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RESUMO

Foram avaliadas a expressdo de marcadores Ki-67 e CD71 nas células imaturas CD34+ em pacientes
com leucemias agudas (LA) e a associagdo entre esses marcadores. Foram selecionados 54 pacientes
com LA atendidos no Centro Oncoldgico de Referéncia do estado do Maranhao, de dezembro/2008
a novembro/2009. A expressao de Ki-67 e CD71 foi determinada por citometria de fluxo, em células
positivas para o marcador de células imaturas CD34. Dos 54 pacientes, 34 (63,0%) eram portadores de
leucemias linfoides agudas (LLA), destes, 73,5% eram do tipo B (LLAB) e 26,5% do tipo T (LLAT). A
maior expressdo de Ki-67 em medula 6ssea (MO) e sangue periférico (SP) foi detectada na LLAB; e, nas
amostras de MO, o CD71 apresentou maior expressao na LLAT. Em SP, houve maior expressdo do CD71
nas LMA. Houve associagdo entre o Ki-67 e o CD71 em MO na LMA e, em SP, na LLAB. A expressdo
do Ki-67 nas leucemias agudas néo diferiu nas amostras estudadas; contudo, diferencas na expressao do
CD?71 foram maiores na LLAT em MO e em SP na LMA. Esses achados serdo uteis no diagndstico e no
monitoramento de pacientes leucémicos quanto a agressividade neoplasica pela detec¢do dos marcadores
de proliferacdo celular.

Palavras-chaves. leucemia aguda, proliferagio celular, Ki-67, CD71.

ABSTRACT

The expression of Ki-67 and CD71 was determined on the immature CD34+ cells from patients with acute
leukaemias (AL) and the relationship between the markers was established. 54 patients with AL were
selected from December 2008 to November 2009 at Oncology Reference Center, Maranhao, Brazil. Ki-67
and CD71 expression was determined by flow cytometry in cells positive for immaturity marker CD34. Of
54=patients, 34 (63.0%) had acute lymphoid leukaemias (ALL), and 73.5% of them were type B (ALL-B)
and 26.5% type T (ALL-T). The highest Ki-67 expression in bone marrow (BM) and peripheral blood (PB)
was found in ALL-B than in ALL-T or acute myeloid leukaemia (AML). The highest CD71 expression was
detected in BM samples from ALL-T and in PB samples from AML. An association between Ki-67 and
CD71 in BM from AML and in PB from ALL-B was observed. The expression of Ki-67 in acute leukaemias
did not differ in the analyzed samples; however, great differences in CD71 expression were observed in BM
from ALL-T and in PB from AML. These findings will be useful for diagnosis purposes and for monitoring
leukemic patients by detecting the neoplastic cell proliferation markers.
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INTRODUCAO

As leucemias agudas sio um grupo heterogéneo
de neoplasias primarias da medula 6ssea caracterizadas
pela substitui¢ao dos elementos medulares e sanguineos
normais por células imaturas denominadas blastos, bem
como pelo acumulo dessas células em outros tecidos.
Uma das bases importantes da patogénese da leucemia é
a proliferagdo celular desordenada'?.

A proliferagao celular é definida como o aumento
do nimero de células, resultante da complementagio
do ciclo celular. Este ciclo engloba uma cascata de
eventos, processados de maneira ordenada, assegurando
a duplicacao fiel dos componentes celulares em uma
sequéncia logica e a divisdo desses componentes em duas
células-filhas®. A citometria de fluxo vem sendo muito
utilizada para quantificar a taxa de proliferagao celular,
além de detectar e diferenciar leucemias*.

A expressio da proteina humana Ki-67 ¢é
estreitamente associada com a proliferacao celular. O
fato de estar presente durante todas as fases ativas do
ciclo celular (G1, S, G2 e mitose) e nao estar nas células
em repouso (GO) faz do Ki-67 excelente marcador para
determinar a fragdo do crescimento de uma populagio
celular®.

O receptor de transferrina (CD71) é uma proteina
expressa na membrana que desempenha um papel central
no metabolismo do ferro. Seu ligante, a transferrina,
se liga ao ferro férrico e o entrega as células’. O CD71
desempenha um papel significativo na proliferacao
celular, sendo expresso na maioria das células em divisdo
e com expressio regulada positivamente mediante
ativacio celular’.

Considerando-se que a proliferacao celular esta
intimamente ligada a agressividade neoplésica e a maioria
dos estudos de proliferagdo celular em leucemias utiliza
a imunocitoquimica, esta pesquisa tem por objetivos
quantificar a expressao dos antigenos Ki-67 e CD71 por
citometria de fluxo e associar os dois marcadores entre si,
nas células imaturas (blastos), positivas para CD34+ em
pacientes com leucemias agudas.

MATERIAL E METODOS

Foram diagnosticados com leucemia aguda 60
pacientes, divididos em faixa etdria infanto-juvenil (<
19 anos) e faixa etdria adulta (= 19 anos)®, no Centro
Oncolégico de Referéncia do estado do Maranhdo (no

Nordeste brasileiro) entre dezembro de 2008 e novembro
de 2009 (doze meses). Foram excluidos dos estudos
de proliferacao celular 4 pacientes que perderam a
expressio do CD34, o que impossibilitaria a analise da
proliferacdo apenas nas células neoplasicas, e 2 pacientes
diagnosticados com leucemia bifenotipica aguda, pois
constitui uma populagdo muito pequena para avaliagdo
estatistica. Isso possibilitou a analise da proliferagdo
celular em um total de 54 pacientes.

O diagnéstico das leucemias agudas foi baseado
no aspecto citomorfolégico e imunofenotipico dos
blastos em medula 6ssea ou sangue periférico. A
imunofenotipagem foi realizada por citometria de fluxo
utilizando-se um painel de anticorpos monoclonais
(Becton Dickinson, San José, Califérnia, Estados
Unidos) marcados com isotiocianato de fluoresceina
(FITC), ficoeritrina (PE) e proteina piridina de clorofila
(PerCP), direcionados contra antigenos de células
precursoras e antigenos da linhagem B, T ou mieloide.
As LMA foram classificadas de acordo com os critérios
da classificacio franco-americana-britinica (FAB)*'° e
do Grupo Europeu para Caracterizagao Imunolégica das
Leucemias (EGIL)". A classificacdo das LLA foi feita com
base nos conceitos do grupo EGIL"™.

Esta pesquisa integra um projeto submetido
a apreciagio pelo Comité de Etica e Pesquisa da
Universidade Federal do Maranhdo (UFMA) e aprovado
(parecer consubstanciado 115/2008) em 11 de margo de
2008, conforme as diretrizes descritas na Resolugao n.
196/96.

Estudos de Proliferagao Celular

A determinagao dos antigenos Ki-67 e CD71 foi
estudada nos blastos CD34 positivos do sangue periférico
e na medula dssea dos pacientes portadores de LLA (B e
T) e LMA.

A determinagdo da expressdo do antigeno Ki-67
nas células blasticas CD34 positivas por citometria de
fluxo foi realizada usando-se o anticorpo monoclonal
anti-Ki-67 conjugado com FITC (Becton Dickinson) e o
anticorpo anti-CD34, marcador de células precursoras,
conjugado com PE (Becton Dickinson).

Resumidamente, a suspensao celular foi ajustada
para uma concentra¢iao de 1 x 10° células por tubo.
Primeiramente, foi realizada marcacdo em membrana
através do anticorpo monoclonal CD34 PE, seguida
de incubac¢do em cdmara escura. Foi entdo adicionada
solugdo de lise (Becton Dickinson, FACS Lysing Solution)
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diluida 1:10 em agua destilada, com posterior incubagéo
a temperatura ambiente. A amostra foi centrifugada
e o sedimento ressuspendido em PBS 1%, seguido de
nova centrifugacao. Para marcagdo em citoplasma, apds
descarte do sobrenadante, as células foram ressuspendidas
em solugdo de tampao permeabilizante (BD Facs’
Permeabilizing Solution), incubadas e, posteriormente,
centrifugadas, seguido pelo descarte do sobrenadante. Ao
sedimento, foi adicionado o anticorpo anti-Ki-67 FITC
de acordo com recomendacdes técnicas do fabricante, e
ao tubo controle, foi adicionado o controle isotipico. Os
tubos foram incubados em cdmara escura a temperatura
ambiente. Apos incubagio, realizou-se a lavagem com
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PBS 1% e centrifugacao, descartando-se o sobrenadante.
Ao sedimento, foi adicionado paraformaldeido 1%
(Paraformaldehyde, Sigma-Aldrich), preservando-o a
temperatura de 4 °C, ao abrigo da luz.

A determinacdo do CD71 seguiu o mesmo
protocolo técnico utilizado para o Ki67, com excegido
de que, para o CD71, usaram-se os anticorpos anti-
CD71 FITC e anti-CD34 PE, com marcagao apenas em
membrana.

Apds a marcagao dos anticorpos monoclonais,
foram realizadas leituras e analises em citdbmetro de fluxo
(FACSCalibur, da Becton Dickinson), utilizando-se o
Cell Quest software, versao 3.1 (Cell Quest ™ Software,
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Figura 1. Andlise do marcador Ki-67 e CD71 por citometria de fluxo: a) Dot plot do controle isotipico do Ki-67. (b) Dot plot da dupla marcagao
do anticorpo anti-Ki-67 versus anticorpo anti-CD34. (c) Dot plot do controle do anticorpo anti-CD71. (d) Dot plot da dupla marcagao do

anticorpo anti-CD71 versus anticorpo anti-CD34
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Becton Dickinson Immunocytometry Systems), com
aquisi¢do de 10.000 eventos no gate de células blasticas. A
partir da janela de analise estabelecida para os parametros
de dispersdo luminosa para o tamanho (FSC - forward
scater) e a complexidade interna celular (SSC - side
scater), foram obtidos gréficos do tipo dot plot nos canais
de fluorescéncia para FL1 (FITC) e para FL2 (PE). Os
resultados foram fornecidos na forma de percentagem de
células blasticas positivas para os anticorpos monoclonais
estudados.

O teste de Shapiro-Wilk foi utilizado para avaliar
normalidade na distribuicdo dos dados. Para variaveis
com distribuicdo assimétrica, utilizaram-se testes nao
parameétricos.

Na avaliacdo de diferencas na expressao dos
marcadores de proliferagdo celular Ki-67 e CD71 em
sangue periférico e medula dssea segundo os tipos de
leucemias agudas, empregaram-se os testes Mann-
Whitney (dois grupos) e Kruskall-Wallis (mais de dois
grupos).

A associagao entre as variaveis de proliferacao
celular foi avaliada por regressdo linear. Em todas as
analises, adotou-se nivel de significAncia de 5%.

RESULTADOS

Dos 54 pacientes avaliados, 34 (63,0%) eram
portadores de LLA e 20 (37,0%) de LMA. Do total de casos
com LLA, 73,5% (25/34) foram tipo B e 26,5% (9/34) tipo T.

A Figura 1 representa um dot plot dos marcadores
de proliferaciao criado apds a analise por citometria
de fluxo e mostra as células duplo-positivas para os
marcadores de proliferagio na medula dssea de um
paciente com LLA.

No total de pacientes, nao houve diferenga
significativa (p = 0,1318) para a mediana da expressdo
do Ki-67 em medula Gssea entre a LLA B (25,8%) em
relagao a LLAT (10,8%) e LMA (9,9%), nem em sangue
periférico (p = 0,1513) entre a LLAB (44,2%), a LLAT
(30,9%) e a LMA (4,2%).

Do mesmo modo, ndo houve diferenca
significativa (p = 0,6198) para a mediana da expressdo
do CD71 em medula éssea entre as LLAT (38,0%), LLAB
(17,5%) e as LMA (32,3%), nem em sangue periférico
(p = 0,4926) entre as LMA (64,5%), LLA-B (9,7%) e as
LLAT (9,6%) das LLA-T.

Houve diferenca estatisticamente significativa (p
=0,0129) quando foram comparados os valores do Ki-67

em sangue periférico e Ki-67 em medula dssea nas LM As
e também quando foram comparados os valores de CD71
em sangue e medula (p = 0,0289) (Tabela 1). Quando
analisadas as expressoes dos marcadores de proliferagdo
por faixa etdria (infanto-juvenil e adulta), ndo houve
significancia estatistica (p = 0,2981).

Observou-se associagdo positiva entre a
expressao do antigeno Ki-67 e o CD71 na LMA (p =
0,012) em medula dssea, sendo que o Ki-67 aumenta
28 pontos percentuais a mais em relagdo ao CD71. Na
LLAT e LLAB, nio foram observadas associa¢des entre
as variaveis de proliferagdo. Em sangue periférico, houve
associagdo entre a expressdo do antigeno Ki-67 e o CD71
na LLAB (p = 0,012), sendo que o Ki-67 aumenta 202,2
pontos percentuais em relagio ao CD71. Na LLAT e
LMA, niéo foi observada associac¢do entre Ki-67 e CD71
em sangue periférico (Tabela 2).

DISCUSSAO

Dos 54 pacientes submetidos ao estudo de
proliferacdo celular, a maioria foi diagnosticada com LLA
(63%), e as LMA constituiram 37% do total de leucemias
agudas. Dados epidemiolédgicos da literatura refletem
percentuais de LLA que variam de 67% a 85% dos casos™.
A exclusdo em nosso trabalho de 4 casos que perderam
a expressao do antigeno CD34 (todos LLA) refletiria um
valor real de 65,5% de LLA.

A expressao dos marcadores de proliferacao
celular utilizados nesta pesquisa foi feita separadamente
em medula dssea e em sangue periférico, pois ha relatos
na literatura que apontam diferencas entre os parametros
cinéticos nos blastos nessas duas amostras biologicas’.

Quando comparamos a expressio do Ki-67
em medula dssea com a expressao do Ki-67 em sangue
periférico, houve diferenga estatistica (p = 0,0129) apenas
na LMA entre os tipos de amostras bioldgicas (MO e
SP). Nossos resultados sdo semelhantes aos obtidos por
outros autores que também encontraram diferencas na
expressao da variavel estudada no sangue periférico e na
medula dssea'.

De modo semelhante ao Ki-67, o CD71 também
apresentou expressdes diversas nos diferentes tipos
de amostra. Na medula dssea, houve maior expressdo
na LLAT, e no sangue periférico, maior expressio na
LMA. Na literatura, sdo encontrados dados em que
a porcentagem de células que expressam o CD71 ¢
maior na LLAT em medula dssea, confirmando nossos
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Tabela 1. Expressao dos marcadores Ki-67 e CD71 (sangue periférico e medula 6ssea) por tipo de leucemia aguda em pacientes do Instituto
Maranhense de Oncologia Aldenora Bello, Sao Luis-MA, no periodo de novembro de 2008 e novembro de 2009 (12 meses)

Ki-67 CD71

Tipo  de MO SP MO SP
Leucemia * p* P

N X Dp Med 5(DpMedp N X Dp Med N X Dp Med

LLAT 5 129 15,0 10,8 27,7 24,4 309 0,1416 5 40,6 33,3 380 4 253 33,2 9,6 0,2207 0,4112

N

LLAB 18 26,2 18,3 258 6 378 26,0 44,2 0,3399 18 26,1 244 17,5 6 13,0 11,7 9,7 0,1433 0,2115
4

LMA 15 16,5 133 99 5 260 3,6 42 0,0129" 15 36,1 30,0 323 5 49,6 41,5 64,5 0,6312 0,0289**

X = média; dp = desvio-padrio; Med = mediana; MO = medula dssea; SP = sangue periférico; p* = p valor para Mann-Whitney; p** = p valor
para Kruskall-Wallis; p** = valor estatisticamente significante (p < 0,05)

Tabela 2. Associagdo entre os marcadores Ki-67 e CD71 em medula dssea e sangue periférico por tipo de leucemia aguda em pacientes do
Instituto Maranhense de Oncologia Aldenora Bello, Sao Luis-MA, no periodo de novembro de 2008 e novembro de 2009 (12 meses)

Ki-67 versus CD71

Tipo de leucemia MO SP
Coef. Dp p* Coef. dp p*
LLAB - 0,154 0,178 0, 399 2,022 0,467 0,012**
LLAT 0,161 0,297 0,641 0,470 0,325 0,244
LMA 0,280 0,095 0,012** 0,010 0.049 0,851

Coef. = coeficiente de regressdo linear; dp = desvio-padrao; MO = medula 6ssea; SP = sangue periférico; p* = p valor para
regressao linear; ** = valor estatisticamente significante (p < 0,05).

resultados. Neste estudo, também foi possivel observar  dos diferentes tipos de leucemias agudas na rotina de
maior expressio da LMA em sangue periférico, quando  diagnostico.
relacionado a LLA B, que apresentou a menor expressio Nao foi observada diferenca estatistica nas
desse marcador, sugerindo que os blastos linfoides B expressdes dos marcadores de proliferacio por faixa
em sangue periférico apresentam menor expressio do etaria (infanto-juvenil e adulta), sugerindo que a idade,
antigeno CD71 que outros tipos de leucemias agudas'. nesta pesquisa, niao interfere na expressio do Ki-67 e
Sugere-se que CD71 é seletivamente expresso CD71, apesar de alguns estudos indicarem que o CD71
em precursores eritroides em todos os estagios de diminui com aidade nas LLA".
maturagdo, principalmente em medula Ossea, pois A avaliagdo comparativa entre a atividade
requer grande quantidade de ferro para suportar a proliferativa das células nos diferentes tipos de leucemias
produgao de hemoglobina®'®, o que pode afetar e explicar ~ agudas em nosso estudo demonstrou que, na medula
resultados diferenciais de quantificacdo desse marcador  Ossea, os resultados apresentaram associacdo na LMA,
em medula dssea e sangue periférico. Entretanto, como  com o Ki-67 aumentando a medida que o CD71 também
em nosso protocolo de analise as células avaliadas foram  aumenta. No sangue periférico, apenas LLAB apresentou
apenas aquelas CD34 positivas (células mais imaturas), associagdo, justificando que o Ki-67 aumenta juntamente
eliminou-se o risco de estarmos avaliando os eritroblastos com o CD71. Esta significante associagao pode estar
(precursores eritroides) simultaneamente e falsear os relacionada a uma maior agressividade da doenga,
resultados. muito embora um maior numero de pacientes merega
Nossos resultados apontam que o aparecimento  ser avaliado clinicamente por maior periodo de tempo,
de maiores taxas de CD71 nosblastos em sangue periférico ~ para que assim se estabeleca o valor preditivo desses
nas LLAT esta associado a uma maijor agressividade marcadores de proliferagdo celular com a evolugio e o
neoplasica desses subtipos de neoplasias em relagio  progndstico nas leucemias agudas.
aos indices proliferativos encontrados nas LLAB, o que
pode ser valorizado em uma andlise individualizada
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CONCLUSAO

A expressao antigénica do Ki-67 nas leucemias
agudas ndo diferiu nas amostras bioldgicas estudadas.
Por outro lado, foram observadas diferencas na expressdo
do CD71, sendo maior na LLAT em medula dssea e na
LMA em sangue periférico.

As maiores taxas de CD71 nos blastos em
sangue periférico nas LLAT sugere maior agressividade
neopldsica desses subtipos de neoplasias em relagdo aos
indices proliferativos encontrados nas LLAB.

Nao foi observada diferenga nas expressoes dos
marcadores de proliferagio por faixa etaria (infanto-
juvenil e adulta).

Foi observada associacio entre o Ki-67 e 0 CD71
em medula dssea na LM A e em sangue periféricona LLAB.
Apesar de ser observada neste estudo associagdo entre
ambos os marcadores de proliferagdo celular, é necessario
um estudo de evolugao clinica a médio e longo prazo
para avaliagdo da proliferacio celular no progndstico e na
sobrevida de pacientes com leucemias agudas.

Estes resultados poderao ser utilizados associados
ao diagnostico, podendo contribuir para monitorar os
pacientes leucémicos quanto a agressividade neoplasica
por meio da detecgdo dos marcadores de proliferagio
celular.
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