proposta a avaliacdo da expressdo de ZAP-70 com métodos
que utilizam valores de intensidade de fluorescéncia média (IMF) 7. Os resultados se
mostraram menos subjetivos ao utilizar a relacdo da IMF de ZAP 70 das células LLC com
células B ou T normais de amostras de sangue periférico 27, tendo sido observado que os
parametros sdo mais acurados e reprodutiveis quando se utiliza a relagdo entre a IMF de
linfocitos T normais como controle positivo e células LLC ?*. A analise por CFM quantitativa

também foi proposta por Kay et al. 2

, cujo método a quantidade de molécula da proteina por
célula ¢ avaliada através do célculo da equivaléncia de fluorescéncia usando beads marcadas
(Quantum FITC molecules of equivalente soluble fluorochrome — MESF — Beads).

Degheidy et al. 2> desenvolveram uma técnica de andlise de ZAP 70 em um tnico tubo,
utilizando dois clones de anticorpos, amostra de doador normal e de células LLC. H4 vantagem
em avaliarem-se simultaneamente os niveis de ZAP-70 em células B clonais, tanto quanto para
células T e NK residuais (controle positivo), além de células B normais remanescentes (controle
negativo) e introduzir uma amostra de doador normal (controle externo). A determinagao da
expressao do ZAP-70 foi feita através de cinco metodologias de analise: método percentil,
relacdo células T paciente/clone, relacdo células T doador/clone, relagdo clone/células B

normais, indice Z modificado. Todas as analises empregadas mostraram resultados confidveis

quando associados ao status mutacional da IgVH, além ter sido demonstrado que um unico
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4

clone de anticorpo ¢ suficiente, fazendo dessa técnica uma opcao confidvel na pratica
laboratorial diaria.
Expressao de CD38

8,29.30.31 como indicativo de

A expressao de CD38 vinha sendo apontada pela literatura
mau progndstico e curso clinico agressivo em LLC, também estando relacionada ao status de
muta¢do do gene IgVH. Ha estudos que demonstram a associagdo da expressdo do CD 38 com
a do ZAP 70, mas essas expressoes ndo sdo concomitantes em todos os casos '*2°. Os niveis de
CD 38 podem mudar ao longo da doenga em alguns pacientes e seu aumento pode
correlacionar-se com o aumento da agressividade da doenga, sendo util em determinar piora do
curso clinico '8,

Também ndo parece haver uma relacdo pareada entre a expressdo do CD 38 e a auséncia
de mutagio da IgVH em séries estudadas '°.

Anormalidades citogenéticas

Aproximadamente de 50 a 80% das LLC carregam anormalidades cromossomicas.
Diferentes aberracdes cromossdmicas determinam diferentes progndsticos 2. Muitos desses
defeitos afetam genes responsaveis pela proliferacao celular e sobrevida das células (P53, RB,
CYCLIND2, CDK4 e MDM2). Dentre os achados clinicos, estas alteragdes podem se traduzir
em um menor tempo de duplicagdo de linfécitos em sangue periférico, sendo importante
ferramenta para classificagdo e estratificagao prognostica (Tabela 3).

As anormalidades genéticas envolvendo os cromossomos 11, 12, 13 e 17 sdo comuns
em LLC e elas podem predizer o tempo para inicio de tratamento e a sobrevida. Os principais
genes responsaveis pelo mau prognostico estdo associados com del 17p13 e del 1122 (TP53 e
ATM) . A contribuicio da trissomia do cromossomo 12 na patogénese da LLC é
desconhecida, havendo duvidas se essa anormalidade pode conferir evolugdo mais agressiva a
doenca. A dele¢do do 13q14 ¢ o achado citogenético mais comum e que determina um curso
mais favoravel.

A LLC ¢ o distarbio hematologico mais dificil de ser analisado por citogenética devido
ao baixo indice mitotico, pobre resposta a mitdgenos e problemas na obten¢ao de metafases em
altas contagens leucocitarias **. A associacio da citogenética convencional com a hibridago in
situ por fluorescéncia (FISH) tem sido a abordagem de escolha nesse grupo de pacientes. Novos
mitdégenos t€m sido incorporados na técnica da citogenética para melhorar a detec¢do de
anormalidades cromossomicas, principalmente em cariotipos complexos e na descoberta de

novas anormalidades recorrentes.
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Tabela 3: Anormalidades Cromossdémicas em LLC e sua correlacdo com as caracteristicas
clinicas, sobrevida média e o prognostico apresentados pelos pacientes.

Anormalidade Caracteristicas clinicas Sobrevida média (meses) Prognéstico

dell3q14 Estagio Binet precoce, I[gVh ndo mutado e 79 a133 Bom

baixa taxa de progressio da doenca

12 Morfologia e imunofenoétipos atipicos com 33all4 Intermediario
elevada citomorfologia; diferenciacao
linfoplasmacitdide; expressdo mais intensa
de CD20; desvio imunofenotipco de CD5-,
positividade de FMC7 e alta frequéncia de
expressdo de CD38

del6q Contagem de células brancas no sangue 33all4 Intermediario
relativamente elevada; imunofendtipo
classico e CD38+; morfologia atipica e

incidéncia intermedidria de hipermutacéo

somatica de IgVH

dell1q22-23 Doenga avancada, com rapido tempo de 13a79 Pobre

duplicacdo dos linfocitos; esplenomegalia

dell7p13 e extensa linfadenomegalia abdominal, 9a32 Pobre
mediastinal e periférica (em especial na
dell1q); IgVH ndo mutado; niveis séricos

elevados de desidrogenase latica e

baixos de albumina

Modificado de Paskulin et al.>*

Analise do ciclo celular

A andlise do ciclo celular, sobretudo o indice de Fase S em doencas linfoproliferativas
crOnicas, também constitui importante indicativo de progressdo da doenca.

O estudo do conteudo do DNA (indice de proliferacdo, ploidia) pode ser realizado por
CFM. Sao utilizados intercalantes que sdao incorporados ao DNA dentro do nucleo da célula
tumoral (iodeto de propideo, acridine Orange, DAPI, brometo de etidio, mitramicina) e a
fluorescéncia destes é medida ap6s ter sido excitada pelo laser do citometro *°. A anélise dos
dados pode ser feita através de modelos matematicos que utilizam histogramas para quantificar
a distribuicdo das células dentro das diferentes fases do ciclo celular de uma populagdo de
interesse, demarcada por um gate. Ha uma variedade de softwares com essa capacidade. Nem
sempre ¢ possivel ter uma medida acurada da fase S com esses modelos, o que se deve a
presenca de debris, que se confundem muitas vezes as células normais, e a superposi¢dao do
compartimento G2/M a fase S e também a dificuldade de isolar a célula tumoral do total da
amostra, mesmo quando se utiliza marcadores especificos . Uma forma de se avaliar a

qualidade do histograma ¢ através do coeficiente de variagao do pico GO-G1. Picos amplos com
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altos coeficientes de variagdo podem dificultar a anélise. E prudente considerar que histogramas
de DNA com coeficientes de variacdo do pico G0-G1 maiores que 5,0 ndio sdo interpretaveis >°.

Para defini¢ao da ploidia ¢ calculado o indice do DNA, o qual se obtém pela relacao
entre o pico GO0-G1 do tecido tumoral e o pico GO-G1 de uma populagdo normal diploide
conhecida. Denomina-se uma populacao dipldide se o indice de DNA ¢ 1,0; hiperdipldide se o
indice de DNA ¢ maior que 1,0; hipodiploide se ¢ menor que 1,0 e tetrapldide se igual a 2,0. Os
valores diferentes desses sio considerados aneuploides *°.

1.3% utilizou

Considerando o grau de variabilidade dos modelos matematicos, Quijano et a
a estratégia de gate para identificacdo de subpopulacdes de linfocitos e andlise de distribuigdo
no ciclo celular. Na medula 6ssea normal a taxa de proliferagao de células B diminui com sua

1.36 observou em progenitores B uma fase S+G2/M de 7% + 2,4%; nas

maturagdo. Quijano et a
precursoras B mais maduras fase S+G2/M de 3% £1,2% e nas células B maduras uma fase
S+G2/M de 0,5% =+ 1,1%. Na LLC uma maior porcentagem de células em fase S+G2/M foi
detectada na medula dssea versus sangue periférico (0,7% +/-1% versus 0,4% +/- 0,5%) 2, cujo
achado sugere que na LLC a medula 6ssea poderia propiciar um microambiente mais adequado
para proliferacao e expansao de células B neoplasicas, sendo esse microambiente influenciado
por variagdes nas propriedades de moléculas de adesdo das células tumorais na medula dssea e
também no estroma do linfonodo.

Para as LLC, que habitualmente sao de evolugao lenta, uma Fase S acima de 0,5% indica
doenca mais agressiva *2. Também, na LLC, a aneuploidia do DNA foi associada com uma
maior porcentagem de fase S+G2/M. Ha também associag@o entre a maior taxa de proliferagao
das cé€lulas B neopldasicas e outras caracteristicas clinicas e bioldgicas: pior performance status,

infiltracdo de dois ou mais sitios extranodais, trombocitopenia, aumento de DHL, estadios

clinicos Binet B e C 2.

Apesar do valor reconhecido valor prognostico da pesquisa do stafus mutacional da
IgVH e do estudo do cariotipo e FISH, esses recursos laboratoriais ndo se encontram
disponiveis nas instituigdes brasileiras para tratamento de neoplasias malignas, sobretudo as
pertencentes a rede publica.

Frente a necessidade em se obter uma avaliagdo progndstica que seja aplicavel a pratica
clinica diaria dos pacientes portadores de LLC, para que sejam reconhecidos os pacientes de
maior risco de progressdo de doenga e consequentemente de maior necessidade de vigilancia
clinica frequente, consideramos que a CFM seja uma opgao interessante, pela acessibilidade da

sua utilizacdo em nosso meio. A CFM, fundamental para defini¢cdo diagnostica, possibilita a
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realizacdo concomitante da pesquisa das expressdes de CD38 e ZAP 70, que sdo fatores
progndsticos amplamente reconhecidos e adicionalmente realizar a avalia¢do do ciclo celular,
também de valor prognoéstico, conforme exposto anteriormente. Nesse estudo retrospectivo,
avaliamos a relagdo das expressdes de CD38, ZAP 70, Fase S e indice de DNA entre si,
realizadas por CFM, e as relacionamos a situag¢do clinica dos pacientes portadores de LLC

atendidos no Hospital Amaral Carvalho de Jau.

2. Objetivo principal

Avaliacao retrospectiva dos indicativos progndsticos de progressao de doenga (ZAP 70,
CD38, ploidia de DNA e Fase S) dos pacientes portadores de LLC atendidos no Ambulatorio
de Hematologia do Hospital Amaral Carvalho (HAC) e verificar sua relagdo com o status

clinico desses pacientes.

2.1 Objetivos secundarios

Comparar entre si as técnicas de analise do conteido de DNA (baseada em modelo
matematico — ModFit LT™ e estratégia de gatings boleanos).

Comparar entre si as metodologias de anélise de ZAP-70 por citometria de fluxo (ISO

Método e Anélise em Tubo Unico).

3. Material e métodos
3.1 Casuistica

Foram avaliados retrospectivamente os prontuarios de 47 pacientes portadores de LLC
atendidos no HAC no periodo de 10/07/2007 a 30/06/ 2013, que tinham arquivos laboratoriais
de CFM. Foram incluidos no estudo 27 pacientes, por terem todos os dados necessarios
disponiveis, clinicos e laboratoriais, e que concordaram e assinaram o Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido (TCLE). Exce¢do se fez aqueles que ja haviam ido a 6bito, conforme a
Autorizagdo de Dispensa do TCLE aprovada pelo CEP da Instituicdo. O presente estudo foi
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa(CEP) do HAC, cadastrado com o numero CAAE
02321312.0.0000.5434.

Dos 27 pacientes incluidos no estudo, 14 eram do sexo feminino e 13 eram do sexo
masculino. A mediana de idade da populagdo ao diagndstico foi de 61 anos (38-81 anos). Ao

diagnostico, 8 individuos (29,63%) se encontravam no estadio clinico Rai 0; 10 (37,04%) em
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Rai I; 3 (11,11%) em Rai I e linfonodos volumosos (>10 cm); 3 (11,11%) em Rai II; 2 (7,41%)
em Rai IV e 1 (3,7%) em Rai IV com linfonodos volumosos (>10 cm). (Tabela 4)

A avaliagao da situacgdo clinica dos pacientes foi feita uma unica vez, através de revisao
de prontuarios, retrospectivamente, e 15 individuos foram considerados com doenga estavel, ou
seja pacientes que ndo atingiram RC ou RP, porém sem progressio da doen¢a’ e desses 15
pacientes estaveis, 7 mantinham-se em observagdo clinica e 7 em tratamento sem progressao
da doenca e 1 tinha doenga controlada/estavel, porém foi a 6bito por causa ndo relacionada a
doenca. Os 12 pacientes que nao preencheram critérios para doenca estavel foram classificados
como pacientes com doenga de dificil controle, sendo que 1 cursou com recidiva da doenca de
forma agressiva e foi submetido a Transplante alogénico de medula 6ssea (TMO); 5
apresentavam doenca com pobre controle a quimioterapia (progressdo da doenga) ou eram
politratados (mantendo doenca em progressdo) e 6 foram a dbito por causas relacionadas a
doenga. (Tabela 4)

Os esquemas terapéuticos utilizados nesse grupo de pacientes foram Clorambucil em
monoterapia, COP, FC ou FCR.

Com o objetivo de otimizar a analise dos dados dividimos os pacientes quanto a situagao
clinica em dois grupos: estaveis (pacientes em observagao clinica, doenga bem controlada com
o tratamento, 6bito nao relacionado a doenga) e doencga de dificil controle (doenca em atividade,
progressao, necessidade de transplante de medula 6ssea, 6bito por causa relacionada a doenga).
Quanto ao estadiamento, foi utilizado Rai modificado.

No estudo 22 pacientes realizaram imunofenotipagem e analise de DNA ao diagndstico
e 5 pacientes quando houve progressao da doenca, caracterizada por: duplicagdo do numero de
linfécitos em sangue periférico em periodo igual ou inferior a 6 meses do seguimento do
paciente, escape de resposta terapéutica ou situacdes outras de mudanca de comportamento
clinico, que indicassem progressdao da doenga. Nenhum paciente realizou esses exames ao
diagnostico e no momento de progressao de doenga.

O diagnéstico de LLC foi realizado por avaliagao morfoldgica da medula 6ssea e sangue
periférico, contagem linfocitaria em sangue periférico e imunofenotipagem por citometria de

fluxo de amostra da medula dssea, obedecendo aos critérios da Organizacio Mundial de Saude.



Tabela 4: Estadio ao diagndstico e situacdo clinica
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ESTADIO AO DIAGNOSTICO
SITUACAO  RaiO Rail  Rail+ Raill  RailV  RailV+
CLINICA Linf. Vol. Linf. Vol.
(> 10 cm) (>10 cm)
Doenga
atividade/progressdo | 1 0 0 2 2 0
Estavel 6 7 0 1 0 0
Estavel/ obito outra
causa 0 1 0 0 0 0
Estavel p6s-TMO 0 0 1 0 0 0
Obito por causa
relacionada a doenga | 1 2 2 0 0 1

3.2 Material

Amostras de Medula Ossea (MO): rotineiramente sdo colhidas amostras por pungdo

esternal 5 mL de aspirado de medula 6ssea em EDTA Naj3 e processadas dentro de 24 horas da

coleta. Paralelamente sdo realizadas avaliagdes morfologicas das amostras coletadas.

Sangue periférico de doador normal: para controles negativo e positivo do ZAP 70,

sao utilizados 200 pL de amostras de doadores de sangue, normais e anonimos, retiradas dos

tubos colhidos para testes pré transfusionais, sabendo-se que linfocitos T normais expressam

ZAP-70 e linfocitos B normais ndo.

Também foram utilizadas células mononucleares de

doadores normais, separadas por Ficoll-Paque ® para controle dipldide da andlise de DNA.

Painel de anticorpos monoclonais e utilizados como rotina na avaliacdo

imunofenotipica das LL.C (tabela 5):



Tabela 5: Painel de anticorpos

Anticorpo Fluorocromo Clone Marca

CD45 PerCP 2D1 BD

CD19 PE SJ25C1 BD

CD19 PerCP Cy5.5 SJ25C1 BD

CD10 FITC HI10a BD

CD20 APC L27 BD

CD5 FITC L17F12 BD

CD38 FITC HB7 BD

IgM FITC poliCLONAL DAKO
KAPPA PE POLlIclonal DAKO
LAMBDA FITC POLICLONAL DAKO

CD24 PE MLS BD PHARMINGEN
FMC7 FITC FMC7 BD

ZAP 70 ALEXA FLUOR 388 |J1E7.2 INVITROGEM
CD23 PE EBVCS-5 BD

Reagentes para Ploidia de DNA: DNA Cycletest plus® - BD

Citémetros de Fluxo (CF): FACSCalibur (BD)™, provido de 2 lasers e 4 fluorescéncias.
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Sofware para aquisi¢io da analise dos dados do CF: CellQUEST (BD) ™ para aquisi¢io,
PAINT-A-GATE Pro(BD) ™ e Infinicyt (Cytognos) ™ para analise de fendtipos e Infinicyt
(Cytognos)™ e ModFit LT ™ para analise de DNA.

3.3 Métodos de citometria de fluxo

3.3.1 Técnica de ZAP — 70 (Fenotipagem intracitoplasmatica)

As concentragdes celulares sdo ajustadas em 10° células, tanto da amostra de MO do

paciente quanto do sangue periférico do doador, a partir de quantificagdo por contador

automatico (T890 — Coulter®). O volume de anticorpos monoclonais (AcMo) utilizado para

cada tubo segue a especificagdo de cada fabricante ou pela titulagdo padronizada pelo

laboratorio. Sdo preparados dois tubos com a amostra do paciente, um contendo o controle

isotipico cylgGla AlexaFluor e uma combinagcdo dos AcMo CD5 e CD19 em APC; e outro

tubo teste com cyZAP-70 AlexaFluor e a mesma combinacdo de CDS5 e

CD19 APC.

Primeiramente procede-se a incubacdo com os AcMo de superficie com CD 5 + CD 19APC

por 15 minutos a temperatura ambiente (TA) e no escuro.
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Para a técnica de tubo tnico utiliza-se como controles negativo e positivo uma amostra
do doador, combinando-se em um tubo o CD19 PE para linfocitos B com CD3 PerCP. Para
linfocitos T. Adiciona-se o volume suficiente da amostra do doador contendo 1x10° células por
tubo, sendo o minimo de SuL. e maximo de 300uL respectivamente. Procede-se a incubagao
com AcMO de superficie celular (CD19 e CD 3) por 15 minutos a TA e no escuro.

A seguir adiciona-se aos tubos a solucdo estabilizante A Fix & Perm (ADG)®,
homogeniza-se ¢ mantém-se a mistura a TA, no escuro por 15 minutos. Adiciona-se o tampao
de lavagem PBS e centrifuga-se a 300 g por 5 minutos. Remove-se o sobrenadante e coloca-se
a solucdo permeabilizante B Fix & Perm (ADG)®, homogeiniza-se e divide-se a amostra do
tubo do doador em iguais volumes, que serdo colocados nos dois tubos da amostra do paciente,
previamente incubadas com o CD 19+CD 5 de membrana e também com a solucao B.

Em seguida incuba-se a amostra os anticorpos intracelulares: um tubo com ZAP-70 e
outro com isotipo IgGla, por 10 a 15 minutos a TA e no escuro, adiciona-se de 2 a 3 mL do
tampao de lavagem PBS, centrifuga-se a 300g por 5 minutos. Remove-se o sobrenadante ¢ re-
suspende-se em 300uL paraformaldeido 0,5%, para serem analisadas no citdmetro de fluxo.

Para a técnica de ISO controle, procede-se da mesma maneira, estando a diferenga na
preparacdo do controle celular, ou seja, ao invés dos linfocitos do doador serem os controles
positivos (T) e negativos (B), utiliza-se a marcagdo de superficie dos linfécitos T, NK e B do
proprio paciente, incubando-se os respectivos marcadores de superficie: CD 56 + CD 3 PE, CD
19PerCP. Dessa forma, sdo preparados 2 tubos da amostra do paciente: um com cylgGla
AlexaFluor (isotipo), CD 56 + CD 3 PE, CD 19PerCP e CD19+CD5 APC e outro com cyZAP

70 em Alexa Fluor e os mesmos marcadores citados.

3.3.2 Técnica de marcacio de DNA e antigenos da membrana - KIT: Cycletest™ plus
DNA Reagent kit (BD)®

Inicialmente prepara-se um tubo controle diploide utilizando-se as células
mononucleares de doador normal, separadas em FICOLL PAQUE®.

Ajusta-se a concentragdo das amostras, tanto do controle quanto do paciente, para uma
suspensdo de 5x10° células. No tubo da amostra do paciente adicionam-se inicialmente os
AcMo de membrana CD19+CDS5 FITC com volume padronizado pelo laboratorio e incuba-se
de 15 a 30 minutos a temperatura ambiente e no escuro. Em seguida, adiciona-se 1 mL da
solucdo de lise FACSLysing BD®, diluida 1 vez nos tubos controle e do paciente. Incuba-se
por 10 minutos a TA e no escuro. Centrifuga-se a 300g por 5 minutos e descarta-se o

sobrenadante. Lava-se 1 vez com o tampao DNA, centrifuga-se e retira-se o sobrenadante.
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Adiciona-se a solug@o A (tampao de tripsina) a cada tubo, incuba-se por 10 minutos e adiciona-
se a solucdo B (inibidor de tripsina e RNAse), sem remover a solu¢do A. Apds 10 minutos,
adiciona-se a solucao C (iodeto de propideo -IP) gelada (entre 2 a 8° C ) e incuba-se a amostra
no escuro ¢ no refrigerador (entre 2 a 8°C) por mais 10 minutos.

As amostras devem ser estocadas no refrigerador até o momento da andlise e devem ser

adquiridas até 3 horas apds a colocacdo do IP.

3.4 Analises das amostras

As amostras foram processadas pelo Laboratério de Citometria de Fluxo do Hospital
Amaral Carvalho, Jai — SP. Foram revistas todas as analises de ZAP — 70 e CD 38 utilizando o
software Infinicyt (Cytognos)™, ja que as amostras mais antigas foram analisadas pelo
software PAINT-A-GATE Pro (BD)™, e o Infinicyt (Cytognos) ™ ¢ um software mais
moderno e com um maior nimero de recursos para analise mais acurada. Também foram
reanalisadas as amostras quanto ao conteido de DNA utilizando o software Infinicyt
(Cytognos)™ com a estratégia de gating para anélise de distribui¢do das células no ciclo celular,
na qual se delimitam as populagdes de maneira sucessiva em cada grafico, e com isso € possivel

uma melhor eliminacao de debris (Figura 4).
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Figura 4 - Analise DNA Infinicyt — através da estratégia de gafes sucessivos em cada grafico
¢ possivel isolar a populagdo alvo e com isso eliminar os debris que poderiam prejudicar a
quantificagdo de cada fase do ciclo celular. O pico/populagdo G0-G1 esta representado em azul,
em vermelho a Fase S e em verde o pico G2M.

Utilizou-se também software ModFit™ que estima a distribui¢do das populacdes
através de um modelo matematico (Figura 5 e 6), com a finalidade de posterior comparacao dos
resultados das técnicas. Nesse modelo ha maior dificuldade em se eliminar os debris com os
gates geométricos e dessa forma os resultados das porcentagens de Fase S sdo mais altos por

contaminagao



File analyzed: GATED DNA A.A.D.002
Date analyzed: 11-Sep-2013

Model: 1DAONn_DSD

Analysis type: Manual analysis

Auto Linearity: No

Ploidy Mode: First cycle is diploid

Diploid: 100.00 %
Dip G1: 97.95 % at 188.36
Dip G2: 0.00 % at 376.73
Dip S: 2.05% G2/G1:2.00
%CV: 4.75

Total S-Phase: 2.05 %
Total B.A.D.: 0.22 %

Debris: 0.03 %

Aggregates: 0.40 %

Modeled events: 32415

All cycle events: 32274

Cycle events per channel: 674
RCS: 32.365
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Figura 5 - Analise DNA software ModFit — observa-se em vermelho o pico GO-G1 e a sua
direita o pico da Fase S. O calculo da porcentagem de cada fase do ciclo celular é mostrado a

direita
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File analyzed: GATED DNAF.S.N.003
Date analyzed: 12-Sep-2013

Model: 2DA0ONn_DnD_ASD

Analysis type: Automatic analysis
Auto Linearity: No

Ploidy Mode: First cycle is diploid

Diploid: 91.97 %
Dip G1: 99.81 % at 217.01
Dip G2: 0.19 % at 434.03
Dip S: % G2/G1:2.00
%CV: 6.06

Aneuploid 1: 8.03 %
Anl G1: 96.05 % at 272.44
Anl G2: 0.00 % at 544.88
Anl S:3.95% G2/G1: 2.00
%CV: 4.60 DI: 1.26

Total Aneuploid S-Phase: 3.95 %
Total S-Phase: 0.32 %
Total B.A.D.: 0.66 %

Debris: 0.05 %

Aggregates: 0.42 %

Modeled events: 34005

All cycle events: 33844

Cycle events per channel: 410
RCS: 8.366

Figura 6 — ModFit: populacdo aneupléide — em amarelo, a direita do pico G0-G1, encontra-se
o0 pico aneupldide. A quantificacdo dos picos pode ser automatica ou manual e esta representada
a direita da figura

Figura 7 — ISO M¢étodo para avaliagdo de ZAP 70 — em azul a populagdo de células T/NK, em
vermelho a populagdo de células de LLC. Nessa amostra ¢ utilizado um controle isotipico
negativo (Alexa Fluor)
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Figura 8 - ISO Método para avaliagdo de ZAP 70 — em azul estd representada a populagio de
células T/NK (controle interno), em vermelho a populagdo de células B (Controle negativo) e
em amarelo a populagdo de células de LLC. Nota-se que o sinal da populagdao LLC excede o da
populacdo controle negativo e se sobrepde ao sinal da populagdo controle positivo, dessa forma
aa células LLC sao consideradas positivas para ZAP 70

As analises das amostras quanto ao ZAP-70 foram realizadas utilizando controle
isotipico e controle interno (ISO Método) até o ano de 2011(figura 7 e 8), a partir do ano de
2012 todas as anélises de ZAP-70 utilizaram a metodologia de Analise em Tubo Unico (figura
9).
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Figura 9 - ZAP 70 positivo parcial - tubo Uinico: em preto a populagao de células de LLC, em
vermelho controle externo positivo (células T de doador), em roxo controle externo negativo
(células B de doador)

4. Resultados

A distribui¢@o dos pacientes quanto a Classificagdo de Rai modificada no momento do
exame de imunofenotipagem para determinacdo do CD38, ZAP 70 e Fase S, e seus respectivos
resultados esta representada na tabela 6. Somente 3 (11,11%) pacientes foram positivos para
CD38, sendo que 1 estava em baixo risco ao diagnostico e 2 em risco intermediario. Dos 24
pacientes negativos para CD 38 (88,89%), 10 estavam em baixo risco, 11 em risco intermediario
e 3 em alto risco, segundo os critérios de Rai. Os resultados para CD38 foram considerados
positivos quando a expressao desse marcador foi superior a 30%.

Em relacdo a determinagdo do ZAP 70, 8 pacientes foram avaliados pela Técnica em
Tubo Unico, em todos os demais foi utilizada a técnica do ISO Método. Onze pacientes foram
positivos para ZAP 70 (40,74%) do total de 27 pacientes. Desses, 3 se encontravam em baixo
risco, 7 em risco intermediario e 1 em alto risco. Dezesseis pacientes foram ZAP 70 negativo

(59,26%), desses 5 foram baixo risco e 9 risco intermediario e 2 alto risco. As amostra foram
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consideradas positivas para ZAP 70 quando os valores obtidos excederam 20% o sinal de

fluorescéncia do controle negativo.

Tabela 6: Caracteristicas dos pacientes portadores de LLC quanto ao estadiamento, expressao

de CD38, ZAP 70 e Fase S

BAIXO RISCO RISCO INTERMEDIARIO ALTO RISCO
(RAI0) (RAI'l e RAIIY) (RAI'NIl e RAI'IV)

POSITIVO 1 2 0
(>30%)

CD38 NEGATIVO 10 11 3
POSITIVO 3 7 1
(>20%)

ZAP 70 NEGATIVO 5 9 2
>0,5% 7 7 1
<0,5% 1 8 1

FASE S

A estratégia de analise do ciclo celular que apresentou melhores resultados foi a que
utiliza o software Infinicyt™, por ter apresentado os resultados mais proximos aos encontrados
na literatura. Foram excluidos 2 pacientes que apresentaram Fase S igual a 0, o que sugere
contamina¢do da amostra com sangue periférico. Em 15 pacientes encontrou-se uma Fase S
maior que 0,5% (60%), desses 7 estavam em baixo risco, 7 em risco intermediario € 1 em alto
risco. Abaixo de 0,5% ficaram 10 pacientes (40%), 1 em baixo risco, 8 risco intermediario e 1

alto risco.

4.1 Expressao de CD 38

A distribui¢do dos pacientes quanto a expressdo de CD38 e a situacdo clinica no
momento da avaliagdo estd representada na Tabela 7. Dos 24 pacientes que nao expressavam
CD38, 13 (54,16%) se encontravam com doenga estavel e 11 (45,84%) com doenga de dificil
controle. Considerando os trés pacientes positivos para CD38, 2 (66,66%) estavam com doenga

estavel e 1 (33,34%) com doenga de dificil controle (6bito).
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Tabela 7: Distribuicdo dos pacientes quanto a expressao de CD 38 e a situacao clinica

no momento do estudo

Doenga estavel Doenga de dificil controle
CD38 negativo 13 11
CD38 positivo
(>30%) 2 1

4.2 Expressao de ZAP-70

A distribui¢ao dos pacientes quanto a expressao de ZAP 70 e a situagdo clinica no
momento da avaliacdo esta representada na tabela 8. Dos 27 pacientes avaliados para ZAP 70,
16 foram negativos e 11 foram positivos. Quanto aos negativos, 9 dos 16 pacientes (56,25%)
estavam com doenga estavel e 7 (43,75%) apresentavam doenca de dificil controle. Dentre os
positivos 6 (54,55%) se encontravam com doenca estavel e os outros 5 (45,45%) com doenga

de dificil controle (sendo 3 dbitos desses 5 pacientes).

Tabela 8: Distribui¢do dos pacientes quanto a expressao de ZAP 70 e a situacdo clinica
no momento da avalia¢ao

Doenga estavel Doenca de dificil controle
ZAP 70
negativo 9 7
ZAP 70
Positivo(>20%) 6 5

4.3 Analise do Indice de Fase S (Software Infinicyt)

Em dois pacientes, apds eliminacdo de debris, a Fase S/G2M foi igual a zero, o que
sugeriu contamina¢ao com sangue periférico, e portanto foram excluidos da analise.

Os pacientes foram separados em dois grupos: Fase S/G2M abaixo de 0,5% e acima de
0,5%, a distribuigdo dos pacientes em relacdo a Fase S e a situagdo clinica no momento da

avaliacdo esta representada na Tabela 9.
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Tabela 9: Distribuicdo dos pacientes quanto a Fase S e a situacdo clinica no momento
da avaliagao

Doenga estavel Doenga de dificil controle
Fase S <0,5% 6 4
Fase S >0,5% 9 6

Dez pacientes possuiam Fase S < 05%, 6 (60%) apresentavam-se com doenca estavel e
4 (40%) com doenga de dificil controle. Dos 15 pacientes com fase S >0,5%, 9 (60%)
mantinham doenga estavel e 6 (40%) com doenga de dificil controle. Dos 6 pacientes com Fase

S>0,5% e doenga de dificil controle, 4 foram a 6bito.

4.4 Comparacio das metodologias de analise de DNA ModFit™ e Infinicyt™

A Tabela 10 mostra os resultados obtidos na avaliagdo do ciclo celular pelo software
ModFit™ e o software Infinicyt™. Estdo relacionados os dados da quantificacdo da Fase S,
indice DNA e ploidia utilizando-se as duas metodologias.

Para comparagdo dos resultados da metodologias foi utilizado o teste ndo paramétrico
de Mann-Whitney, ndo sendo observada diferenga estatistica entre os dois métodos (p>0,05%).

(Figura 10)
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Tabela 10: Analise do ciclo celular utilizando o software ModFit™ e Infinicyt™

ModFit Infinicyt
FASES |indice DNA| c¢cVv Aneupléide| FASES/G2M | Aneupléide|indice DNA
1 1,20% 1,09 3,23 0,70% 1,13
2 4,28% 0,99 3,47 4,69% 0,99
3 0,72% 0,96 4,03 2,16% 0,96
4 4,05% 1,03 4,35 0,28% 1,04
5 1,92% 1,01 8,40 0,45% 1,01
6 2,05% 0,99 4,75 7,76% 0,97
7 0,68% 1,07 4,71 0,33% 1,15
8 4,79% 0,92 5,57 2,16% 0,92
9 1,23% 0,89 3,74 0,48% 0,89
10 4,47% 0,90 3,96 O(contaminagdo) 0,89
11 0,73% 1,14 4,15 0,63% 1,08
12 1,84% 1,00 4,23 0,86% 1,00
13 0,80% 0,97 2,25 0,77% 0,97
14 3,14% 1,09 5,4 1,77% 1,08
15 0,23% 0,98 4 0,27% 0,98
16 0,66% 0,99 5,74 0,30% 0,98
17 2,51% 1,22 5,82 0,70% 0 (contaminagdo) 1.22
18 6,95% 1,00 4,77 0,69% 7,97% 0,98
19 1,64% 1,07 5,52 0,07% 1,07
20 0,67% 0,89 4,44 0,74% 0,89
21 0,83% 0,91 3,48 0,34% 0,92
22 1,70% 1,19 4,46 0,27% 1,2
23 0,37% 0,90 3,04 0,66% 0,9
24 3,47% 1,02 5,43 2,89% 1,04
25 0,32% 1,25 4,60 8,03% 0,37% 6,63 0,99
26 2,11% 0,94 4,76 1,25% 0,94
27 2,08% 0,99 2,73 1,41% 0,99
1,80 1 1,64
1,60 -
1,40 -
g 1,20 -
£
& 1,00 1 ® Modfit
§ 0,80 1 H Infinicyt
E 0,60 -
0,40 -
0,20 -
0,00 -

Fase S indice DNA

Figura 10 - Foi realizado o teste ndo paramérico de Mann-Whitney e ndo se observou diferenca
estatistica significativa (P>0,05) entre os métodos de avaliacdo Modifit e Infinicyt para a Fase
S e Indice de DNA
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4.5 Comparacio das metodologias ISO Método e Analise em tubo unico

O ZAP 70 foi determinado pela metodologia de Andalise em tubo Unico em 8 amostras
(29,6%), ap6s validacdo desse novo método pelo laboratdrio, a partir de 2012.

Pelo baixo nimero de amostras utilizando o tubo nico, nao foi possivel realizar-se uma
andlise estatistica comparativa entre os dois métodos, embora visualmente fosse observada a
superioridade da metodologia com tubo unico (controle celular com linfécitos de doador

normal) em relagdo ao IsoMétodo. (Figura 7 e 8)

4.6 Perfil dos pacientes com doenca de dificil controle e 6bitos por causa relacionada a
doenca

Dos 6 pacientes que foram a Obito por causas relacionadas a doenca, 3 possuiam
linfonodos volumosos ao diagndstico e 1 evolui com linfonodomegalia volumosa refrataria
durante o tratamento, 1 paciente possuia Fase S aumentada nas duas metodologias (ModFit e
Infinicyt), 1 com Fase S aumentada somente no ModiFit (contaminagao pelo Infinicyt).

O paciente que necessitou ser submetido a TMO, durante a evolu¢do cursou com
linfonodomegalia volumosa, apresentava CD38 de 29,24%, ZAP 70 de 77,61% e apesar de Fase
S menor que 0,5% nas duas metodologias, teve porcentagens altas de aneuploidia 8,03%
(ModFit) e 6,63% (Infinicyt).

Outros dois pacientes em que foi constatada aneuploidia do DNA, tiveram progressao

da doenca, apesar de diferentes linhas de tratamento.

5. Discussao

Houve concordancia de 81,5% entre a expressao de ZAP 70 e CD 38, ou seja, 16/27
pacientes eram duplo negativos e 3/27 eram duplo positivos para esses marcadores.
Observamos ainda que nos pacientes com fen6tipo CD 38+, todos expressavam ZAP 70. Dos
trés pacientes duplo positivos, dois apresentavam doenca estavel, e um foi a dbito por doenga
progressiva. Trés dos 16 pacientes duplo negativos para CD 38 e ZAP 70 apresentaram doenga
progressiva e obito relacionado a doenga. Dos oito pacientes que apresentavam expressao de
ZAP 70 sem apresentar expressdao de CD 38, 2 evoluiram a dbito pela atividade de doenga. A
expressao de ambos os parametros segue um padrao de concordancia e estdo relacionados entre
si, embora isso ndo seja obrigatdrio, o que ja havia sido descrito por Wiestner et al.!° e Chen et
al.?’. A relagio desses pardmetros com a evolugdo clinica poderia ser melhor avaliada com

seguimento dos pacientes por periodo maior, em especial a expressao de CD 38 que pode mudar
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ao longo da doenga e o aumento de sua expressao pode estar associado a maior agressidade da
doenga.!®3!

Em relagao a analise de DNA por CF, houve discrepancia de resultados entre os indices
de Fase realizadas pelos software ModFit LT™ e Infinicyt™, ndo foi observada diferenca
estatisticamente significativa. Apenas trés dos 27 pacientes avaliados pelo software ModFit
LT™ para analise de DNA apresentaram indice de Fase S < 0,5%. Na andlise feita pelo
Infinicyt™ foi observado que 15 pacientes apresentaram Fase S > 0,5%, em 2 pacientes ndo foi
possivel determinagdo de fase S por ambos os softwares, e em 10 pacientes a Fase S foi <0,5%,
que esta relacionada a melhor prognostico. O Modfit LT™ tem limitagdes para que com o gate,
que ¢ geométrico, se excluam os debris celulares, e embora o software ofereca a possibilidade
de exclusao dos mesmos. Porém observamos que mesmo utilizando essa ferramenta do
software, sempre ha “contaminacdo” desses debris nas diversas populagdes celulares que
compdem as fases do ciclo celular. Esse fato pode explicar a diferenga de resultados entre as
duas metodologias.

Em 6 dos 10 pacientes com Fase S < 0,5% pela anélise do Infinicyt ™ observamos
doenga estavel com terapéutica de 1* linha ou em acompanhamento sem necessidade de
tratamento. Em 3 desses 10 pacientes ndo houve resposta terapéutica, com um Obito em
progressdo de doenga.

Seis dos 16 pacientes que nao apresentaram expressoes de CD 38 e de ZAP 70 (duplo
negativos) tinham indice de Fase S < 0,5%, ndo havendo relagdo entre esses pardmetros, porém
4 desses 6 apresentavam doenca indolente, indicando potencial relagdo desses parametros com
o prognostico. Dois dos 3 pacientes duplo positivos para CD 38 e ZAP 70 apresentaram Fase S
> 0,5%, sendo que um deles apresentou doenga de dificil controle e obito.

Foi verificado que 60% dos pacientes (9 / 15) com fase S > 0,5% estavam com doenga
estavel no momento da avaliagdo, e 6/15 apresentaram doenca progressiva ou mesmo 0bito,
independente da expressdo de CD 38 e ZAP 70. Seis dos 10 pacientes com Fase S < 0,5%
apresentavam doenca indolente e 4 doencga resistente a terapéutica. Os dados indicam a
possibilidade da utilidade prognostica do indice de Fase S para avaliacdo prognostica dessa

série de pacientes.
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6.Conclusdes

Todos os trés fatores analisados sdo considerados prognosticos pela literatura. Nos casos
estudados, em que os pacientes encontravam-se em momentos clinicos diversos, nao pudemos
observar um padrao uniforme de relagdo entre os fatores prognoésticos e o estado clinico do
paciente. Isso nos levou a concluir que o n pequeno e a avaliagdo realizada em apenas um ponto
da evolucdo clinica dos pacientes dificultaram que, nesse estudo, sejam relacionados entre si, a
clinica e os fatores prognosticos estudados. Por outro lado, observamos que ha uma tendéncia
a que os parametros prognoésticos estudados se relacionem ao perfil de estadio / agressividade
de doenca, visto que a maioria dos pacientes cujas células leucémicas ndo expressaram CD 38
e ZAP 70, e que apresentaram indice de Fase S < 0,5% foram os classificados em risco baixo
ou intermediério.

Ha controvérsias quanto a correlacdo da expressdao do CD 38 e o status de mutacao do
gene Vy, assim como ao seu valor preditivo de mau prognostico®® 3!, Nesse estudo também nio
observamos relagdo da expressao desse marcador com a presenca de doenga de dificil controle,
embora tenha sido descrito que a expressdo de CD38 pode aumentar durante a progressdao da
LLC para doenga mais agressiva 3!. Dessa forma ndo se pdde estabelecer relacdo direta ou
inversa da expressao de CD 38 com o prognostico.

Quanto a expressao de ZAP 70, também nio foi possivel relaciona-lo a doenga de dificil
controle conforme esperado pelas informagdes de literatura®'. Também foi atribuido ao nimero
pequeno de pacientes avaliados essa dificuldade de relacionar o ZAP 70 como indicativo
prognostico. Outra razdo que se pode relacionar a falta de correspondéncia prognostica ¢
técnica, ja que o cut-off para positividade fica dificultado quando se utiliza o ISO Método.
Considerando-se que a maioria dos pacientes foi avaliada por esse método, essa pode ser uma
das razdes para falta de correlagdo clinico-laboratorial. Por outro lado, em até 25% dos casos
ndo existe correlagdo da expressdo de ZAP 70 com o status de muta¢do do gene Vu e mau
prognostico e pode ser que também na nossa série de pacientes realmente eles nido se
relacionem. Nao dispomos de avaliagdo de PCR para confirmar essa assertiva.

A anélise do contetido de DNA, tanto pelo software Infinicyt™ quanto pelo Modifit™,
mostrou nao haver rela¢do de ploidia e indice de fase S com o status clinico da doenga na nossa
série de pacientes, embora essa relacdo tenha sido demonstrada pela literatura.

Para que seja possivel se relacionar a evolucdo clinica dos pacientes com os fatores
considerados prognosticos, ¢ importante que sejam feitas avaliagdes periddicas desses

marcadores, em estudo prospectivo.
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Quanto as questdes técnicas dos objetivos secundarios desse estudo, observamos que os
dois métodos de andlise do conteudo de DNA sdo superponiveis em resultados. Quanto as
metodologias de preparo de amostras para avaliacao da expressao de ZAP 70, houve poucos
pacientes com a metodologia em tubo Unico para que os resultados pudessem ser comparaveis
ao de ISO Método, embora na pratica didria a técnica de tubo Uinico seja superior a outra para
separacgdo entre as populagdes positivas e negativas.

Finalmente, a evolugdo das metodologias em citometria de fluxo na tltima década tem
permitido melhor avaliacdo diagndstica e prognostica das doencas onco-hematoldgicas,

incluindo a LLC.
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Anexos

ANEXO A - Parecer do Comité de Etica em Pesquisa

FUNDACAO HOSPITAL CQW“M mo
AMARAL CARVALHO .

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: "Expressao de zap 70 e relagdo com a expressédo de CD 38, ploidia e indice de fase S
em pacientes com Leucemia Linfocitica Crénica" Pesquisador: Ana Paula Fortunato Dametto Area Tematica:

Versédo: 2
CAAE: 02321312.0.0000.5434
Instituicdo Proponente:Fundagdo Hospital Amaral Carvalho

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 161.310
Data da Relatoria: 30/11/2012

Apresentacdo do Projeto:

Trata-se de projeto de pesquisa para avaliar a evolucéo clinica de pacientes portadores de leucemia linféide
cronica e expressédo do gene ZAP70 e CD38. A pesquisa desses marcadores é realizado na rotina do servico
através da técnica de citometria de fluxo.

Objetivo da Pesquisa:
Correlagéo clinica entre a expressdo do ZAP 70 e do CD 38 e a data diagnéstico até progresséo clinica ou
terapéutica como descrito.

Avaliacéo dos Riscos e Beneficios:
A principio ndo ha riscos adicionais, uma vez que o servi¢co protocolou a pesquisa desses marcadores
prognésticos nestas situagdes, portanto, o paciente ndo realizara uma coleta adicional, estando submetido a

coleta deste exame na rotina.

Comentérios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

A pesquisa j& tinha avaliado e como pendéncias faltava o curriculo dos pesquisadores, que ja foi adicionado
em modo lattes, e também havia a solicitagado de dispensa do TCLE no caso de pacientes que tenham ido a
Obito, sendo aplicavel o TCLE nos pacientes vivos. Nenhuma das altera¢des sdo nova tecnologia, ja estando
bem estabelecida na literatura, acredito que o termo de confidencialidade nestes pacientes sejam suficientes
pois ndo ha entraves éticos, como genes relacionados a alteragdes familiares ou que exponham esses
pacientes a situacdes relacionados a habitos pessoais ou sexuais.

Endereco: DOUTOR MIRANDA JUNIOR

Bairro:  VILA ASSIS CEP: 17.210-300
UF: SP Municipio: JAU
Telefone: 1436-0211 Fax: 1436-0211 E-mail:

cep_hac@amaralcarvalho.org.br

Consideragdes sobre os Termos de apresentagado obrigatéria:
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Os termos pendentes estao de acordo, sendo a metodologia ja aplicada desde dois mil e sete, ndo como
pesquisa, mas sim na rotina para definir terapia quimioterapica ou indicacédo de transplante.

Recomendacdes:
Atualizar a esse CEP o andamento da pesquisa apds aprovacao.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacgdes:
As pendéncias foram atendidas, desta maneira ndo vejo entravés éticos a realiza¢do da pesquisa.

Situacdo do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacdo da CONEP:
N&o

Considerac8es Finais a critério do CEP:

JAU, 03 de Dezembro de 2012

Assinador por:
EDERSON ROBERTO DE MATTOS
(Coordenador)

Endere¢co: DOUTOR MIRANDA JUNIOR

Bairro: VILA ASSIS CEP: 17.210-300

UF: SP Municipio: JAU

Telefone: 1436-0211 Fax: 1436-0211 E-mail: cep_hac@amaralcarvalho.org.br
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ANEXO B — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vocé esta sendo convidado a participar do estudo “Expressao de zap 70 e relagdo com a

expressao de CD 38, ploidia e indice de fase S em pacientes com Leucemia Linfocitica
Cronica”, por ter esse diagndstico.

A LLC (leucemia linfocitica cronica) ¢ uma doenca do linfécito B (um tipo de globulo branco
do sangue), caracterizada pelo aumento do numero desses linfocitos. A LLC pode permanecer
por muito tempo sem causar sintomas em alguns pacientes, porém em outros pode evoluir de
maneira mais agressiva — aumento rapido de ganglios (inguas), anemia, plaquetas baixas (a
plaqueta ¢ uma célula do sangue que ajuda controlar sangramentos), aumento do risco de pegar
infecgoes.

Hoje em dia muitos estudos tém sido feitos para tentar identificar os fatores que tornam a
evolucdo da doenga tdo diferente entre as pessoas. Esses fatores sdo chamados de
biomarcadores. Sdo exemplos de biomarcadores: zap 70 (sua presen¢a nas células da doenca
pode indicar evolucdo mais agressiva), CD 38 (também pode indicar uma doenga mais
agressiva) e o indice da fase S e ploidia do DNA (ambos podem estar relacionados ao grau de
malignidade da doenca).

Todos esses marcadores sao determinados nas células da leucemia que se encontram na medula
Ossea, através da andlise por um aparelho chamado Citometro de Fluxo.

Em nosso Ambulatoério de Hematologia do Hospital Amaral Carvalho esse exame ja € realizado
nos pacientes com suspeita de LLC, por ser uma ferramenta importante para o diagnostico.

Se vocé aceitar participar desse estudo, faremos a analise da presenca ou auséncia desses
biomarcadores nas células da doenca presentes em sua medula 6ssea, com o objetivo de
determinar se € possivel prever um curso mais agressivo da LLC com essas informacdes. Nossa
previsdo € de incluir 25 pacientes para uma analise mais fidedigna.

Esses dados vao ser estudados na amostra de medula 6ssea que utilizamos para fazer seu
diagnostico ou na amostra de medula que venha a ser colhida na ocasido da progressdo da
doenga, ou seja, quando ela apresentar sinais de estar se tornando mais agressiva ou de nao estar
respondendo bem ao tratamento.

O procedimento de coleta de medula dssea consiste em uma pungdo, apos anestesia local, ou
no osso chamado esterno (peito) ou no osso da crista iliaca posterior (bacia), de onde serdo
retirados 5 mL de sangue da medula 0ssea para analise. Durante o procedimento vocé podera

sentir dor ou desconforto e em raros casos o exame pode resultar em mancha roxa ou infec¢ao
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no local da pungdo. Se isso acontecer, essas complicagdes serdo tratadas como de rotina, com
analgésicos e antibioticos.

As amostras de sangue da medula serdo utilizadas somente para a finalidade desse estudo e
serdo destruidas apos esse fim.

Seré assegurada sua privacidade durante o estudo e anélise dos dados. Vocé podera ter acesso
a esses dados a qualquer momento durante o estudo, se assim desejar.

Os resultados dessa pesquisa poderao ser divulgados em publicagdes cientificas com a
finalidade de enriquecer o conhecimento atual sobre a doenca.

Ao aceitar participar desse estudo ndo havera prejuizo em seu tratamento. Vocé€ nao recebera
qualquer pagamento pela sua participagao.

Ap6s assinar o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, a qualquer momento vocé podera
se retirar do estudo, se assim decidir, sem nenhuma penalidade.

O objetivo desse estudo € o de compreender melhor o comportamento da Leucemia Linfocitica
Cronica (LLC) através da presenca desses biomarcadores — zap 70, CD 38, ploidia e indice da
fase S, para melhorar a assisténcia ao paciente portador desta enfermidade.

A pesquisadora responsavel por esta pesquisa ¢ a Dra. Ana Paula Fortunato Dametto, a qual
podera ser consultada no Ambulatério de Hematologia do Hospital Amaral Carvalho Jaa - SP
e/ou pelo telefone (14) 36021200 — ramais 1177/1180.

No caso de dividas também podera ser consultado o Comité de Etica em Pesquisa (CEP) do

Hospital Amaral Carvalho Jau — SP pelo telefone (14) 36021200 — ramal 1194

Eu, , declaro que me sinto

devidamente esclarecido a respeito da pesquisa “Expressao de zap 70 e relacdo com a expressao
de CD 38, ploidia e indice de fase S em pacientes com Leucemia Linfocitica Cronica”, concordo
com os procedimentos aos quais vou ser submetido e com as publicagdes cientificas que serdo
geradas dessa pesquisa.

Também estou ciente que, a qualquer momento posso solicitar a minha exclusdo da pesquisa, o
que ndo acarretara prejuizos para o meu tratamento pela equipe médica.

Jau,

Assinatura ou digital do paciente ou responsavel.

Assinatura do responsavel pela aplicagao do TCLE.



ANEXO C — Justificativa para dispensa do TCLE

JUSTIFICATIVA PARA NAO APLICACAO DO TCLE

Estudo “Expressao de zap 70 e relacdo com a expressao de CD 38, ploidia

e indice de fase S em pacientes com Leucemia Linfocitica Cronica”

Mestranda: Ana Paula Fortunato Dametto
Orientador: Dr. Vergilio R. Colturato

Co-orientadora: Dra. Maura Rosane V. lkoma

Solicito ao CEP autorizacdo para nao aplicagdo do TCLE nos casos em que o paciente
tiver ido a dbito.

O estudo em questdo consiste em andlise dos marcadores do exame de
imunofenotipagem que o paciente realizou na ocasido do diagndstico, recidiva ou
progressdo da doenca.

Os resultados dessa andlise n3o trardo danos aos descendentes/familiares dos
pacientes em questdo. Serdo respeitados todos os preceitos éticos de privacidade e
sigilo.
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