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RESUMO  

A leucemia linfoide aguda (LLA), possui uma incidência bimodal, caracterizada 

pela perda de habilidade normal de diferenciação e proliferação, havendo um 

acúmulo de células progenitoras linfoides e expansão clonal em medula óssea, 

sangue periférico e outros tecidos. É a mais comum na infância e adolescência, 

tendo diversos fatores associados à sua etiologia. O uso da citometria de fluxo, 

em conjunto com a análise morfológica, é fundamental para o diagnóstico e 

acompanhamento de tais enfermidades. Nesse contexto, a análise da 

expressão de moléculas na curva maturativa de precursores linfoides normais e 

neoplásicos é uma ferramenta que contribui para elucidar o comportamento do 

ambiente medular na análise de Doença Residual Mensurável (DRM). A 

molécula endoglina (ENG, CD105) é um co-receptor da família do TGF-β que 

desempenha um papel crucial na regulação da angiogênese. Apesar de ser 

mais conhecida por sua expressão em células endoteliais, a endoglina também 

é expressa nas células-tronco hematopoiéticas (CTH) e recentemente tem sido 

sugerida como marcador de mau prognóstico para pacientes pediátricos com 

LLA de células precursoras B (LLA-cpB). Neste contexto, o presente trabalho 

avaliou a expressão do CD105 em precursores normais de células B, também 

denominados de hematogônias, e em blastos leucêmicos de pacientes 

pediátricos com LLA-cpB. O estudo foi realizado em amostras de pacientes 

onco-pediátricos do Hospital Aristides Maltez, Martagão Gesteira e Santa Casa 

de Itabuna, utilizando painéis pré-definidos para a análise da expressão do 

CD105. A aquisição dos eventos foi realizada no citômetro de fluxo BD 

FACSCalibur e as análises realizadas no software Infinicyt™ 9 1.8. As amostras 

dos pacientes, avaliados ao diagnóstico ou durante DRM, foram analisadas 

individualmente quanto à presença ou ausência da expressão antigênica de 

cada marcador utilizado na citometria de fluxo. O CD105, ao diagnóstico, foi 

expresso em 73,33% dos pacientes com LLA-cpB, tendo a maior expressão nos 

blastos leucêmicos. Já quando comparado com DRM, a maior expressão foi nas 

hematogônias em DRM negativa (67,28%), com média de intensidade de 

fluorescência  (MIF) de 87,26. Quando analisado individualmente (paciente 1), 

os blastos tiveram uma maior expressão e MIF, 21,56% e 26,14, 

respectivamente. CD105 pode ser considerado um potencial marcador 
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prognóstico para detecção de resposta à terapia de indução na infância LLA-B, 

e pode servir para otimizar as decisões para tratamento.  

Palavras-chave: Leucemia Linfoblástica Aguda B, pediátrico, CD105, 

imunofenotipagem. 

 

 

 

ABSTRACT  

 

Acute lymphocytic leukemia (ALL) has a bimodal incidence, characterized by 

loss of normal ability to differentiate and proliferate, with an accumulation of 

lymphoid progenitor cells and clonal expansion in bone marrow, peripheral 

blood, and other tissues. It is the most common in childhood and adolescence, 

with several factors associated with its etiology. The use of flow cytometry, in 

conjunction with morphological analysis, is essential for the diagnosis and follow-

up of such diseases. In this context, the analysis of the expression of molecules 

in the maturation curve of normal and neoplastic lymphoid precursors is a tool 

that contributes to elucidating the behavior of the medullary environment in the 

analysis of Measurable Residual Disease (MRD). The endoglin molecule (ENG, 

CD105) is a co-receptor of the TGF-β family that plays a crucial role in the 

regulation of angiogenesis. Although best known for its expression in endothelial 

cells, endoglin is also expressed in hematopoietic stem cells (HSC) and has 

recently been suggested as a marker of poor prognosis for pediatric patients with 

B Cell Precursor ALL (BCP-ALL). In this context, the present work evaluated the 

expression of CD105 in normal precursors of B cells, also called hematogonia, 

and in leukemic blasts from pediatric patients with BCP-ALL. The study was 

carried out on onco-pediatric patients samples from Hospital Aristides Maltez, 

Martagão Gesteira, and Santa Casa de Itabuna, using pre-defined panels for the 

analysis of CD105 expression. Events were acquired using a BD FACSCalibur 

flow cytometer and analyzes were performed using the Infinicyt™ 9 1.8 software. 

Patient samples, evaluated at diagnosis or during MRD, were individually 

analyzed for the presence or absence of antigenic expression of each marker 

used in flow cytometry. CD105, at diagnosis, was expressed in 73.33% of 
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patients with BCP-ALL, with the highest expression in leukemic blasts. When 

compared with MRD, the highest expression was in hematogonia in negative 

MRD (67.28%), with a mean MFI of 87.26. When analyzed individually (patient 

1), the blasts had a higher expression and MFI, 21.56 and 26.14, respectively. 

CD105 can be considered a potential prognostic marker for the detection of 

response to induction therapy in childhood BCP-ALL, and may serve to optimize 

treatment decisions.  

Keywords: Acute Lymphoblastic Leukemia B, pediatric, CD105, 

immunophenotyping..  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



X  

 

 

 

 

LISTA DE TABELAS  

Tabela 1- Alterações genéticas associadas a fenótipos clássicos / OMS-2016. 8  

Tabela 2- Painel descritivo de anticorpos utilizado para triagem e diagnóstico 11  

Tabela 3 - Painel de anticorpos utilizado para Doença Residual Mínima  11 

   

   



XI  

SUMÁRIO  

1 INTRODUÇÃO  1  

2 OBJETIVOS  5  

3 CAPÍTULO 1 – Revisão de Literatura  6  

3.1 LEUCEMIA LINFOBLASTICA  AGUDA DE CELULAS B  6  

3.2 CLASSIFICACAO OMS 6  

3.3 DIAGNOSTICO E TRATAMENTO  7  

3.4 IMUNOFENOTIPAGEM POR CITOMETRIA DE FLUXO  8  

3.5 CD105 (ENDOGLINA)  9  

3.6 Referências  13  

4 CAPÍTULO 2 – Artigo Científico 1   17  

4.1 Introdução  19  

4.2 Materiais e Métodos  20  

4.3 Resultados 22  

4.4 Discussão  30  

4.5 Consideracoes finais  31  

4.6 Referencias   32  

5 CAPÍTULO 3 – Artigo Científico 2   39  

5.1 Introdução  41  

5.2 Materiais e Métodos  42  

5.3 Resultados 44  

5.4 Discussão  50 

5.5 Consideracoes finais  53  

5.6 Referencias   54  

6 ANEXO COMISSÃO DE ETICA 58  

6.1 ANEXO A  59  

6.2 ANEXO B  59 

6.3 ANEXO C  62  

7 APÊNDICE 64 

7.1 Artigos publicados em 2016  64 

7.2 Artigos publicados em 2016 65 

7.3 Artigos publicados em 2016 66 

7.4 Artigos publicados em 2018  67 



XII  

7.5 Artigos publicados em 2018 68 

7.6 Artigos publicados em 2019  69 

7.7 Artigos publicados em 2019 70 

7.8 Artigos publicados em 2019 71 

7.9 Artigos publicados em 2020  72 

7.10 Artigos publicados em 2021 73 



1  

  

1. INTRODUÇÃO  

 

As leucemias agudas (LA) são neoplasias mais comuns na infância, 

representando 25-35% dos casos em crianças abaixo de 15 anos em países 

desenvolvidos (PARKIN et al., 1988). No Brasil, estudos desenvolvidos pelo grupo 

de pesquisa do INCA mostram que existem diferenças regionais importantes nas 

taxas de incidência de LA, que demandam estudos sobre a etiologia da doença 

(REIS et al., 2011 e 2016), tendo sido observada para LA, uma taxa de incidência 

ajustada por idade de 53,3 por milhão em crianças de 0-14 anos. Em Salvador foi 

observada uma taxa de incidência de 25,6 casos por milhão em crianças de 0-14 

anos, e entre crianças com menos de 5 anos uma taxa de 44,8 por milhão. Poucos 

estudos foram realizados avaliando a população do estado de maneira mais 

específica. Um trabalho publicado pelo grupo de pesquisa do IGM (CÉZAR et al., 

2015), sugere que o perfil imunofenotípico e prognóstico em 

pacientes pediátricos LLA-B do estado estão relacionados à mistura racial, além de 

mostrar uma sobrevida global em 6 anos de 67,5% nessa população, que está 

abaixo do encontrado em países com maior nível socioeconômico (PUI et al., 2015).  

A leucemia linfoide aguda (LLA), também conhecida como leucemia 

linfoblástica aguda, é uma neoplasia hematológica maligna, que se possui uma 

incidência bimodal (dois picos), o primeiro na infância e o segundo por volta dos 50 

anos, caracterizada pela perda de habilidade normal de diferenciação e proliferação, 

havendo um acúmulo de células progenitoras linfoides e expansão clonal em medula 

óssea, sangue periférico e outros tecidos (JABBOUR et al., 2015). A LLA é a mais 

comum na infância e adolescência, sendo sua maior ocorrência em homens (INCA, 

2020). A classificação como leucemia ocorre com presença de mais de 20% de 

blastos neoplásicos em medula óssea e/ou sangue periférico (WHO, 2017).   

Diferentes fatores podem estar diretamente associados à etiologia das LLA, 

incluindo fatores genéticos, imunológicos e ambientais (WIEMELS, 2012). O uso da 

citometria de fluxo, em conjunto com a análise morfológica, é fundamental para o 

diagnóstico e acompanhamento de tais enfermidades. Protocolos quimioterápicos 

podem levar à remissão da leucemia, mas eventos refratários e recidivas da 
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patologia podem ocorrer, sendo essencial o monitoramento da resposta terapêutica. 

Tal acompanhamento é realizado através da avaliação da Doença Residual Mínima 

(DRM), um protocolo de rotina que permite a identificação da presença de blastos 

leucêmicos em níveis muito baixos durante o tratamento, possibilitando a adequação 

do tratamento para baixo ou alto risco, e a indicação para transplante de medula 

óssea, quando necessário. Nesse contexto, a análise da expressão de moléculas na 

curva maturativa de precursores linfóides normais e neoplásicos é uma ferramenta 

que contribui para elucidar o comportamento do ambiente medular na análise de 

DRM (PETERS et al, 2011).  

A molécula endoglina (ENG, CD105) é um co-receptor da família do TGF-β 

(do inglês Transforming growth factor β) que desempenha um papel crucial na 

regulação da angiogênese (COSIMATO et al, 2018). Apesar de ser mais conhecida 

por sua expressão em células endoteliais, a endoglina também é expressa nas 

células-tronco hematopoiéticas (HSC) (PRONK et al., 2007; CHEN et al., 2002). Em 

2017, um estudo utilizando modelo de xenotransplante mostrou que os blastos 

positivos para endoglina (CD105) obtidos de pacientes com leucemia, apresentam 

maior capacidade leucemogênica do que blastos CD105 negativos. Outro trabalho 

muito recente sugere CD105 como marcador de mau prognóstico para pacientes 

pediátricos com LLA de células B (LLA-B) (ELKHOLY ET AL, 2021).Neste contexto, 

o presente trabalho pretende avaliar a expressão do CD105 em precursores normais 

de células B, também denominadas de hematogônias, e em blastos leucêmicos de 

pacientes pediátricos com LLA-B.  

Durante a ontogênese de células B observam-se que algumas substâncias, 

como as interleucinas, são responsáveis pela modulação na expressão de 

marcadores, sendo o CD19 de membrana o mais precoce e que perde sua 

expressão apenas nos plasmócitos. Outros marcadores caracterizam cada fase de 

maturação das células, nas imaturas pode-se observar o CD34, TdT, CD22, CD34, 

CD10, CD45, CD19, e em células maduras CD19, CD20, CD22, CD45, SmIgM; 

sendo os principais marcadores de células B o CD19, CD20, CD22 e CD79a 

(ZAGO,2013). A função imune tem sido associada à probabilidade de sobrevivência 

em várias doenças, incluindo doenças autoimunes, doenças infecciosas, tumores 

sólidos, doença de Alzheimer e leucemia. A interação entre o sistema imunológico e 
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a LLA é complexa e abrange diversas células e citocinas. Alterações na expressão 

dessas citocinas podem ter um importante papel na imunopatogênese da LLA 

(GALLEGOS- ARREOLA et al., 2013).  

O Fator de Crescimento Transformante-β (em inglês Transforming Growth 

Factor- beta, TGF-β ) é o membro fundador de uma grande família de fatores de 

crescimento de polipeptídios segregados, constituído por mais de 30 membros em 

seres humanos, incluindo isoformas do TGF-β (TGF-β 1, TGF-β 2, TGF-β 3), ativinas 

e outras proteínas ósseas morfogenéticas (BMPs) (SCHMIERER; HILL, 2007). A 

família TGF-β constitui um conjunto multifuncional de citocinas que regulam uma 

surpreendente variedade de processos celulares durante e além do 

desenvolvimento. No organismo, os membros do TGF-β regulam o tecido 

homeostase e regeneração (GORDON et al., 2009). Em relação à hematopoiese, 

endoglina via TGF-β desempenha um papel importante na regulação do 

comportamento HSC, em especial a quiescência e na auto-renovação (WATABE; 

MIYAZONO, 2009). 

 O TGF-β 1 é um fator pleiotrópico detectado pela maioria das células. Regula 

um amplo espectro de respostas celulares, incluindo a hematopoiese. A fim de 

processar as respostas de TGF-β 1 no tempo e no espaço de maneira apropriada, 

há uma regulação rígida de sua sinalização em várias etapas. A sinalização a 

jusante é mediada pelos receptores tipo I e tipo II e modulada pelo receptor 

"acessório" Endoglina, também denominado cluster de diferenciação 105 (CD105). A 

endoglina foi inicialmente identificada em células de leucemia pré-B, mas tem 

recebido mais atenção devido à sua alta expressão em células endoteliais ativadas. 

Por sua vez, a endoglina foi descoberta como o fator causador de doenças 

associadas à disfunção vascular, como telangiectasia hemorrágica hereditária-1 

(HHT-1), pré-eclâmpsia e restrição de crescimento intrauterino (IUPR). Como os 

pacientes com HHT geralmente apresentam sinais de inflamação nas lesões 

vasculares, e a perda de endoglina na linhagem mieloide leva à inflamação 

espontânea, especula-se que a endoglina tenha impacto nos processos inflamatórios 

(MEUKER SK et al, 2020). Em linha, a endoglina é expressa em células 

progenitoras/precursoras durante a hematopoiese, bem como em células maduras e 

diferenciadas do sistema imune inato e adaptativo. No entanto, até agora, apenas 
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pró-monócitos e macrófagos foram o foco da pesquisa, embora a endoglina tenha 

sido identificada em muitos outros subconjuntos de células do sistema imunológico. 

Esses achados implicam um papel funcional da endoglina na maturação e função 

das células imunes. Além da relevância funcional da endoglina nas células 

endoteliais, o CD105 é expresso diferencialmente durante a hematopoiese, 

defendendo um papel desse receptor no desenvolvimento de linhagens celulares 

individuais. Além disso, a expressão de endoglina está presente em células imunes 

maduras do sistema imunológico inato (ou seja, macrófagos e mastócitos) e 

adaptativo (ou seja, células T), sugerindo ainda a endoglina como um fator que 

molda as respostas imunes (MEUKER SK et al, 2020).  

O CD105 é outro marcador que é observado na maturação de células B, 

sendo um receptor da superfamília do TGF-β , expresso nas células-tronco 

hematopoiéticas de todos os sítios hematopoiéticos, incluindo a medula óssea. Sua 

principal função está relacionada à angiogênese, sendo um importante ator na 

patogênese de doenças vasculares e na progressão tumoral (WIKSTROM P et al, 

2002; COSIMATO et al, 2018; A ELKHOLY et al, 2021). Foi observada a expressão 

do CD105 em 81,8% dos pacientes com LLA-B e 8,5% em pacientes LLA-T. Neste 

mesmo trabalho é sugerido um maior potencial leucemogênico em blastos positivos 

para CD105, quando comparados aos blastos negativos (DOURADO et al, 2017).  

A LLA-B é caracterizada pela expansão clonal, bloqueio na diferenciação, e 

resistência à morte, podendo aparecer em duas fases, na infância e fase adulta, 

possui uma boa resposta à quimioterapia, e alta taxa de recaída (INABA, H. et al, 

2013; PAUL et al, 2016; RASHED et al, 2019). É o câncer mais frequente na infância 

e adolescência, correspondendo a 85% dos casos de LLA (PUI CH et al, 2008). De 

acordo com a classificação da Organização Mundial de Saúde (OMS), a LLA-B 

atualmente possui 11 subtipos, sendo 2 entidades provisórias, obedecendo o critério 

de diferenciação genética (ARBER et al, 2016).  

O uso da citometria de fluxo é fundamental para o diagnóstico das leucemias 

agudas, e atrelado à análise morfológica pode-se chegar a um diagnóstico preciso e 

suficiente. Os protocolos de quimioterapia podem levar à remissão, no entanto, 

podem ocorrer eventos de refratariedade e recaída à patologia, tornando o 
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monitoramento da Doença Residual Mínima (DRM) um protocolo rotineiro, que 

guiará a utilização de tratamentos mais ou menos intensos ou a indicação de 

transplante de medula óssea. Nesse contexto, além da observação das expressões 

dos marcadores, as curvas de maturação são ferramentas que contribuem bastante 

para elucidação do comportamento do ambiente medular nas análises de DRM 

(PETERS et al, 2011), consequentemente, a identificação de novos marcadores 

prognósticos não só promove a acurácia da estratificação de risco dos pacientes, 

mas também minimiza a chance de recaída, otimizando a terapia no início do 

tratamento (RASHED et al., 2019).  
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2. OBJETIVOS   

  

2.1. Objetivo geral  

Avaliar a expressão imunofenotípica do CD105 (Endoglina) em curva maturativa de 

precursores da linhagem B e blastos leucêmicos de crianças com diagnóstico de 

Leucemia Linfoblástica Aguda de células B.  

  

2.2. Objetivos específicos  

● Avaliar a expressão do CD105 nos casos de LLA-B;  

● Avaliar a expressão do CD105 da linhagem B precursora normal;  

● Correlacionar a expressão de CD105 com doença, em precursores e 

linfócitos maduros.  
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3. CAPÍTULO 1 – Revisão de Literatura  

 

3.1. Leucemia Linfoide Aguda de Células B 

 

A leucemia linfoblástica aguda (LLA) é o câncer mais comum na infância e 

adolescência. No Brasil, estima-se que para câncer infantojuvenil, 4.150 novos 

casos de leucemia sejam diagnosticados para o sexo feminino e 4.310 para o sexo 

masculino, predominantemente LLA (INCA, 2020). Essa neoplasia hematológica é 

caracterizada por alterações genéticas e epigenéticas nas células progenitoras da 

linhagem linfóide, resultando em bloqueio da diferenciação, estímulo da proliferação 

e resistência à morte celular (INABA, H. et al., 2013). Cerca de 90% das LLA têm 

alteração de cariótipo ao diagnóstico. A incidência de LLA geralmente segue uma 

distribuição bimodal, com o primeiro pico ocorrendo na infância e o segundo pico por 

volta dos 50 anos. Com estratificação de risco adequada, a LLA responde bem à 

quimioterapia, mas a mortalidade precoce durante a fase de introdução da 

quimioterapia não é incomum. Além disso, a alta taxa de recidiva continua sendo um 

grande problema (TZORTZATOU-STATHOPOULOU et al., 2001). Portanto, a 

identificação de novos marcadores prognósticos não apenas ajudará a aumentar a 

precisão da estratificação de risco dos pacientes, mas também minimizará as 

chances de recaída, otimizando a terapia nos estágios iniciais do tratamento 

(RASHED et al., 2019). Com a maior taxa de cura da oncologia moderna, parece 

razoável considerar a terapia de redução de disparidade para reduzir toxicidades de 

curto e longo prazo sem comprometer os resultados (STANULLA M et al., 2009; 

ANSARI M et al., 2009).  

3.2. CLASSIFICAÇÃO OMS  

Em decorrência do avanço da imunofenotipagem e citogenética molecular a 

classificação da OMS divide as LLA em neoplasias de precursor B ou T. A OMS, em 

2016, trouxe atualizações sobre as classificações das leucemias/linfomas B, tendo 

11 tipos, sendo duas entidades provisórias. As alterações genéticas ( Tabela 1) 

observadas são: t (9;22) (q34.1;q11.2) - BCR-ABL1; rearranjo t(v;11q23.3) - KMT2A; 

t(12;21)(p13.2;q22.1) - ETV6-RUNX1; hiperploidia; hipoploidia; t(5;14)(q31.1;q32.3) - 
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IL3-IGH; t(1;19)(q23;p13.3) - TCF3-PBX1; BCR-ABL1–like; iAMP21, as duas últimas 

são as entidades provisórias  (ARBER et al., 2016). Todos esses marcadores 

auxiliam na orientação de estudos genéticos, definem grupos com melhor ou pior 

prognóstico, identificam expressões aberrantes e facilitam estudos pós-tratamento 

de doença mínima residual. 

 

Tabela 1 – Alterações genéticas associadas a fenótipos clássicos / OMS-2016.  

 

 

3.3. DIAGNÓSTICO E TRATAMENTO 

O diagnóstico de leucemia aguda é feito pela presença de ≥20% de blastos no 

sangue periférico ou na medula óssea, identificados através de análise morfológica 

de esfregaço. A classificação das neoplasias linfóides de 2016 da organização 

Mundial da saúde (OMS) leva em consideração dados genéticos, características 

clínicas, morfologia celular e imunofenótipo, todos com implicações importantes para 

o prognóstico e tratamento da doença (ARBER et al., 2016).  

Testes histoquímicos, citogenéticos e imunofenotípicos ajudam a distinguir 

blastos de leucemia linfoblástica aguda daqueles de leucemia mieloide aguda ou 

outros processos patológicos. Determinação de indicadores imunofenotípicos 

específicos, como CD3 (para células linfóides T) e CD19, CD20 e CD22 (para células 

linfóides B) são essenciais para a identificação de leucemia aguda.  
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O tratamento para leucemia linfoblástica aguda recém-diagnosticada 

geralmente consiste em 3 a 4 ciclos de quimioterapia resistente não cruzada nos 

primeiros 9-12 meses, seguidos por 2,5 a 3 anos quimioterapia de manutenção. As 

quatro principais fases da quimioterapia para a leucemia linfoblástica aguda são 

indução da remissão, consolidação após remissão, manutenção e intensificação 

temporárias e manutenção. O objetivo do tratamento de indução é a remissão 

completa, definida como < 5% de blastos na medula óssea. Em pacientes em 

remissão completa, a doença residual mínima é o fator prognóstico mais importante. 

A doença residual mínima (< 0,01 a 0,1% de células leucêmicas na medula óssea) é 

uma doença microscópica que não é detectada por exames convencionais, mas pode 

ser medida por exames mais sensíveis, como a imunofenotipagem por citometria de 

fluxo (BERRY et al., 2017). 

3.4. IMUNOFENOTIPAGEM POR CITOMETRIA DE FLUXO   

A citometria de fluxo multiparamétrica fornece um perfil veloz e 

pormenorizado da expressão antigênica na leucemia aguda que, quando usado em 

conjunto com a avaliação morfológica, leva ao diagnóstico diferencial estreito. 

Apesar da crescente importância das características moleculares e genéticas na 

subclassificação das leucemias agudas, as análises morfológicas e imunofenotípicas 

continuam sendo as principais modalidades pelas quais essas doenças são 

consideradas pela primeira vez. A imunofenotipagem por citometria de fluxo pode 

ajudar em estabelecer um diagnóstico de leucemia aguda, confirmando de forma 

mais objetiva e definitiva a presença de progenitores hematopoiéticos expandidos e 

demonstrando anormalidades imunofenotípicas nos progenitores que se encontram 

fora das perturbações observadas durante a regeneração medular normal (Wood 

BLaB, MJ 2010), como demosntrado nos painéis descritos nas tabela 2 e tabela 3 no 

quais apresentamos os anticorpos monoclonais tanto para diagnostico, quanto para 

a avaliação de Doença Residual Mensurável (DRM) respectivamente.  

A análise por citometria de fluxo pode ser realizada em poucas horas em 

praticamente todos os casos e muitas vezes é suficiente, quando combinada com o 

exame morfológico convencional, para chegar a uma diagnose diferencial estreito ou 

mesmo definitivo de LLA. Uma grande variedade de amostras é adequada para 
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avaliação por citometria de fluxo, embora, em geral, os melhores resultados sejam 

obtidos com amostras à base de fluido, como sangue periférico e aspirado de 

medula óssea (PETERS et al., 2011).  

As Leucemia Linfoblástica Aguda Precursora de Células B (B-Cell Precursor 

Acute Lymphoblastic Leukemia / BCP-ALL) são malignidades de células B imaturas 

envolvendo medula óssea (Bone Marrow - BM), sangue periférico (Peripheral Blood - 

PB) e até mesmo apresentando envolvimento primário de locais nodais ou 

extranodais (BCP-LBL). A BCP-ALL imunofenotipicamente é diagnosticada pelas 

diferenças entre os padrões de expressão do antígeno em células leucêmicas e suas 

contrapartes normais (BELTRAME et al., 2021). A maioria dos casos de leucemia / 

linfoma linfoblástico B apresenta níveis elevados de expressão de vários marcadores 

de linhagem B, incluindo CD19, CD22 e CD79a. A expressão de CD10, muitas vezes 

ligeiramente superior à de precursores linfóides B imaturos normais (ou 

hematogônias), é clássica, mas não é específica nem necessária para a diagnose. 

Embora PAX5 e TdT também sejam usuais, a expressão de antígenos leucocitários 

CD45, CD34 e CD20 pode mostrar padrão de expressão de fraca a negativa. As 

imunoglobulinas de superfície são extremamente raras, mesmo no caso de 

rearranjos de genes de imunoglobulinas. A expressão inadequada de marcadores de 

linhagem mielóide é comum, especialmente CD13 e CD33, raramente CD15 

(SEEGMILLER et al., 2009), mas a positividade da mieloperoxidase indicaria uma 

leucemia aguda de fenótipo misto (PETERS et al., 2011) .  

3.5. TGF-β e hematopoiese 

A regulação da hematopoiese depende do equilíbrio da proliferação, 

diferenciação e sinais apoptóticos das células progenitoras hematopoiéticas. Desta 

forma desempenhando um papel importante, mas demonstra efeitos específicos da 

célula e do contexto. Ensaios de células-tronco humanas CD34+ tratadas com TGF-

β 1 exógeno in vitro levam à interrupção do crescimento e inibição da formação de 

colônias (OTTMANN, O.; PELUS, L.M., 1998; SING, G.K.;ET al., 1988). TGF-β 1 

parece preferencialmente manter a quiescência de progenitores hematopoiéticos 

precoces (OTTMANN, O.; PELUS, L.M., 1998). Notavelmente, o nocaute condicional 

de TGF-β R1 em camundongos adultos leva a um número normal de células 
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progenitoras hematopoiéticas funcionais com capacidade normal de autorrenovação 

e regeneração (LARSSON, J.; et al, 2003). Isso pode refletir a sinalização do TGF-β 

1 por meio de receptores alternativos, o que foi relatado em outros tipos de células 

(DONG, M.; et al, 2006). Alternativamente, outras citocinas ou fatores de 

crescimento podem compensar a perda de TGF-β R1. Enquanto o TGF-β 3 parece 

ser um potente regulador negativo de células-tronco hematopoiéticas (HSCs), o 

TGF-β 2 exibe um potencial regulador negativo mais modesto e, em alguns estudos, 

até promove a atividade de HSC (LANGER, J.C.; et al, 2004 & JACOBSEN, S.; et al, 

1991). Claramente, há uma interação complexa entre as isoformas de TGF-β e 

outros membros da superfamília para manter a hematopoiese e o pool de HSC. O 

acúmulo de evidências destaca o TGF-β como um importante regulador das células 

B, incluindo desenvolvimento, ativação e diferenciação. Alguns desses efeitos são 

ações diretas do TGF-β, mas alguns aspectos da resposta das células B são 

indiretos por meio da comunicação intercelular. 

Além de regular o pool de HSC, o TGF-β modula o desenvolvimento e a 

ativação subsequentes das células B. O TGF-β 1 inibe a expressão da cadeia leve 

kappa em clones de células pré-B murinas, exercendo um efeito seletivo inibitório na 

aquisição de cadeias gama de superfície (LEE, G.; et al., 1987 & REHMANN, J.A; et 

al.,1994). Além disso, o TGF-β tem sido associado ao controle do centro germinativo 

(GC) (ALBRIGHT, A.R.; et al., 2019 & STELLING, A.; et al. ,2018). Camundongos 

sem TGF-β R2 especificamente em células B GC, exibem hiperproliferação de 

centroblastos, centrócitos e células GC (Stelling, A.; et al. ,2018). No entanto, 

diferentes modelos murinos mostraram resultados contrastantes de TGF-β na 

capacidade de resposta de células B e produção de imunoglobulina (LI, R.; et al. 

,2006 & SATO, S.;  et al., 2005). 

O TGF-β claramente desempenha um papel na regulação da proliferação e 

sobrevivência de células B. In vitro, o TGF-β 1 desencadeia apoptose em células B 

normais e algumas linhas de células B transformadas, levando à indução de pró-

apoptótica e regulação negativa de proteínas antiapoptóticas (LØMO, J.;  et al. ,1995 

& SPENDER, L.; et al., 2009). No entanto, enquanto modelos in vivo de 

camundongos com deficiência seletiva de TGF-β R2 de células B mostram 

diminuição do tempo de vida de células B convencionais, um acúmulo de células B1 
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peritoneais, bem como hiperplasia de células B em placas de Peyer, foi observado 

no mesmo modelo (CAZAC, B.B.;   et al. ,2000). Isso sugere que a sinalização do 

TGF-β pode ter efeitos pró e antiapoptóticos nas células B, dependendo do contexto, 

estágio de desenvolvimento e microambiente. Coletivamente, esses estudos 

destacam a complexidade da biologia das células B do TGF-β e refletem as 

interações relativamente mal compreendidas entre a sinalização do TGF-β e a 

regulação normal das células B (TAMAYO, E.; et al. ,2018). 

Compreender o impacto do TGF-β na hematopoiese normal é importante, pois 

a recaída da linfoproliferações B leva à falência da medula óssea (M.O) e à morte. 

De fato, as neoplasias linfoproliferativas B estão de contramão a diferenciação das 

HSCs em relação aos progenitores mielóides em detrimento dos progenitores 

eritróides na circulação periférica (SANTORO, A. et al, 2020). É importante ressaltar 

que o TGF-β 1 promove HSCs com viés mieloide in vitro e in vivo (CHALLEN, G.A. 

et al, 2010). Alterações induzidas pela doença no nicho de BM, mediadas em parte 

por TGF-β , poderiam, portanto, desempenhar um papel na redistribuição observada 

de HSCs na linfo-proliferações B. 

3.6.CD105 (ENDOGLINA)  

O gene ENG (Endoglina) humano fica localizado no cromossomo 9q34.11 e 

codifica a endoglina, uma glicoproteína transmembranar que funciona como um 

receptor auxiliar da família TGF-β (CHEIFETZ et al., 1992; GOUGOS; LETARTE, 

1990). Endoglina (CD105) é um receptor do TGF-β tipo I e III, uma citocina 

pleiotrópica que rege a proliferação, diferenciação, migração e adesão celular. A 

endoglina é considerada um poderoso marcador da angiogênese e um potencial ator 

essencial na patogênese de doenças vasculares e na progressão tumoral 

(FONSATTI et al., 2003). Isso sugere que o nível de expressão de CD105 define 

uma hierarquia entre as células hematopoiéticas aórticas, permitindo a purificação 

de progenitores hematopoiéticos clonogênicos versus mais imaturos, e que a via do 

TGF-β desempenha um papel crítico nesse processo (MARIO ROQUES et al, 2012). 

O CD105 tem sido proposto como alvo para diagnóstico por imagem, bem como 

para terapia personalizada em tumores sólidos (FONSATTI et al., 2009). No entanto, 

muito menos se sabe sobre a expressão de endoglina em células neoplásicas 
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hematopoiéticas em grande número de malignidades sanguíneas. Muitos anos atrás, 

Buhring et al. descobriram que a endoglina não foi detectável em células precursoras 

hemopoiéticas positivas para CD34 da medula óssea, bem como em células B 

'maduras', células T, NK e mieloides, mas estava presente em um subconjunto de 

células mononucleares positivas para glicoforina A. Em um estudo seguinte, Rokhlin 

et al. demonstraram através da citometria de fluxo a existência de duas populações 

endoglina positivas na medula óssea fetal: células precursoras da linhagem B e pró-

eritroblastos.  

A endoglina foi relacionada ao potencial de colonização de células-tronco de 

vida longa (Long-term Hematopoietic Stem Cells – Lt-HSC) e ter propriedades 

associadas a precursores hematopoiéticos primitivos (PIERELLI et al., 2000). Mais 

recentemente, Della Porta et al. descreve que pacientes com síndromes 

mielodisplásicas tiveram uma expressão significativamente maior de endoglina em 

eritroblastos comparados com controles patológicos e saudáveis.  No seguimento da 

radio/quimioterapia, é realizado rotineiramente o transplante de células-tronco 

hematopoiéticas para reconstituir o sistema hematopoiético dos pacientes 

oncológicos tratados. Para contornar os problemas de neutropenia e trombocitopenia 

como consequência de curto prazo do transplante, as células tronco mesenquimal 

(Mesenchymal stem cells - MSC)/células-tronco hematopoiéticas (Hematopoietic 

stem cells - HSC) é frequentemente usado (KOÇ, O.N et al, 2000). As MSCs 

representam uma população de células-tronco somáticas multipotentes presentes 

em vários tecidos, incluindo a medula óssea Seu fenótipo é caracterizado pela 

expressão de Endoglina entre outros marcadores. (DA SILVA MEIRELLES,  L. et al, 

2006).  

 Neste contexto, recentemente estudou o papel da endoglina nas leucemias 

agudas e demonstrou que a endoglina é encontrada distintamente expressa na 

grande maioria dos blastos leucêmicos em LLA e LMA, podendo ser considerada um 

marcador de leucemias agudas (DOURADO et al, 2017), no estudo ainda 

demonstraram que blastos positivos para endoglina apresentam maior atividade 

leucemogênica em comparação com sua contraparte negativa. Cosimato et al., 

2018, analisando os diversos subtipos de LLAB, observou que apenas os tipos mais 

imaturos expressam o antígeno. Notavelmente, endoglina estava consistentemente 
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ausente em 'Burkitt-like' LLA-B com fenótipo maduro. A expressão de endoglina foi 

correlacionada com mau prognóstico em muitos tipos de neoplasias sólidas, no 

entanto, sua influência em neoplasias hematológicas ainda é uma área de forte 

interesse a ser explorada (A ELKHOLY et al., 2021).  

A habilidade de iniciar leucemia em um modelo de xenotransplante foi restrita 

(LLA) ou enriquecida (LMA) na fração endoglina positiva. De forma interessante, 

este estudo revelou ainda que o bloqueio da endoglina em um modelo de LMA in 

vivo, utilizando anticorpo bloqueador TRC105, inibiu a progressão da leucemia após 

o estabelecimento da doença, mas em LLA, o TRC105 sozinho foi ineficaz devido a 

uma maior secreção da forma solúvel da endoglina (sENG). No entanto, tanto em 

LLA e LMA, TRC105 combinado com quimioterapia padrão, potencializou a inibição 

da progressão da doença, indicando que TRC105 pode representar uma nova opção 

terapêutica para LLA e LMA (DOURADO et al, 2017).  

 

Tabela 2- Painel descritivo de anticorpos utilizado para triagem e diagnóstico.  

Fluorocromos      Tubos      

  1  2  3  4  5  6  7  8  9  10  

FITC  HLA- 

DR  

CD45  CD2  CD7  CD64  CD8  CD36  CD15  CD9  MPO  

(cit)  

PE  CD117  CD10  CD13  CD34  CD14  CD4  CD105  CD16  CD56  CD79a  

(cit)  

PerCP- 

Cy 5.5  

CD34  CD20  CD45  CD45  CD45  CD3  CD34  CD45  CD45  CD3  

(cit)  

APC  CD45  CD19  CD11b  CD123  CD300e  CD45  CD45  CD10  CD38  CD45  

Fonte: Elaboração do autor, 2022.  
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Tabela 3 - Painel de anticorpos utilizado para Doença Residual Mínima.  

Fluorocromos     Tubos    

  1  2  3  4  5  6  7  

FITC  CD38  CD38  CD81  CD45  CD38  CD38  CD38  

PE  CD34  CD13 

+33  

CD20  CD10  CD66c  CD73+ 

304  

CD10 

5  

PerCP-Cy 5.5  CD45  CD45  CD45  CD20  CD45  CD45  CD45  

APC  CD19  CD19  CD19  CD19  CD19  CD19  CD19  

Fonte: Elaboração do autor, 2022.  
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ANÁLISE DA EXPRESSÃO DE CD105 (ENDOGLINA) EM PRECURSORES 

LINFOIDES NORMAIS E EM BLASTOS NEOPLÁSICOS DE PACIENTES 

PEDIÁTRICOS COM LEUCEMIA LINFOBLÁSTICA AGUDA DE CÉLULAS 

PRECURSORAS B  

Geraldo P Sampaio², Chaislan Igor da S Nascimento¹, Eugênia Terra Granado 

Pina³ , Roberto José Meyer² 

  

      

Resumo: A leucemia linfoide aguda (LLA), possui uma incidência bimodal, 

caracterizada pela perda de habilidade normal de diferenciação e proliferação, 

havendo um acúmulo de células progenitoras linfoides e expansão clonal em medula 

óssea, sangue periférico e outros tecidos. É a mais comum na infância e 

adolescência, tendo diversos fatores associados à sua etiologia. O uso da citometria 

de fluxo, em conjunto com a análise morfológica, é fundamental para o diagnóstico e 

acompanhamento de tais enfermidades. Nesse contexto, a análise da expressão de 

moléculas na curva maturativa de precursores linfoides normais e neoplásicos é uma 

ferramenta que contribui para elucidar o comportamento do ambiente medular na 

análise de Doença Residual Mensurável (DRM). A molécula endoglina (ENG, 

CD105) é um co-receptor da família do TGF-β que desempenha um papel crucial na 

regulação da angiogênese. Apesar de ser mais conhecida por sua expressão em 

células endoteliais, a endoglina também é expressa nas células-tronco 

hematopoiéticas (CTH) e recentemente tem sido sugerida como marcador de mau 

prognóstico para pacientes pediátricos com LLA de células precursoras B (LLA-cpB). 

Neste contexto, o presente trabalho avaliou a expressão do CD105 em precursores 

normais de células B, também denominados de hematogônias, e em blastos 

leucêmicos de pacientes pediátricos com LLA-cpB. O estudo foi realizado em 

amostras de pacientes onco-pediátricos do Hospital Aristides Maltez, Martagão 

Gesteira e Santa Casa de Itabuna, utilizando painéis pré-definidos para a análise da 

expressão do CD105. A aquisição dos eventos foi realizada no citômetro de fluxo BD 

FACSCalibur e as análises realizadas no software Infinicyt™ 9 1.8. As amostras dos 

pacientes, avaliados ao diagnóstico ou durante DRM, foram analisadas 

individualmente quanto à presença ou ausência da expressão antigênica de cada 

marcador utilizado na citometria de fluxo. O CD105, ao diagnóstico, foi expresso em 

73,33% dos pacientes com LLA-cpB, tendo a maior expressão nos blastos 

leucêmicos. Já quando comparado com DRM, a maior expressão foi nas 

hematogônias em DRM negativa (67,28%), com média de intensidade de 

fluorescência  (MIF) de 87,26. Quando analisado individualmente (paciente 1), os 

blastos tiveram uma maior expressão e MIF, 21,56% e 26,14, respectivamente. 

CD105 pode ser considerado um potencial marcador prognóstico para detecção de 

resposta à terapia de indução na infância LLA-B, e pode servir para otimizar as 

decisões para tratamento.  
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Palavras-chave: Leucemia Linfoblástica Aguda B, pediátrico, CD105, 

imunofenotipagem.  

  

ANALYSIS OF CD105 (ENDOGLIN) EXPRESSION IN NORMAL LYMPHOID 

PRECURSORS AND IN NEOPLASTIC BLASTS FROM PEDIATRIC PATIENTS 

WITH B-CELL ACUTE LYMPHOBLASTIC LEUKEMIA  

Abstract: Acute lymphocytic leukemia (ALL) has a bimodal incidence, characterized 

by loss of normal ability to differentiate and proliferate, with an accumulation of 

lymphoid progenitor cells and clonal expansion in bone marrow, peripheral blood, 

and other tissues. It is the most common in childhood and adolescence, with several 

factors associated with its etiology. The use of flow cytometry, in conjunction with 

morphological analysis, is essential for the diagnosis and follow-up of such diseases. 

In this context, the analysis of the expression of molecules in the maturation curve of 

normal and neoplastic lymphoid precursors is a tool that contributes to elucidating the 

behavior of the medullary environment in the analysis of Measurable Residual 

Disease (MRD). The endoglin molecule (ENG, CD105) is a co-receptor of the TGF-β 

family that plays a crucial role in the regulation of angiogenesis. Although best known 

for its expression in endothelial cells, endoglin is also expressed in hematopoietic 

stem cells (HSC) and has recently been suggested as a marker of poor prognosis for 

pediatric patients with B Cell Precursor ALL (BCP-ALL). In this context, the present 

work evaluated the expression of CD105 in normal precursors of B cells, also called 

hematogonia, and in leukemic blasts from pediatric patients with BCP-ALL. The study 

was carried out on onco-pediatric patients samples from Hospital Aristides Maltez, 

Martagão Gesteira, and Santa Casa de Itabuna, using pre-defined panels for the 

analysis of CD105 expression. Events were acquired using a BD FACSCalibur flow 

cytometer and analyzes were performed using the Infinicyt™ 9 1.8 software. Patient 

samples, evaluated at diagnosis or during MRD, were individually analyzed for the 

presence or absence of antigenic expression of each marker used in flow cytometry. 

CD105, at diagnosis, was expressed in 73.33% of patients with BCP-ALL, with the 

highest expression in leukemic blasts. When compared with MRD, the highest 

expression was in hematogonia in negative MRD (67.28%), with a mean MFI of 

87.26. When analyzed individually (patient 1), the blasts had a higher expression and 

MFI, 21.56 and 26.14, respectively. CD105 can be considered a potential prognostic 

marker for the detection of response to induction therapy in childhood BCP-ALL, and 

may serve to optimize treatment decisions.  

Keywords: Acute Lymphoblastic Leukemia B, pediatric, CD105, immunophenotyping. 
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INTRODUÇÃO   

 

A leucemia linfoblástica aguda (LLA), também conhecida como leucemia 

linfoide aguda, é uma neoplasia hematológica maligna, caracterizada pela presença 

de mais de 20% de blastos neoplásicos em medula óssea e/ou sangue periférico 

(STEVEN et al., 2017), possui uma incidência bimodal (dois picos), o primeiro na 

infância e o segundo por volta dos 50 anos, caracterizada pela perda de habilidade 

normal de diferenciação e proliferação, havendo um acúmulo de células progenitoras 

linfoides e expansão clonal em medula óssea, sangue periférico e outros tecidos 

(JABBOUR et al., 2015). A LLA é a leucemia mais comum na infância e 

adolescência (INCA, 2020). No Brasil, estima-se que para câncer infantojuvenil, 

4.150 novos casos de leucemia sejam diagnosticados para o sexo feminino e 4.310 

para o sexo masculino, predominantemente LLA (INCA, 2020).   

Diferentes fatores podem estar diretamente associados à etiologia das LLA, 

incluindo fatores genéticos, imunológicos e ambientais (WIEMELS, 2012). O uso da 

citometria de fluxo, em conjunto com a análise morfológica, é fundamental para o 

diagnóstico e acompanhamento de tais enfermidades. Protocolos quimioterápicos 

podem levar à remissão da leucemia, mas eventos refratários e recidivas da 

patologia podem ocorrer, sendo essencial o monitoramento da resposta terapêutica. 

Tal acompanhamento é realizado através da avaliação da Doença Residual 

Mensurável (DRM), um protocolo de rotina que permite a identificação da presença 

de blastos leucêmicos em níveis muito baixos durante o tratamento, possibilitando a 

adequação do tratamento para baixo ou alto risco, e a indicação para transplante de 

medula óssea, quando necessário. Nesse contexto, a análise da expressão de 

moléculas na curva maturativa de precursores linfoides normais e neoplásicos é uma 

ferramenta que contribui para elucidar o comportamento do ambiente medular na 

análise de DRM (PETERS et al, 2011).  

A molécula endoglina (ENG, CD105) é um co-receptor da família do TGF-β 

(do inglês Transforming growth factor β) que desempenha um papel crucial na 

regulação da angiogênese (COSIMATO et al, 2018). Apesar de ser mais conhecida 

por sua expressão em células endoteliais, a endoglina também é expressa nas 

células-tronco hematopoiéticas (HSC) (PRONK et al., 2007; CHEN et al., 2002). Em 
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2017, um estudo utilizando modelo de xenotransplante mostrou que os blastos 

positivos para endoglina (CD105) obtidos de pacientes com leucemia, apresentam 

maior capacidade leucemogênica do que blastos CD105 negativos. Outro trabalho 

muito recente sugere CD105 como marcador de mau prognóstico para pacientes 

pediátricos com LLA de células precursoras B (LLA-cpB) (ELKHOLY ET AL, 2021). 

Neste contexto, o presente trabalho avaliou a expressão do CD105 em precursores 

normais de células B, também denominadas de hematogônias, e em blastos 

leucêmicos de pacientes pediátricos com LLA-B.   

MATERIAIS E MÉTODOS   

2.1 Pacientes e amostras  

Neste estudo foram incluídos 21 pacientes diagnosticados com LLA-cpB, com 

idade entre 0 e 18 anos, com amostras recebidas entre janeiro de 2019 a dezembro 

de 2021 no serviço de imunofenotipagem do Laboratório de Análises Clínicas do 

Hospital Aristides Maltez (HAM)/ Liga Bahiana Contra o Câncer. Como descrito no 

Quadro 1, entre os pacientes analisados, 9 apresentavam apenas amostras de 

diagnóstico, 6 apresentavam amostras de diagnóstico e de DRM coletadas em torno 

dos dias 15 (D15), 33 (D33) e/ou 78 do tratamento (D78), 2 desses pacientes 

também com amostras de recaída. E 6 pacientes apresentavam apenas amostras de 

DRM D78.   

Os pacientes selecionados foram diagnosticados através do que é 

preconizado pela Organização Mundial da Saúde (ARBER et al., 2016; WHO, 2017). 

O critério de diagnóstico foi baseado na apresentação clínica, hemograma completo, 

esfregaços morfológicos e imunofenotipagem de medula óssea (MO) e/ou sangue 

periférico (SP). Foi considerado leucemia aguda a presença de 20% ou mais de 

blastos na medula óssea ou no sangue periférico, avaliados através de esfregaços 

morfológicos. Dos participantes deste estudo foram obtidos dados demográficos e 

laboratoriais, como: idade, sexo, naturalidade, tipo de amostra utilizada no 

diagnóstico, percentual de blastos leucêmicos, leucometria, idade do início do 

tratamento. 

2.2 Imunofenotipagem  
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A análise de imunofenotipagem foi feita em amostras de MO e SP coletadas 

em tubos contendo EDTA. A LLA-cpB foi diagnosticada usando o painel de leucemia 

aguda, utilizado na rotina do laboratório, que incluiu as seguintes combinações de 

marcadores de superfície: HLA-DR/CD117/CD34/CD45, CD45/CD10/CD20/CD19, 

CD2/CD13/CD45/CD11b, CD7/CD33/CD45/CD123, CD64/CD14/CD45/CD300e,  

CD8/CD4/CD3/CD45,  CD36/CD105/CD34/CD45, CD15/CD16/CD45/CD10,  

CD9/CD56/CD45/CD38, e o tubo contendo marcadores intracitoplasmáticos (cit) 

MPOcit/CD79acit/CD3cit/CD45. Para avaliação de DRM foi utilizado o painel com as 

seguintes combinações de marcadores de superfície: CD38/CD34/CD45/CD19, 

CD38/CD13+CD33/CD45/CD19, CD81/CD20/CD45/CD19, CD45/CD10/CD20/CD19,  

CD38/CD66c/CD45/CD19,  CD38/CD73+CD304/CD45/CD19  e  

CD38/CD105/CD45/CD19.  

Amostras de MO (10X10^5 / Leucograma) ou SP (50 µL), foram marcadas 

com os anticorpos para moléculas de superfície referidos acima, e incubadas por 15 

minutos (min) em temperatura ambiente (TA), em ambiente escuro. Em seguida, 500 

µL de FACS Lysing Solution® (BD Biosciences, CA, EUA) previamente diluído 1:10 

em água destilada, foram adicionados às amostras que foram então incubadas por 

15 min em TA, no escuro. As células foram lavadas em solução fisiológica de cloreto 

de sódio 0,9%, e o sedimento foi suspenso na mesma solução.  Nas marcações 

intracitoplasmáticas, após transcorrer o período de incubação do anticorpo de 

superfície, foi utilizado 50µL da solução de fixação (kit de fixação e permeabilização 

- FIX & PERM; Nordic Mubio), acondicionando as amostras em TA, no escuro, por 

10 min. As células foram então lavadas em solução fisiológica de cloreto de sódio 

0,9%, e após adicionados 50µL da solução de permeabilização (kit de fixação e 

permeabilização - FIX & PERM; Nordic Mubio) ao sedimento, junto com os 

anticorpos para moléculas intracitoplasmáticas e incubação por 15 min, em TA, no 

escuro. As células foram então lavadas em solução fisiológica de cloreto de sódio 

0,9%, e o sedimento suspenso na mesma solução, seguindo-se aquisição das 

amostras. Pelo menos 30.000 eventos para diagnóstico e 500.000 eventos para 

DRM por tubo foram adquiridos no citômetro de fluxo de 4 cores BD FACSCalibur 

(BD Biosciences, CA,  
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EUA) e analisados usando o software Infinicyt™ 9 1.8 (Cytognos, 10 Salamanca, 

Espanha). A compensação dos diferentes fluorocromos foi previamente realizada, 

utilizando amostras de SP de pacientes não leucêmicos.   

As populações de blastos leucêmicos, hematogônias, linfócitos maduros e 

plasmócitos foram identificadas com base na expressão da molécula CD45 versus 

características de granulosidade interna (CD45 X SSC), além de CD45 X CD19, 

SSC X CD38 em conjunto com a expressão de outras moléculas. Marcadores foram 

considerados positivos em uma população celular, quando pelo menos 20% das 

células apresentarem sua expressão. Para avaliação da expressão da molécula 

CD105, utilizou-se a porcentagem de células marcadas e a média da intensidade de 

fluorescência (MIF). Como controle negativo para CD105, foi utilizada a população 

de linfócitos B maduros na mesma amostra, e como controle positivo a expressão 

em células vermelhas.  

2.3. Análises estatísticas  

Os dados foram analisados usando o pacote de software GraphPad Prism 

version 9.0. As amostras dos pacientes incluídos no estudo, com diagnóstico de 

LLA-cpB, avaliados ao diagnóstico ou durante DRM foram analisadas 

individualmente quanto à presença ou ausência da expressão antigênica de cada 

marcador utilizado na citometria de fluxo. Inicialmente, foi realizada a avaliação 

exploratória e descritiva dos dados, buscando identificar diferenças em subgrupos 

de pacientes de acordo com informações como idade, sexo, leucometria, faixa 

etária, e resultados de DRM.   

2.4 Considerações éticas  

Este projeto possui aprovação do Comitê de Ética em Pesquisa sob o número 

CAAE 03826318.2.0000.5662 ICS/UFBA. Os pacientes foram incluídos no estudo 

após assinatura do termo de consentimento por seus responsáveis legais.  
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RESULTADOS  

 

Este estudo foi conduzido avaliando 21 crianças diagnosticadas com LLA-

cpB, sendo 11 meninas (52%) e 10 meninos (48%), com idades variando de 0 a 18 

anos com um valor mediano 6,57 anos. Foram avaliadas 15 amostras ao diagnóstico 

e 20 amostras de DRM, coletadas em torno do D15, D33 e D78 do tratamento 

(Quadro 1).  

 

QUADRO 1 - Dados demográficos e laboratoriais dos pacientes.  

ID  

PACIENTE  
FASE  SEXO  IDADE  AMOSTRA  %BLASTOS  

LEUCOMETRIA  

(mm)  

1  D  F  15  SP  72  34.810  

1  D15  F  15  MO  2,6  28.790  

1  D33  F  15  MO  0  57.420  

1  D78  F  15  MO  0,74  17.880  

1  R  F  15  MO  0  143.070  

2  D  F  5  SP  39  8.120  

2  D33  F  5  MO  0  11.600  

2  D78  F  6  MO  0  30.710  

3  D  F  18  SP  92  118.660  

3  D15  F  18  MO  4  5.280  

3  D33  F  18  MO  0  9.220  

3  R  F  18  MO  46  121.150  

4  D  M  0  MO  68  3.070  

4  D15  M  0  MO  0,02  7.830  

4  D33  M  0  MO  0  21.380  

4  D78  M  1  MO  0,15  7.830  

5  D  M  2  MO  75  31.180  

5  D15  M  2  MO  0,05  49.290  

5  D78  M  3  MO  0  57.000  

6  D  F  6  SP  87  53.420  
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7  D  M  7  MO  47,4  2.130  

8  D  F  3  MO  92,51  134.550  

9  D  M  14  MO  88,38  484.300  

10  D  M  4  MO  93  313.250  

11  D  F  3  MO  62,47  41.250  

12  D  M  15  MO  68,18  40.950  

13  D  F  4  MO  82,35  9.050  

14  D  M  4  MO  82,05  140.480  

14  D15  M  4  MO  0,01  13.100  

14  D78  M  4  MO  0  57.200  

15  D  F  4  MO  76,54  15.040  

16  D78  M  6  MO  0  63.000  

17  D33  F  6  MO  0  48.800  

18  D78  F  5  MO  0  13.390  

19  D78  F  11  MO  0  11.200  

20  D78  M  3  MO  2,76  75.200  

21  D78  M  3  MO  7,8  32.200  

Fonte: elaboração do autor, 2022.  

 

Ao diagnóstico foi observada uma média de 75% de blastos, com mediana e 

média para a contagem total de leucócitos de 49,95 (x10/mm³) e 95,35 (x10/mm³). 

Entre as DRM, em D15 a média de blastos foi de 1,33%, em D78 3,37% e nas 

amostras de D33 não foram observados blastos.   

Na figura 1 é mostrado um caso representativo de paciente leucêmico, onde 

são identificadas as populações presentes na amostra, e a expressão de CD105. As 

células blásticas LLA-cpB foram identificadas por expressão intermediária CD45, 

positiva de CD19, além de CD10 e/ou CD79a, e foi observada a presença de 

alterações imunofenotípicas em outros marcadores. Como controle negativo interno 

para marcação de CD105, foram utilizados linfócitos B maduros presentes em cada 

amostra, identificados pela alta expressão do CD45, expressão positiva para CD19 e 

negativa para CD38. Enquanto como controle positivo interno para CD105, foi 

utilizada a população eritroide, identificada por ser CD45 negativa e CD36 positiva.   
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Figura 1. Caso representativo de diagnóstico e controles internos. Em A, as 

populações são separadas pelo tamanho e granulosidade (FSC x SSC). Em B, 

através do CD45 x SSC, é possível observar as populações de granulócitos (roxo), 

eritroide (laranja), blastos (vermelho) e linfócitos maduros (verde). Por meio do dot 

plot C observa-se as duas populações com positividade para o CD105 (eritroide e 

blastos). Os linfócitos maduros foram utilizados como controle interno negativo para 

CD105 (D). Os dot plots E e F, mostram blastos negativos e positivos para o CD105, 

respectivamente.  

 

Quanto aos resultados da imunofenotipagem, o CD19 foi expresso em todos 

os casos 21/21 (100%) de LLA-cpB. Ao diagnóstico, CD105 foi detectada em 11/15 

(73,33%) pacientes, e teve uma variação de expressão de 83,55 – 100%, com 

mediana do valor de percentual 97,48%.  Em relação ao valor de MIF, observou-se 

uma mediana de 42,61%. A expressão de CD105 em relação ao MIF foi estratificada 

em baixa (< 20), intermediária (≥20 < 60) e alta (≥60). Sendo observados 33,33% 

dos casos com alta expressão, 26,66% com expressão intermediária e 13,33% com 

baixa expressão.  (Figura 2 e Tabela 1).  
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Figura 2. A) Mediana e intervalo interquartil da porcentagem de expressão de CD105 

nos blastos leucêmicos de pacientes ao diagnóstico. B) Distribuição de frequência da 

porcentagem de expressão de CD105 nos blastos leucêmicos de pacientes ao 

diagnóstico. C) Mediana e intervalo interquartil dos valores de MIF de CD105 nos 

blastos leucêmicos de pacientes ao diagnóstico. D) Distribuição de frequência dos 

valores de MIF de CD105 nos blastos leucêmicos de pacientes ao diagnóstico. MIF: 

Média de Intensidade de Fluorescência. Inter.: Intermediária.  
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Tabela 1. Expressão do antígeno CD105 de acordo com características 

demográficas e clínico-laboratoriais de pacientes com LLA-cpB.  

  Total      n 

(%)     

%CD105 

 

CD105  

Negativo n 

(%)  

    

 

CD105  

Positivo n 

    

(%)  

 MIF CD105   

Baixa   Intermediária   Alta   

Idade (anos)      

1  

 0-1    

(4,76)  

  

1 (100)  

    

 0    

  

1  

  

0  

  

0  

15  

 2-10    

(71,42)  

2 (13,33)  
13 (86,66) 

   
2  7  6  

5  

 11-18    

(23,80)  

2 (40)  3 (60)    2  1  2  

 Sexo      

11  

 Feminino    

(52,38)  

  

4 (36,36)  

    

7 (63,63) 

   

  

4  

  

3  

  

4  

10  

Masculino    

(47,61)  

3 (30)  7 (70)    3  3  4  

Leucometria  

(X109/L)  

<50  

    

 13    

(61,90)  

  

4 (30,76)  

    

9 (69,23) 

   

  

4  

  

6  

  

3  

≥50  
 8    

(38,09)  
2 (25)  6 (75)    2  1  5  

DRM D33 

Negativo  

    

4 (80)  

   

  

3 (75)  

    

1 (25)    

  

3  

  

0  

  

1  
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Positivo  1 (20)    1 (100)   0    1  0  0  

DRM D78  

Negativo  

    

 4    

(57,14)  

  

1 (25)  

    

3 (75)    

  

1  

  

0  

  

3  

Positivo  
 3    

(42,85)  
1 (33,33)  

2 (66,66) 

   
1  1  1  

Recaída  

Não  

    

 19    

(90,47)  

  

4 (21,05)  

    

15 (78,94) 

   

  

4  

  

8  

  

7  

Sim  
 2    

(9,52)  
1 (50)  1 (50)    1  0  1  

Total   21     6 (28,57)  15 (71,42) 

    

         

Fonte: elaboração do autor, 2022.  

 

Avaliamos a expressão de CD105 durante o monitoramento de DRM dos 

pacientes. Para a identificação dos blastos e linfócitos maduros foi utilizada a mesma 

estratégia do diagnóstico. As hematogônias foram identificadas pela expressão 

intermediária da molécula CD45, heterogênea de CD10, alta expressão de CD38 e 

expressão de CD34 nas células mais imaturas. Os controles internos foram mantidos 

conforme descrito no diagnóstico. (Figura 3).  

  

Figura 3. Caso representativo de Doença Residual Mínima (DRM), evidenciando 

blastos leucêmicos em vermelho, hematogônias (azul) e linfócitos maduros (verde). 
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Blastos de tamanho e complexidade baixa (A), CD45 intermediário (B), duplo 

positivo para CD19 e CD105 (C) e heterogênea para CD38 (D). Células de tamanho 

e complexidade baixa (E), em F, hematogônias (azul) CD45 intermediário e linfócitos 

maduros CD45 forte (verde). Hematogônias possuem expressão forte de CD38, e 

positividade para CD105, diferente dos linfócitos maduros, que é duplo negativo para 

ambos os marcadores (G). Em H, população de hematogônias em azul e linfócitos 

maduros B em verde.  

 

Comparamos a expressão de CD105 nas populações celulares encontradas 

nas amostras de DRM (Figura 4). Entre as hematogônias de pacientes DRM-, 

observamos um maior percentual e maior MIF na expressão de CD105, em relação 

aos blastos e hemagonônias de pacientes DRM+, no entanto, tais aumentos não 

representam diferenças estatísticas em relação às outras duas populações citadas. 

Já entre os linfócitos B maduros, confirmamos a expressão negativa (abaixo de 

20%) e MIF de baixa a intensidade negativa.  

  

Figura 4. A) Média e desvio padrão da expressão de CD105 nas populações de 

células em DRM D78. B) Média e devio padrão do MIF da expressão do CD105 nas 

populações em DRM D78.   

 

Em um dos pacientes (paciente 1), foi possível avaliar a expressão de CD105 

desde o diagnóstico até a recidiva (Figura 5). Observou-se que os blastos 

leucêmicos estiveram presentes em todas as avaliações tendo um aumento 

significativo da expressão do CD105 na recidiva. As hematogônias foram 
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encontradas apenas em D78, sendo a maior expressão do CD105 na análise. Os 

linfócitos maduros apresentaram uma variação da expressão de CD105, com média 

de 1,63%. A partir do MIF as amostras foram estratificadas em baixa expressão (D, 

D15, D33), intermediária (D78) e alta expressão (R). (Figura 5).   

  

  

Figura 5. Caso representativo (paciente 1), avaliando a expressão e MIF do CD105 

do seu diagnóstico à recidiva dentro das populações de blastos leucêmicos, 

hematogônias e linfócitos maduros. A) Expressão do CD105 nos blastos leucêmicos. 

B) Expressão do CD105 em hematogônias. C) Expressão do CD105 nos linfócitos 

maduros. D) Valores de MIF de CD105 nos blastos leucêmicos. E) Valores de MIF 

de CD105 em hematogônias. F) Valores de MIF de CD105 nos linfócitos maduros.  

MIF: Média de Intensidade de Fluorescência.  

 

 

DISCUSSÃO  

 

Novos alvos terapêuticos para LLA são urgentemente necessários e 

continuam sendo um desafio clínico (INABA et al., 2013). Embora progressos 

significativos tenham sido feitos na última década para o tratamento da LLA, em 

pacientes com LLA refratária ou recidivante, a quimioterapia de segunda linha 

mostrou um efeito ruim, raramente resultando em sobrevivência a longo prazo 

(ELKHOLY et al., 2021; DIAS et al., 2016). Assim, há uma necessidade crítica de 

novas opções terapêuticas, onde a imunoterapia, em especial com o uso de 
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anticorpos monoclonais, mostra resultados promissores com efeitos terapêuticos 

significativos e baixa toxicidade (FARHADFAR; LITZOW, 2016).  

O CD105 ou endoglina é um receptor do TGF-β tipo I e III, uma citocina 

pleiotrópica que rege a proliferação, diferenciação, migração e adesão celular. A 

endoglina é considerada um poderoso marcador da angiogênese e um potencial ator 

essencial na patogênese de doenças vasculares e na progressão tumoral 

(FONSATTI et al., 2001).  CD105 é um alvo promissor, com potencial terapêutico 

para pacientes com tumores sólidos e outras doenças neoplásicas, que apresentam 

aumento da angiogênese (CHAKHACHIRO et al., 2013). Dourado et al. (2017), 

estudaram o uso de anticorpo monoclonal TRC105, específico para endoglina, em 

modelo de xenotransplante para o estabelecimento de leucemia aguda. Observaram 

que o anticorpo é capaz de inibir o desenvolvimento de leucemia a partir de blastos 

primários de LMA, além de inibirem a progressão da leucemia após o 

estabelecimento da doença, mas em LLA-cpB TRC105 sozinho foi ineficaz devido à 

presença de CD105 solúvel. No entanto, tanto em LLA quanto em LMA, TRC105 

combinado com quimioterapia padrão, potencializou a inibição da progressão da 

doença, indicando que TRC105 pode representar uma nova opção terapêutica. 

Assim, a análise da expressão de CD105 pode ser de grande valia não só para 

avaliar o prognóstico, mas também a aplicação de terapia direcionada às leucemias 

agudas.  

Nos estudos de Elkholy et al. (2021) a análise multivariada mostrou que a 

positividade de CD105 é um fator independente que está associado a um resultado 

desfavorável para terapia de indução, onde a maior taxa de falha de indução foi nos 

pacientes positivos para o CD105. Isso destaca a importância de CD105 como 

marcador prognóstico em LLA-cpB. Isso é comparável ao que Kauer et al. (2019) 

encontraram em seu estudo de CD105 em Leucemia Mieloide Aguda (LMA), onde foi 

observada uma correlação entre a expressão de CD105 e com resultados 

desfavoráveis e falhas de resposta à quimioterapia. Neste trabalho é recomendado o 

uso da expressão de CD105 como marcador prognóstico na LMA, o que poderia 

ajudar a otimizar o acompanhamento e as decisões de tratamento para esses 

pacientes. Os autores sugerem que o resultado desfavorável observado em 

pacientes com LMA CD105 positivos está relacionado à participação da molécula na 

desregulação das vias de sinalização dependentes de TGF-β e independentes de 
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TGF-β, levando a um aumento na angiogênese, o que dá uma maior chance para 

sobrevivência de células malignas, com o aumento do risco de doença residual 

mensurável positiva.   

Por mais que se saiba da expressão do CD105 nas leucemias, ainda é 

preciso melhorar os dados sobre a sua relação com o prognóstico (KAUER et al., 

2019). Em nosso trabalho foi mostrada a expressão positiva de CD105 em 73,33% 

dos casos diagnosticados com LLA-cpB. Este resultado é um pouco mais elevado do 

que o apresentado por Cosimato et al. (2018), que relataram expressão positiva de 

CD105 em 68,4% dos casos de LLA-cpB e do que Elkholy et al. (2021), com 41,2% 

dos casos positivos. A expressão de CD105 nas hematogônias, tanto em pacientes 

com DRM positiva quanto negativa, mostra que a molécula pode estar relacionada 

ao processo de diferenciação normal de células B, o que não foi ainda mostrada na 

literatura. Tal avaliação traz ainda a possibilidade de uso da molécula na 

identificação de blastos leucêmicos como durante avaliação de DRM. Esses dados 

são ainda bastante iniciais, mas trazem dados novos e que podem contribuir tanto 

no diagnóstico e prognóstico das LLA-cpB, assim como no processo de 

diferenciação normal de precursores B.   

Nosso estudo contribui com os conhecimentos sobre a expressão de CD105 

em pacientes pediátricos com LLA-cpB, e amplia a discussão de sua utilização como 

marcador de DRM. O aumento do número de pacientes avaliados é uma importante 

perspectiva do estudo, de forma a ser possível avaliar a correlação da expressão da 

molécula com o prognóstico, e ter resultados mais contundentes da sua expressão 

na curva maturativa de linfócitos B.  

 

CONSIDERAÇÕES FINAIS   

 

De acordo com dados da literatura, e resultados observados em nosso trabalho, a 

molécula CD105 pode ser considerada um potencial marcador para o prognóstico de 

pacientes pediátricos com LLA-cpB, pode estar relacionada à maturação de células 

B, favorecendo uma otimização nas tomadas de decisões de tratamento para 

pacientes diagnosticados com LLA-cpB.  
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5. CAPÍTULO 3 – Artigo Científico 2.  

 

EXPRESSÃO DE CD105 (ENDOGLINA) EM PRECURSORES LINFOIDES 

NORMAIS E EM BLASTOS NEOPLASICOS NA LEUCEMIA LINFOBLÁSTICA 

AGUDA B NA INFÂNCIA 

 

Geraldo P Sampaio, Chaislan Igor da S Nascimento, Yasmim Cristina Ferreira de Almeida, , 

Keina Maciele Campos Dourado , Soraya Castro Trindade,  Eugênia Terra Granado Pina, 

Roberto José Meyer 

 
 

Resumo: A Leucemia Linfoblástica Aguda (LLA) é o câncer mais frequente na infância e na 

adolescência, caracterizada pela proliferação clonal maligna de blastos leucêmicos acima de 

20% na medula e/ou sangue periférico. No Brasil, estima-se que para câncer infantojuvenil, a 

maior parte corresponde ao sexo masculino, predominantemente LLA. O uso da citometria de 

fluxo, em conjunto com a análise morfológica, é fundamental para o diagnóstico e 

acompanhamento de tais enfermidades. A molécula endoglina é um co-receptor da família do 

TGF-β que desempenha um papel crucial na regulação da angiogênese. Apesar de ser mais 

conhecida por sua expressão em células endoteliais, a endoglina também é expressa nas 

células-tronco hematopoiéticas (CTH) e recentemente tem sido sugerida como marcador de 

mau prognóstico para pacientes pediátricos com LLA de células precursoras B (LLA-cpB). 

Neste contexto, o presente trabalho avaliou a expressão do CD105 em precursores normais de 

células B, também denominadas de hematogônias, em blastos leucêmicos de pacientes 

pediátricos com LLA-B e Linfócito Maduros B. O estudo foi realizado em amostras de 

pacientes onco-pediátricos do Hospital Aristides Maltez, utilizando painéis pré-definidos para 

a análise da expressão do CD105. A aquisição dos eventos foi realizada no citômetro de fluxo 

BD FACSCalibur e as análises realizadas no software Infinicyt. As amostras dos pacientes, 

foram analisadas quanto à presença ou ausência da expressão antigênica de cada marcador. O 

CD105, ao diagnóstico, foi expresso em 48/58 (82,75%) paciente e  apresentou obteve uma 

média de expressão do MIF de 61,13 no total de blastos dos pacientes com LLA-cpB, tendo a 

maior expressão nos blastos leucêmicos. A mediano do MIF foi maior nas hematogônias 

quando comparado com as outras populações. CD105 pode, ser considerado um potencial 

marcador prognóstico para detecção de resposta à terapia de indução na infância LLA-B, 

servir para otimizar as decisões para tratamento e estar relacionado em outros processos 

biológicos.  

Palavras-chave: Leucemia Linfoblástica Aguda B, pediátrico, CD105, imunofenotipagem. 
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CD105 (ENDOGLIN) EXPRESSION IN NORMAL LYMPHOID PRECURSORS AND 

NEOPLASTIC BLASTS IN CHILDHOOD B-ACUTE LYMPHOBLASTIC 

LEUKEMIA 

Abstract: Acute Lymphoblastic Leukemia (ALL) is the most frequent cancer in childhood 

and adolescence, characterized by malignant clonal proliferation of leukemic blasts above 

20% in the marrow and/or peripheral blood. In Brazil, it is estimated that for childhood 

cancer, most correspond to males, predominantly ALL. The use of flow cytometry, in 

conjunction with morphological analysis, is essential for the diagnosis and follow-up of such 

diseases. The endoglin molecule is a co-receptor of the TGF-β family that plays a crucial role 

in the regulation of angiogenesis. Although best known for its expression in endothelial cells, 

endoglin is also expressed in hematopoietic stem cells (HSC) and has recently been suggested 

as a marker of poor prognosis for pediatric patients with B-precursor cell ALL (CpB-ALL). In 

this context, the present study evaluated the expression of CD105 in normal precursors of B 

cells, also called hematogonia, in leukemic blasts from pediatric patients with ALL-B and 

Mature B lymphocytes. Hospital Aristides Maltez, using predefined panels for the analysis of 

CD105 expression. Events were acquired using a BD FACSCalibur flow cytometer and 

analyzes were performed using Infinicyt software. Patient samples were analyzed for the 

presence or absence of antigenic expression of each marker. CD105, at diagnosis, was 

expressed in 48/58 (82.75%) and obtained an average expression of 61.13% of patients with 

ALL-cpB, with the highest expression in leukemic blasts. The MIF was higher in 

hematogonia when compared to the other populations. CD105 may be considered a potential 

prognostic marker for detecting response to childhood ALL-B induction therapy, serve to 

optimize treatment decisions, and be related to other biological processes. 

Keywords: Acute Lymphoblastic Leukemia B, pediatric, CD105, immunophenotyping. 
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1 INTRODUÇÃO  

A Leucemia Linfoblástica Aguda (LLA) é o câncer mais frequente na infância e na 

adolescência, caracterizada pela proliferação clonal maligna de blastos leucêmicos acima de 

20% na medula e/ou sangue periférico (STEVEN et al., 2017). No Brasil, estima-se que para 

câncer infantojuvenil, a maior parte corresponde ao sexo masculino (4.310:4.150), 

predominantemente LLA (INCA, 2020), sendo que, 85% dos casos de LLA são derivados de 

linhagens de células B e 15% de linhagens de células T (PUI CH et al, 2008).  

Cerca de 90% das LLA têm alteração de cariótipo ao diagnóstico, e diferentes fatores 

podem estar diretamente associados à sua etiologia, incluindo fatores genéticos, imunológicos 

e ambientais (WIEMELS, 2012). A FAB classificava as LLA pela morfologia (FAB L1, L2 

ou L3), porém uma vez que a imunofenotipagem se mostrou mais útil na determinação do 

grau de diferenciação ou maturação da célula leucêmica, a classificação da OMS divide-as em 

neoplasias de precursor B ou T. O uso da citometria de fluxo, em conjunto com a análise 

morfológica, é fundamental para o diagnóstico e acompanhamento de tais enfermidades. 

Protocolos quimioterápicos podem levar à remissão da leucemia, mas eventos refratários e 

recidivas da patologia podem ocorrer, sendo assim, a identificação de novos marcadores 

prognósticos não apenas ajudará a aumentar a precisão da estratificação de risco dos 

pacientes, mas também minimizará as chances de recaída, otimizando a terapia nos estágios 

iniciais do tratamento (RASHED et al., 2019). 

A molécula endoglina (ENG, CD105) é um co-receptor acessório para TGF-β uma 

citocina pleiotrópica que rege a proliferação, diferenciação, migração e adesão celular, sendo 

fundamental na angiogênese (COSIMATO et al, 2018). Endoglina é, portanto, sugerido como 

um marcador de angiogênese relacionada ao tumor e neovascularização. Os seus papéis no 

prognóstico, diagnóstico e o tratamento de neoplasias tem sido alvo de estudos (WIKSTROM 

P et al. 2002; WANG JM et al. 1994). Apesar de ser mais conhecida por sua expressão em 

células endoteliais, a endoglina também é encontrada expressa nas células-tronco 

hematopoiéticas (HSC) de todos os sítios hematopoiéticos, incluindo a medula óssea (PRONK 

et al. 2007; CHEN et al. 2005), onde é descrita como um marcador para HSC de longo prazo 

(CHENG et al. 2005; ROQUES et al. 2012). Um estudo baseado em análises de 

imunohistoquímica, encontrou endoglina altamente expressa na medula de pacientes com 

LMA (CHAKHACHIRO et al. 2013) e um estudo de expressão gênica identificou endoglina 

associada a pior prognóstico em crianças com LLA (CATCHPOOLE et al. 2007). Em 2017, 
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um estudo utilizando modelo de xenotransplante mostrou que os blastos positivos para 

endoglina (CD105) obtidos de pacientes com leucemia, apresentam maior capacidade 

leucemogênica do que blastos CD105 negativos. Outro trabalho muito recente sugere CD105 

como marcador de mau prognóstico para pacientes pediátricos com LLA de células 

precursoras B (LLA-cpB) (ELKHOLY ET AL, 2021). Neste contexto, o presente trabalho 

avaliou a expressão do CD105 em precursores normais de células B, também denominadas de 

hematogônias, em blastos leucêmicos de pacientes pediátricos com LLA-B e Linfócito 

Maduros B.  

2 MATERIAIS E MÉTODOS  

2.1 Pacientes e amostras 

Neste estudo foram incluídos 58 pacientes diagnosticados com LLA-cpB, 9 pacientes 

controle , avaliados para o diagnostico diferencial de doença oncohematologica, 

caracterizados como negativos  com idade entre 0 e 18 anos, totalizando  em 67  amostras  

recebidas entre janeiro de 2016 a dezembro de 2021 no serviço de imunofenotipagem do 

Laboratório de Análises Clínicas do Hospital Aristides Maltez (HAM)/ Liga Bahiana Contra o 

Câncer  oriundos dos serviços de oncopediatria do Hospital Martagão Gesteira, Hospital 

Aristides Maltez e da Santa Casa da Misericórdia de Itabuna.  

Os pacientes selecionados foram diagnosticados através do que é preconizado pela 

Organização Mundial da Saúde (ARBER et al., 2016; WHO, 2017). O critério de diagnóstico 

foi baseado na apresentação clínica, hemograma completo, esfregaços morfológicos e 

imunofenotipagem de medula óssea (MO) e/ou sangue periférico (SP). Foi considerado 

leucemia aguda a presença de 20% ou mais de blastos na medula óssea ou no sangue 

periférico, avaliados através de esfregaços morfológicos. Dos participantes deste estudo foram 

obtidos dados demográficos e laboratoriais, como: idade, sexo, naturalidade, tipo de amostra 

utilizada no diagnóstico, percentual de blastos leucêmicos, leucometria, idade do início do 

tratamento. 

2.2 Imunofenotipagem 

A análise de imunofenotipagem foi feita em amostras de MO e SP coletadas em tubos 

contendo EDTA. A LLA-cpB foi diagnosticada usando o painel de leucemia aguda, utilizado 

na rotina do laboratório, que incluiu as seguintes combinações de marcadores de superfície: 
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HLA-DR/CD117/CD34/CD45, CD45/CD10/CD20/CD19, CD2/CD13/CD45/CD11b, 

CD7/CD33/CD45/CD123, CD64/CD14/CD45/CD300e, CD8/CD4/CD3/CD45, 

CD36/CD105/CD34/CD45, CD15/CD16/CD45/CD10, CD9/CD56/CD45/CD38, e o tubo 

contendo marcadores intracitoplasmáticos (cit) MPOcit/CD79acit/CD3cit/CD45. Para 

avaliação de DRM foi utilizado o painel com as seguintes combinações de marcadores de 

superfície: CD38/CD34/CD45/CD19, CD38/CD13+CD33/CD45/CD19, 

CD81/CD20/CD45/CD19, CD45/CD10/CD20/CD19, CD38/CD66c/CD45/CD19, 

CD38/CD73+CD304/CD45/CD19 e CD38/CD105/CD45/CD19. Amostras de MO (10X10^5 / 

Leucograma) ou SP (50 µL), foram marcadas com os anticorpos para moléculas de superfície 

referidos acima, e incubadas por 15 minutos (min) em temperatura ambiente (TA), em 

ambiente escuro. Em seguida, 500 µL de FACS Lysing Solution® (BD Biosciences, CA, 

EUA) previamente diluído 1:10 em água destilada, foram adicionados às amostras que foram 

então incubadas por 15 min em TA, no escuro. As células foram lavadas em solução 

fisiológica de cloreto de sódio 0,9%, e o sedimento foi suspenso na mesma solução.  Nas 

marcações intracitoplasmáticas, após transcorrer o período de incubação do anticorpo de 

superfície, foi utilizado 50µL da solução de fixação (kit de fixação e permeabilização - FIX & 

PERM; Nordic Mubio), acondicionando as amostras em TA, no escuro, por 10 min. As 

células foram então lavadas em solução fisiológica de cloreto de sódio 0,9%, e após 

adicionados 50µL da solução de permeabilização (kit de fixação e permeabilização - FIX & 

PERM; Nordic Mubio) ao sedimento, junto com os anticorpos para moléculas 

intracitoplasmáticas e incubação por 15 min, em TA, no escuro. As células foram então 

lavadas em solução fisiológica de cloreto de sódio 0,9%, e o sedimento suspenso na mesma 

solução, seguindo-se aquisição das amostras. Pelo menos 30.000 eventos para diagnóstico e 

500.000 eventos para DRM por tubo foram adquiridos no citômetro de fluxo de 4 cores BD 

FACSCalibur (BD Biosciences, CA, EUA) e analisados usando o software Infinicyt™ 9 1.8 

(Cytognos, 10 Salamanca, Espanha). A compensação dos diferentes fluorocromos foi 

previamente realizada, utilizando amostras de SP de pacientes não leucêmicos.  

As populações de blastos leucêmicos, hematogônias e linfócitos maduros foram 

identificadas com base na expressão da molécula CD45 versus características de 

granulosidade interna (CD45 X SSC), além de CD45 X CD19, SSC X CD38 em conjunto 

com a expressão de outras moléculas. Marcadores foram considerados positivos em uma 

população celular, quando pelo menos 20% das células apresentaram sua expressão. Para 

avaliação da expressão da molécula CD105, utilizou-se a porcentagem de células marcadas e 
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a média da intensidade de fluorescência (MIF). Como controle negativo para CD105, foi 

utilizada a população de linfócitos B maduros na mesma amostra, e como controle positivo a 

expressão em células vermelhas. 

2.3. Análises estatísticas 

Os dados foram analisados usando o pacote de software GraphPad Prism version 9.0 e 

SPSS estatitiscas versão 24.  As amostras dos pacientes incluídos no estudo, com diagnóstico 

de LLA-cpB, avaliados ao diagnóstico foram analisadas individualmente quanto à presença 

ou ausência da expressão antigênica de cada marcador utilizado na citometria de fluxo. 

Inicialmente, foi realizada a avaliação exploratória e descritiva dos dados, buscando 

identificar diferenças em subgrupos de pacientes de acordo com informações como idade, 

sexo, leucometria, faixa etária. Foi realizado análise ANOVA com teste Post Hoc de Games-

Howell. 

2.4 Considerações éticas 

Este projeto possui aprovação do Comitê de Ética em Pesquisa sob o número CAAE 

03826318.2.0000.5662 ICS/UFBA. Os pacientes foram incluídos no estudo após assinatura 

do termo de consentimento por seus responsáveis legais. 

3 RESULTADOS 

Este estudo foi conduzido avaliando 58 crianças diagnosticadas com LLA-cpB, sendo 

30 meninas (51,72%) e 28 meninos (48,27%), com idades variando de 0 a 18 anos com um 

valor mediano 4 anos (Tabela 1). Foram avaliadas 58 amostras ao diagnóstico e 9 amostras 

de  controle . 
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Tabela 1. Expressão do antígeno CD105 de acordo com características demográficas de 

pacientes com LLA-cpB. 

 Total  %CD105  MIF CD105 

  n (%)   
CD105 

Negativo 
n (%) 

CD105 
Positivo 

n (%) 
  Baixa  Intermediária  Alta  

Idade (anos)         

0≥2 
10 

(17,24) 
 1 

(10) 
9 

(90) 
 6 3 0 

2≥10 
39 

(67,24) 
 8 

(20,51) 
31 

(79,48) 
 17 9 5 

10 - 18 
9 

(15,51) 
 1 

(11,11) 
8 

(88,88) 
 7 1 0 

Sexo         

Masculino 
28 

(48,27) 
 6 

(21,42) 
22 

(78,57) 
 15 5 2 

Feminino 
30 

(51,72) 
 4 

(13,33) 
26 

(86,66) 
 15 8 3 

Leucometria 
(X109/L) 

        

<50 
26 

(63,41) 
 5 

(19,23) 
21 

(80,76) 
 19 2 0 

≥50 
15 

(36,58) 
 5 

(33,33) 
10 

(66,66) 
 8 2 0 

Total 
58 

(100) 
  

10 
(17,25) 

48 
(82,75) 

 
30 

62,5% 
13 

27,08% 

5 
10,41% 

 

Média MIF  60,81  14,01 70,56  - - - 

Mediana 
MIF 

40,01  15,75 44,99  - - - 

     Fonte: elaboração do autor, 2023. 

Ao diagnóstico foi observada nos blastos leucêmicos uma média de 60,81  e mediana 

de 40,01  de MIF. Quanto aos resultados da imunofenotipagem, o CD19 foi expresso em 

todos os casos 58/58 (100%) de LLA-cpB. Ao diagnóstico, CD105 foi detectada em 48/58 

(82,75%) pacientes, e teve uma variação de expressão de 20% – 96%.  Em relação ao valor de 

MIF no grupo CD105+_, observamos uma média de 70,56 e mediana de 44,99 do MIF.  Os 

pacientes que tiveram valores considerados negativos 10/48 (17,25%) observamos uma média 

do MIF de 14,01 e mediana de 15,75.   Já no controles (Tabela 2.) foi observado uma média 

de 13,11% e mediana de 13% de células precursoras B, que evidenciaram a presença do 

CD105 juntamente com a população de células precursoras da linhagem   linfoide B 

denominadas de hematogônias CD34+ onde foi detectada  9/9 (100%) pacientes, e teve uma 
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variação de expressão de 3,97% – 29,16% dentro desta população.  Em relação ao valor de 

MIF do CD105, observamos uma média de 44,56 e mediana de 45,6 (Tabela 2). 

Tabela 2. Expressão do antígeno CD105 de acordo com as características demográficas e 

laboratoriais dos controles. 

 

            Fonte: elaboração do autor, 2023. 

 

Na figura 1 é mostrado um caso representativo de paciente leucêmico, onde são 

identificadas as populações presentes na amostra, e a expressão de CD105. As células 

blásticas LLA-cpB foram identificadas por expressão intermediária CD45, positiva de CD19, 

além de CD10 e/ou CD79a, e foi observada a presença de alterações imunofenotípicas em 

outros marcadores. Como controle negativo interno para marcação de CD105, foram 

utilizados linfócitos B maduros presentes em cada amostra, identificados pela alta expressão 

do CD45, expressão positiva para CD19 e negativa para CD38. Enquanto como controle 

positivo interno para CD105, foi utilizada a população eritroide, identificada por ser CD45 

negativa e CD36 positiva.  

                           

  Idade (anos)  Sexo  Leucometria  
Total 

 Média 

MIF 

 Mediana 

MIF   0≥2 2≥10 10--18   Masculino Feminino   <50 ≥50       

n 

(%) 

4 

(44,44) 

3 

(33,33) 

2 

(22,22) 
  

5      

(55,55) 

4    

(44,44)   
3 

(33,33) 

6 

(66,66)   

9 

(100)   
44,56   45,6 
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Figura 1. Caso representativo de diagnóstico e controles internos. Em A, as populações são separadas pelo 

granulosidade e fluorescencia evidencianco a população de células doentes e linfócitos maduros presentes no 

material (SSC x CD19). Em B, através do CD45 x SSC, é possível observar as populações de  blastos (vermelho) 

e linfócitos maduros (verde e laranja). Por meio do dot plot C Em B, através do CD45 x SSC, é possível observar 

total celular e as  populações de granulócitos (roxo), blastos (vermelho) e linfócitos maduros (verde e laranja). 

Dot Plot de CD34 versus CD105, demosntranda a presença parcial de CD34 e expressão do CD105 (D). 

Segundo caso representativo  mostrado em E,F e G. Em E, as populações são separadas pelo granulosidade e 

fluorescência evidenciando a população de células doentes e linfócitos maduros presentes no material e p total 

celular (SSC x CD19). Em A, as populações são separadas pelo granulosidade e fluorescência evidencianco a 

população de células doentes e linfócitos maduros presentes no material (SSC x CD19). Os dot plots F e G, 

representam positividades das células blasticas em vermelho para o CD105 e CD10, respectivamente.   
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Figura 2. A) Mediana e intervalo interquartil da porcentagem de expressão de CD105 nos blastos leucêmicos de 

pacientes ao diagnóstico. B) Distribuição de frequência dos valores de MIF de CD105 nos blastos leucêmicos de 

pacientes ao diagnóstico. MIF: Média de Intensidade de Fluorescência. Inter.: Intermediária. C) Média e 

intervalo interquartil dos valores de MIF de CD105 nos blastos leucêmicos positivos e negativos paro o CD105 

de pacientes ao diagnóstico. D) Mediana e intervalo interquartil dos valores de MIF de CD105 nos blastos, 

hematogônias e linfócitos maduros. E) Média e intervalo interquartil dos valores de MIF de CD105 nos blastos, 

hematogônias e linfócitos maduros. 

 

Avaliamos também a expressão de CD105 nos indivíduos controles, nas hematogônias 

e linfócitos maduros desses indivíduos. Para a identificação de hematogônias e linfócitos 

maduros foi utilizada a mesma estratégia do diagnóstico. Nos casos controles identificamos as 

hematogônias pela presença do CD19 e expressão intermediária da molécula CD45, 

heterogênea de CD10, alta expressão de CD38 e expressão de CD34 nas células mais 

imaturas. Os controles internos foram mantidos conforme descrito no diagnóstico. (Figura 3). 
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Figura 3. Amostra de individuo controle representado pelo de perfil de hematogônias (azul) e linfócitos maduros 

(verde). Hematogonias apresentando  complexidade baixa e CD10 (SSC X CD10) (A), CD19 presente em 

diversas fases maturativas das células B precursoras e maduras (B), duplo positivo para CD105 e CD34 

evidenciando a presença do CD105 em fase inicial das hematogonias (C) e positividade do CD105 com baixa 

complexidade associada aos percussores B (D).  

Como observado na figura 2 D comparamos a mediana  MIF do CD105 nas diferentes  

populações celulares encontramos diferença estatística significante entre  a população de 

linfócitos maduros em relação as hematogônias e blastos leucêmicos (p 0.05), contudo quando 

comparamos a mediana de MIF do CD105  nas populações de células precursoras B e células 

blasticas B, tais diferenças  não representam diferenças estatísticas . Já entre os linfócitos B 

maduros, confirmamos a expressão negativa (abaixo de 20%) e MIF  de baixa expressão. 
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Figura 4. A) Média e desvio padrão da expressão de CD105 nas populações blastos . B) Média e devio padrão do 

MIF da expressão do CD10, CD34 e CD105 nas populações de blastos.  

Contudo, quando comparamos dentro do grupo de pacientes com LLA a expressão de 

CD105 em relação ao MIF (Tabela 1.) foi estratificada em baixa (20≥60), intermediária 

(60≥140) e alta (140-300). Sendo observados 10,41% dos casos com alta expressão, 27,08% 

com expressão intermediária e 62,5 % com baixa expressão (p 0.05). 

 

4 DISCUSSÃO 

A leucemia linfoblástica aguda de células B (B-ALL) é o câncer pediátrico mais 

comum. Embora a taxa de cura realmente exceda 85%, o prognóstico dos pacientes 

recidivantes/refratários é sombrio. Dados recentes da literatura indicam que o microambiente 

da medula óssea (MO) pode desempenhar um papel crucial no início, manutenção e 

progressão da doença (FALLATI, A.; et al 2022). 

O microambiente hematopoiético é composto por várias células e moléculas que 

regulam a hematopoiese. A disfunção nesse microambiente pode levar ao desenvolvimento de 

distúrbios hematológicos, como a LLA B. Estudos (MEURER SK, WEISKIRCHEN R; 2020) 
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recentes mostraram que a endoglina CD105, uma proteína de membrana expressa em células 

estromais, está envolvida na regulação do microambiente hematopoiético e pode desempenhar 

um papel na progressão da LLA B. Nos últimos anos, antecipou-se que a expressão/função da 

endoglina não se restringe aos precursores endoteliais. Especialmente sua expressão 

diferencial durante a hematopoiese defende um papel desse receptor no desenvolvimento de 

linhagens celulares individuais. Isso abre caminho para uma melhor compreensão da 

hematopoiese em geral, usando o CD105 como um marcador para purificar e analisar os 

estágios individuais das células de desenvolvimento durante a hematopoiese. Além disso, 

pode ser usado como marcador para identificar diferentes tipos de leucemia a partir da 

ocorrência de células precursoras no sangue periférico (MEURER SK, WEISKIRCHEN R; 

2020). 

A interação entre as células da LLA B e as células estromais no microambiente 

hematopoiético é crítica para a sobrevivência e proliferação das células leucêmicas. Estudos 

in vitro e in vivo mostraram que a expressão de endoglina CD105 em células estromais está 

aumentada na LLA B e pode promover a sobrevivência das células leucêmicas por meio da 

ativação da via de sinalização do TGF-β . O fator transformador de crescimento β (TGFβ) é 

um dos mais importantes reguladores da hematopoiese e tem papel fundamental na regulação 

do equilíbrio entre proliferação e diferenciação nas células hematopoiéticas (TIMMINS, 

M.A.; RINGSHAUSEN, I.; 2022). Alterações na via do TGFβ são frequentemente 

encontradas na leucemia, embora a interrupção do TGFβ não seja suficiente para iniciar a 

transformação maligna. No entanto, a perda da sinalização de TGFβ por meio da inativação 

mutacional de componentes da via de sinalização ou pela modulação negativa de sua 

expressão pode ser um segundo golpe crítico que contribui para a manifestação da doença 

(KIM, S.J.; & LETTERIO, J.; 2003) 

Estudos recentes (FALLATI, A.; et al 2022), mostraram que as células leucêmicas e as 

células estromais na LLA B liberam EVs que contêm proteínas e RNAs que podem afetar a 

sobrevivência, proliferação e quimiorresistência das células leucêmicas. Além disso, foi 

demonstrado que as EVs podem afetar a função das células estromais no microambiente 

hematopoiético, aumentando a expressão da endoglina CD105 e afetando a via de sinalização 

do TGF-β favorecendo assim o ambiente tumoral. 

Nos estudos de Elkholy et al. (2021) a análise multivariada mostrou que a positividade 

de CD105 é um fator independente que está associado a um resultado desfavorável para 
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terapia de indução, onde a maior taxa de falha de indução foi nos pacientes positivos para o 

CD105. Isso destaca a importância de CD105 como marcador prognóstico em LLA-cpB. Isso 

é comparável ao que Kauer et al. (2019) encontraram em seu estudo de CD105 em Leucemia 

Mieloide Aguda (LMA), onde foi observada uma correlação entre a expressão de CD105 e 

com resultados desfavoráveis e falhas de resposta à quimioterapia. Neste trabalho é 

recomendado o uso da expressão de CD105 como marcador prognóstico na LMA, o que 

poderia ajudar a otimizar o acompanhamento e as decisões de tratamento para esses pacientes. 

Os autores sugerem que o resultado desfavorável observado em pacientes com LMA CD105 

positivos está relacionado à participação da molécula na desregulação das vias de sinalização 

dependentes de TGF-β e independentes de TGF-β , levando a um aumento na angiogênese, o 

que dá uma maior chance para sobrevivência de células malignas, com o aumento do risco de 

doença residual mensurável positiva.  

Por mais que se saiba da expressão do CD105 nas leucemias, ainda é preciso melhorar 

os dados sobre a sua relação com o prognóstico (KAUER et al., 2019). Em nosso trabalho foi 

mostrada a expressão positiva de CD105 em 82,75% dos casos diagnosticados com LLA-cpB. 

Esse resultado é um pouco mais elevado do que o apresentado por Cosimato et al. (2018), que 

relataram expressão positiva de CD105 em 68,4% dos casos de LLA-cpB e do que Elkholy et 

al. (2021), com 41,2% dos casos positivos.  

 A expressão de CD105 nas hematogônias, esteve presente em fase maturativa mais 

inicial das hematogônias juntamente com o CD34, onde evidenciamos a presença do CD105 

em torno de de 13,11% com variação de expressão de 3,97% – 29,16% nas células precusoras 

B denominadas de hematogonias.  Em relação ao valor de MIF do CD105, observamos uma 

média de 44,56 e mediana de 45,6 nestas células. O que demonstra que a molécula pode estar 

relacionada ao processo de diferenciação normal de células B, o que não foi ainda mostrada 

na literatura.  

Tal avaliação traz ainda a possibilidade de uso da molécula na identificação de blastos 

leucêmicos  durante avaliação de DRM. Dentro dos casos de LLA -cB ao diagnóstico, CD105 

foi detectada em 48/58 (82,75%) pacientes, e teve uma variação de expressão de 20% – 96%.  

Em relação ao valor de MIF, observamos uma média de 70,56 e mediana de 44,99.  Os 

pacientes que tiveram valores considerados negativos 10/48 (17,25%) observamos uma média 

de 14,01 e mediana de 15,75. A ausência de molécula também não deve ser deixada de lado, 

pois além de servir como marcador aberrantes na avalição das DRM diferenciando por 
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exemplo precursores normais que expressam CD19+/CD34+/CD105+ de células blasticas 

aberrantes CD19+/CD34+/CD105- auxiliando no monitoramento e seguimento clínico do 

paciente durante a quimioterapia. Esta relação pode se dar também pela ausência do CD34 e 

presença do CD105 como ferramenta muito útil no diagnóstico e DRM.  Esses dados são 

ainda bastante iniciais, mas trazem novas informações, que podem contribuir tanto no 

diagnóstico e prognóstico das LLA-cpB, assim como no processo de diferenciação normal de 

precursores B.  Além das diferenças entre MIF do CD105, apresentam diferença significante 

quando comparamos com o MIF de linfócitos maduros (p<0,05), também houve diferença 

significativa entre a intensidade de expressão desta molécula entre as células doentes 

permitindo assim correlacionar a expressão com baixa, média e a alta. Desta forma, podendo 

ser outro fator observacional na hora de uma avalição para DRM.   

Nosso estudo contribui com os conhecimentos sobre a expressão de CD105 em 

pacientes pediátricos com LLA-cpB, e amplia a discussão de sua utilização como marcador de 

DRM. O aumento do número de pacientes avaliados é um importante perspectiva do estudo, 

de forma a ser possível avaliar a correlação da expressão da molécula com o prognóstico, e ter 

resultados mais contundentes da sua expressão na curva maturativa de linfócitos B. 

 5 CONSIDERAÇÕES FINAIS  

Os resultados desses estudos sugerem que a endoglina CD105 é um alvo terapêutico 

promissor na LLA-cpB e que a compreensão do papel da endoglina CD105 no microambiente 

hematopoiético pode ser útil no desenvolvimento de novas terapias. No entanto, mais 

pesquisas são necessárias para entender completamente a função da endoglina CD105 e sua 

interação com outras células e moléculas no microambiente hematopoiético na LLA B. 

Além disso, é importante destacar que a modulação da endoglina CD105 pode ter efeitos em 

outros processos biológicos, não apenas na regulação do microambiente hematopoiético. 

Portanto, é crucial avaliar cuidadosamente os efeitos potenciais de terapias direcionadas à 

endoglina CD105 em outros sistemas biológicos antes de sua aplicação clínica.  
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6. ANEXOS  COMISSÃO DE ETICA 

ANEXO A – APROVAÇÃO DO CAAE (PLATAFORMA BRASIL)  
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ANEXO B – TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO  
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ANEXO C – TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA 

MAIORES DE 7 ANOS  
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