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RESUMO

A leucemia linféide aguda (LLA) € o cancer mais comum na infancia, proveniente
da expanséo clonal de precursores linféides imaturos da linhagem B ou T. A LLA
representa cerca de 75% dos casos de leucemia em criangas com idade menor
que 15 anos e apenas 20% dos casos em adultos. Atualmente o incremento na
sobrevida da LLA em pediatria € decorrente de avancos no diagnéstico,
estabelecimento de fatores progndésticos e utilizacdo de tratamentos ajustados
aos grupos de risco. A estratificacdo de risco de recaida pode variar conforme o
protocolo de terapia, mas, em geral, constituem fatores progndésticos relevantes:
idade e contagem leucocitaria ao diagnostico, imunofenétipo, presenca de
linfoblastos no sistema nervoso central, analise citogenética de anormalidades
cromossdmicas e evidéncia de doenca residual minima (DRM) nas criangas em
remissdo clinica e morfolégica. Atualmente o melhor preditor de prognéstico na
LLA na infancia € o monitoramento da DRM. Baseado em seus resultados, é
possivel otimizar a quimioterapia, minimizando toxicidade e diminuindo risco de
recaida. Neste contexto, esse estudo teve como objetivo principal avaliar a
aplicacdo da DRM na estratificacdo de risco de recaida em criangas portadoras
de LLA B durante a terapia de indu¢cdo e comparar com critérios clinicos e
laboratorias de estratificacdo de risco de recaida. Foram incluidos pacientes de 1-
17 anos diagnosticados com LLA B de novo na fase de indugdo quimioterapica,
utilizando amostra por conveniéncia do periodo de janeiro de 2014 a janeiro de
2015. A DRM foi detectada por citometria de fluxo (CF-DRM) com base na
identificacdo de fendtipos anébmalos como marcadores de doenca residual. Os
resultados evidenciaram correlacdo entre contagem manual de blastos e CF-
DRM em amostras com mais de 5% de blastos do D8 (r= 0,54 ; p=0.0008) e D15
(r=0,91; p<0.0001). Observou-se que a pesquisa de CF-DRM em estagios
precoces do tratamento reconheceu grupos de pacientes que sofreriam re-
estratificacdo de risco mais tardiamente no protocolo GBTLI-2009. No caso dos
pacientes inicialmente alto risco os resultados sugerem que niveis de CF-DRM
21% no D8 podem identificar precocemente os pacientes que serdo re-
estratificados em respondedores lentos no D15 (p=0,0097). A pesquisa de CF-
DRM no D35 foi capaz de detectar uma parcela de pacientes com DRM positiva
(37,9%) apesar da completa remissdo morfolégica, podendo se tornar uma
alternativa em locais onde a pesquisa de PCR-DRM nao esta implantada. Esses
dados apontam a relevancia da inclusdo do resultado da pesquisa de DRM na
estratificacdo de risco durante a terapia de inducéo.

Palavras chaves: leucemia, doenca residual minima, prognostico



ABSTRACT

Acute lymphoblastic leukemia (ALL) is the most common childhood cancer,
descendant from the clonal expansion of immature lymphoid precursors from both
B or T lines. The ALL accounts for about 75% of cases of leukemia in children
younger than 15 years and only 20% of the adult cases. The current increase in
survival of ALL in children is due to advances in diagnosis, establishment of
prognostic factors and the use of treatments accoding to risk groups. The relapse
risk stratification may vary by therapy protocol, but in general, are important
prognostic factors: age and white blood cell count at diagnosis, immunophenotype,
presence of lymphoblasts in the central nervous system, cytogenetic analysis of
chromosomal abnormalities and evidence of minimal residual disease (MRD) in
children in clinical and morphological remission. Currently the best predictor of
prognosis in acute lymphoid leukemia in childhood is monitoring the MRD. Based
on their findings, it is possible to optimize chemotherapy while minimizing toxicity
and decreasing risk of relapse. In this context, this study aimed to evaluate the
MRD application in relapse risk stratification in children with B ALL during
induction therapy and compare with clinical and laboratorial criteria for relapse risk
stratification. The study included 1-17 years old patients recently diagnosed with B
ALL in chemotherapy induction phase, using a convenience sample from January
2014 to January 2015. The MRD was detected by flow cytometry (FC-MRD) based
on identifying anomalous phenotypes as residual disease markers. Results
demonstrated correlation between manual blasts count and CF-MRD samples with
more than 5% blasts D8 (r = 0.54; p = 0.0008) and D15 (r = 0.91; p <0.0001). It
was observed that the CF-MRD research in the early stages of treatment
recognized groups of patients who suffer risk of re-stratification later in GBTLI-
2009 protocol. In the case of high risk patients the results initially suggest that
levels of CF-MRD 21% in early D8 may identify patients who will be re-laminated
in slow responders at D15 (p = 0.0097). The CF-MRD search on D35 was able to
detect a portion of patients with positive MRD (37.9%) despite complete
morphological remission, and can become an alternative way for locations where
the PCR-MRD survey is not available. These data shows the importance of
including the outcome of MRD research in risk stratification during induction
therapy.

Keywords: leukemia, minimal residual disease, prognosis



LISTA DE FIGURAS

Figura 1- Representacdo esquematica da hematopoese normal ................. 04
Figura 2- Linfoblastos ao esfregago medular...............cccooociiiiiiiiiiinnennn. 05
Figura 3- Esquema terapéutico para LLA B Baixo Risco (GBTLI-2009)........ 22
Figura 4- Esquema terapéutico para LLA B Alto Risco (GBTLI-2009).......... 23
Figura 5- Representacdo esquematica da citometria de fluxo....................... 31
Figura 6- Representacao grafica da aquisicdo em citometro de fluxo........... 31
Figura 7- Fluxograma dos pacientes durante a terapia de inducéo............... 39
Figura 8- Fluxograma da contagem manual de blastos e CF-DRM.............. 41

Figura 9- Distribuicdo segundo a frequéncia da DRM no D8, D15 e D35..... 42
Figura 10- Correlacéo entre contagem manual de blastos e CF-DRM D8.... 42
Figura 11- Correlacéo entre contagem manual de blastos e CF-DRM D15.. 43

Figura 12- Correlacéo entre contagem manual de blastos e CF-DRM D35.. 43

Figura 13- Fluxograma da re-estratificacdo de risco (Baixo Risco)............... 47
Figura 14- Fluxograma da re-estratificacdo de risco (Alto Risco).................. 48
Figura 15- Fluxograma do seguimento da CF-DRM................ccccovvvvvvviiinnnnns 49

Figura 16- Comparacdao entre o resultado da CF-DRM no D8 em SP com a
estratificacdo de risco do D15 para pacientes inicialmente baixo risco (BR)

oL 0 1= To | 101 1 ol o TSP 50
Figura 17- Comparacgao entre o resultado da CF-DRM no D8 em SP com a
estratificacdo de risco do D15 para pacientes inicialmente alto risco (AR)

o Lo 0 1= To | 101 1 ol o TSROSO 50

Vi



LISTA DE TABELAS
Tabela 1- Distribuicdo segundo a frequéncia do perfil socioeconémico,
etario, cor, género, naturalidade e procedéncia das criancas portadoras de
LLA, Manaus - AM.......cooiiiiii 36
Tabela 2- Distribuicdo segundo a frequéncia das caracteristicas clinicas e
laboratoriais das criangas portadoras de LLA, Manaus - AM................... 37
Tabela 3- Distribuicdo segundo a frequéncia da estratificacdo de risco de
recaida ao diagnostico das criancas portadoras de LLA, Manaus - AM... 38
Tabela 4- Distribuicdo segundo a frequéncia do género, idade e leucocitos
em relacdo ao DRM no D8, D15 e D35 das criangas portadoras de LLA,

1Y =T P2 E AN 51

Vii



viii

LISTA DE QUADROS

Quadro 1- Classificacdo imunofenotipica daLLAB .....cccccooeviiieiiiiiiiiiiiiiinn, 06
Quadro 2- Classificagdo imunofenotipica daLLA T .....ccoceeeeiiiiiiiiiiieieee 06
Quadro 3- Classificagdo para neoplasias de precursor linféide ................... 07

Quadro 4- Estratificacdo de risco ao diagnostico da LLA B (GBTLI-2009)... 12
Quadro 5- Marcadores andmalos para LLA T.....oooooiiiiiiiiiiiiiiieeeeeee e 15
Quadro 6- Marcadores andmalos para LLA B........ooeviveviiiiiiieiiiiiee 15

Quadro 7- Estratificagéo de risco no D8, D15 e D35 da LLA B (GBTLI-



LISTA DE ABREVIATURAS

AcMo: Anticorpo Monoclonal

AM: Amazonas

APC: Aloficocianina

ARRL: Alto Risco Respondedor Lento

ARRR: Alto Risco Respondedor Rapido

BRI: Baixo Risco Intermediario

BRV: Baixo Risco Verdadeiro

CEP: Comité de Etica em Pesquisa

CD: Cluster Designation

CF: Citometria de Fluxo

CF-DRM: Doenca Residual Minima por Citometria de Fluxo
COG: Children’s Oncology Group

D8: Oitavo dia da Terapia de Inducao

D15: Décimo quinto dia da Terapia de Inducao

D35: Trigésimo quinto dia da Terapia de Inducéo

DRM: Doenca Residual Minima

EDTA: Ethylenediamine Tetraacetic Acid

FHEMOAM: Fundacgao Hospitalar de Hematologia e Hemoterapia do Amazonas
FISH: Hibridagdo Fluorescente in situ

FRALLE: French Acute Lymphoblastic Leukemia Group
FITC: Isotiocianeto de Fluorceina

GBTLI: Grupo Brasileiro de Tratamento das Leucemias Infantis
Ig: Imunoglobulinas

ISCN: Cytogenetic Nomenclature

LLA : Leucemia Linféide Aguda

LMA: Leucemia Mielbéide Aguda

MGG: May-Grunwald-Giemsa

MO: Medula Ossea

Mi: <5% de blastos na medula éssea

Mz2: 5-25% blastos na medula 6ssea

Ms: > 25% blastos na medula éssea

PCR: Reacdo em Cadeia da Polimerase

PCR-DRM: Doenca Residual Minima por Reacdo em Cadeia da Polimerase
PE: Ficoeritrina

PerCep: Proteina Clorofila Peridinina

SLE: Sobrevida Livre de Eventos

SNC: Sistema Nervoso Central

SP: Sangue Periférico

St.Jude: Jude Children Research Hospital

TCLE: Termo de Consentimento Livre Esclarecido
TPOG: Taiwan Pediatric Oncology Group

TCR: Receptores de Células T

WHO: World Health Organization



SUMARIO

L INTRODUGAO. ......ooeiieeeceeteee ettt ee ettt es st eas st e st te s eeas e e etete e steneneenens 01
1.1 Leucemia LinfOIde AQUUAA ..........uuuiiiiiiiiiiiiiiieiieieieeeee e eees e seeeeeeeeeee e e e eeeeeeeeeeeeeees 01

1.1.1 DefiniGBO0 € HISOMICO. .....cccviieieiiiiiie et 01

1.1.2 Epidemiologia € EtiOpatOgeNia........ccuvvieiiiiiiiiiiieeeeee e 02

1.1.3 Diagnostico Clinico, Laboratorial e Classificac8o.........ccccccvvveveeeveeneeennnn.. 04

1.1.4 Critérios de Estratificacdo de Risco de Recaida...........cccceevvviieiiiiieeeenns 08

R I =1 =10 1= 1 (o J TP 12
1.2 Doenca Residual MiNima..........cccccooviiiiiiiii 13

2 N = T g o= To = o 115 o] o TR P 13

1.2.2 Métodos para estudar DRM...........cccueiiiiiieiiiiiie e 14

1.2.3 Aplicabilidade na Estratificac@o de risco € Prognostico..........cc.cceevvveeenne 17

1.2.4 Aplicabilidade no PlanejamentoTerap@utico.............cccccceeeiiiinnn, 20
2 JUSTIFICATIVA oottt ettt e e e s st e e e e e s e st aeee e e e e e s annnes 24
B OBUIETIVOS. ..ottt et e e e e e e e e e e e e e e s r e e e e e e e nnran e as 25
I J00 T - | PSSR 25
T2 LS o= o] 1Tt o TP 25
4 MATERIAIS E METODOS........ciitiiteeeeeeeeeeee ettt sttt ea s ave e e anas 26
4.1 MOAEIO dE ESEUUO. ... 26
v 8 a1\ V=T =Yoo [ I =] (F o o F OO UPRPP PP 26
G B = Vo (=] (=3P 27
4.4 Coleta dos materiais DIOlOQICOS. .........couriiiiiiiiiii e 27
4.5 Processamento e analise dos materiais biolGgiCos..........ccccccvvvvvviiiiiiiiiininn, 29
4.6 ANALISE ESTALISTICA. ... . vveeeereee it e e e e e e e e 34
D RESULTADOS. ... e e e e e e e e e e e e e e e et e e e eaean 35
B DISCUSSAD ..ottt ettt ettt annees 52
7 CONCLUSOES........ooiitiieeeestetetee ettt ettt 58
8 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS......ooeeeeceeeeeee et 59
O AN X O S . e e aaaa 67
9.1Termo de consentimento livre esclareCido...........ccuuvvveeiiiiiiiiiiieeee e 68
9.2 Ficha clinica dO PACIENTE ........coiiiiiiiie e 69
9.3 Fluxograma da coleta dos materiais bioldgiCOSs .........cccccccviiiriiiiiiiiiiiiiiinns 70
9.4 Sistematizagado das etapas d0 €SUAO..........cuueiiiiieeriiiiii e 71
9.5 Protocolos de coleta dos materiais biol0giCOS...........c.eeveeiiiieriiiiiiieeiieee e, 72
9.6 Protocolos de processamento dos materiais bioldgiCos..........cccccevveeeeeiiiierennnn. 74

9.7 Procedimento operacional padréo para pesquisa de DRM.............ccccceeeeeeen. 77



1 INTRODUCAO

1.1 Leucemia Linféide Aguda

1.1.1 Definigao e Historico

A palavra leucemia tem origem grega (leukos — branco e aima — sangue) e
corresponde a um conjunto de neoplasias malignas do sistema hematopoético
que acometem o precursor imaturo da linhagem linféide (linfoblasto) ou miel6ide
(mieloblasto) (6:3849),

A compreenséo atual da leucemia tem como base um processo historico de
aproximadamente 200 anos ®2636) Qs primeiros registros sugestivos dessa
patologia foram relatados no inicio do século XIX em 1811 por Peter Cullen,
médico cirurgido, que descreveu um paciente com aparéncia leitosa do plasma
sanguineo. Alfred Velpeau, em 1825, definiu os sintomas associados a patologia
apos observar que o sangue tinha uma consisténcia diferente do "normal”,
especulando que a etiologia seria o aparecimento de "corpusculos brancos" (4459,
John Bennett, em 1845, introduziu o termo “leucocitemia” e, no mesmo ano,
Alfred Donné, publicou a descricdo e ilustracdo das alteracbes microscopicas

identificadas em tais pacientes ®).

Rudolf Virchow afirmou que a aparéncia leitosa do sangue era devido ao
desequilibrio entre a quantidade de células vermelhas (hemécias) e células
brancas (leucdcitos) e introduziu o termo leucemia em 1847 (3644 Em 1872, o
patologista Ernst Neumann, afirmou que a doenca era proveniente de um distarbio
da formacdo das células sanguineas na medula 6ssea (MO). Em 1900, o
hematologista Swiss Naegeli distinguiu as linhagens celulares, descrevendo pela
primeira vez o precursor linféide e mieldide, sendo a base para classificacdo das
leucemias. Nessa ocasido, surgiu o termo leucemia linféide aguda (LLA) para

definir a expanséo clonal do precursor linféide imaturo na MO (8:26.36:44,55)



Ao final do século XIX, gracas aos avancos descritos, um melhor
entendimento da leucemia foi estabelecido, porém, sem progressos na
terapéutica. Ao longo dos primeiros cem anos apés sua descricédo, a leucemia foi
considerada invariavelmente fatal, apesar de multiplas tentativas com base no uso
de arsénio, radiacdo e torium-X. As combinacdes de quimioterdpicos comegaram
a ser utilizadas somente no século XX, década de quarenta, com melhores

resultados terapéuticos ®),

Os progressos em relagdo a leucemia continuaram e, atualmente, o
refinamento do diagndstico com técnicas de biologia molecular, utilizacdo de
tratamentos ajustados aos grupos de risco de recaida e melhorias no suporte

clinico, proporcionam excelentes resultados terapéuticos 44,

1.1.2 Epidemiologia e Etiopatogenia

Leucemia é a doenca maligna mais comum na crian¢a e no adolescente,
correspondendo a aproximadamente 30% dos casos de cancer da infancia. A LLA
€ o tipo de leucemia mais diagnosticado e representa 75 a 80% dos casos em
menores de 15 anos e apenas 20% dos casos em adultos 84279 A doenca atinge
mais frequentemente criancas entre 2 e 5 anos, com discreto predominio no sexo
masculino comparado ao feminino (1,2:1) e na raca branca em relacdo a negra
(1,8:1) (1949),

A incidéncia mundial da LLA varia entre 10 a 15 casos por 100.000
criancas na faixa etaria de 0 a 15 anos. No Brasil, o percentual mediano de
incidéncia das leucemias na infancia, em relacdo aos demais tumores infantis, &
de 29% (variando entre 19,0 - 42,5%), com o maior percentual localizado na
cidade de Manaus, capital do Estado do Amazonas (AM), regido norte do pais ©®b,
Dados do registro hospitalar do servico de referéncia no atendimento de doencas
hematologicas no Amazonas (Fundacdo Hospitalar de Hematologia e
Hemoterapia do Amazonas - FHEMOAM) revelam que, nos ultimos cinco anos,
foram diagnosticados 198 casos novos de LLA em criangcas, uma média de 40

casos nNovos por ano.



Atualmente a taxa de sobrevida livre de doenca da LLA em pediatria
alcanca 80-85% nos paises desenvolvidos. Esse incremento € decorrente de
avancos no refinamento do diagndstico, estabelecimento de fatores progndsticos,
utilizacao de tratamentos ajustados aos grupos de risco de recaida e melhorias no

suporte clinico (867,

Dados brasileiros do ultimo estudo do Grupo Brasileiro de Tratamento das
Leucemias na Infancia (GBTLI) revelaram que, em sete anos de seguimento, a
taxa de sobrevida livre de eventos das criangas que foram tratadas pelo protocolo
GBTLI-99 foi de aproximadamente 76,3% para o grupo baixo risco e 59,8% para o
grupo alto risco 9. A taxa de mortalidade ajustada por idade para leucemias, no
Brasil e nas regides, entre 1979 e 2005 foi de 13,8 por milhdo de criancas. No
norte e nordeste foi observado aumento das taxas de mortalidade. Para o sexo
masculino, a taxa de mortalidade foi de 15,4 casos por milhdo, enquanto para o
sexo feminino foi de 12,2 por milhdo. As maiores taxas foram observadas na
regido norte (17 por milhdo) para o sexo masculino e na regido Sul (15 por

milhdo) para o sexo feminino ©b).

A génese da LLA envolve uma complexa relacdo entre predisposicao
herdada e exposicdo exdgena a agentes potencialmente leucemogénicos,
gerando mutacdes somaticas progressivas e aleatdérias em uma Unica célula
progenitora da linfopoiese normal (linfoblasto), tornando-a capaz de proliferar
desordenadamente e ocupar a MO (figura 1) (21962 Aproximadamente 90% dos
casos de LLA apresentam etiologia obscura, porém estudos apontam a exposi¢cao
a radiacao ionizante, cigarro, quimioterapicos, benzeno, infeccbes prévias e
vacinas como condi¢des potencialmente leucemogénicas (141946) Exposicdo a
pesticidas e terapia hormonal materna foram recentemente associados a LLA do
lactente ©®2). Anomalias cromossémicas constitucionais, como sindrome de Down,
sindrome de Bloom, anemia de Fanconi e ataxia-telangiectasia, também estéo
associadas a maior susceptibilidade as leucemias em geral devido a instabilidade

cromossoémica presente nessas condicdes patoldgicas (66:69),
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Figura 1 - Representacao esquematica da hematopoese normal
(Revista Scientific American,2008)

1.1.3 Diagnéstico Clinico, Laboratorial e Classificacao

Os sintomas mais comuns da LLA estdo relacionados a insuficiéncia da
MO, sendo eles: sindrome anémica (fraqueza, palidez cutanea e taquicardia);
sindrome trombocitopénica (sangramento gengival, petéquias, hematomas e
outras manifestacbes hemorragicas); sindrome leucopénica (febre em razdo das
infeccdes associadas a neutropenia) e presenca de infiltracdo leucémica medular
(dores dsseas e artralgia) (1949.61),

Ao exame fisico, linfadenomegalias, hepatomegalia e esplenomegalia sdo
frequentemente encontradas. Paralisia dos nervos cranianos pode ser observada
em pacientes com infiltragdo leucémica em sistema nervoso central (SNC) e,
raramente, podem ser observados fendbmenos compressivos decorrentes do
crescimento de ganglios linfaticos ). Os principais diagnosticos diferenciais sédo
as reacdes leucemoides consequentes a infeccdo bacteriana ou hemolise aguda,
linfocitose aguda de etiologias virais, aplasia medular, calazar, purpura
trombocitopenica imunologica, febre reumatica, artrite reumatoide juvenil e
infiltracdo medular de outras causas, como doencas de depdsito ou infiltracao

neoplasica ©).



A investigagcdo laboratorial inicia-se com hemograma que pode revelar
anemia normocitica e normocrémica, acompanhada de trombocitopenia. A
contagem de leucécitos é frequentemente normal ou diminuida e ocasionalmente
elevada com presenca de linfoblastos ©:3Y), O mielograma (aspirado medular) é a
etapa seguinte da investigacdo e costuma revelar hipercelularidade as custas de
linfoblastos na andlise citomorfolégica do esfregaco; porém, estes podem ser
raros em pacientes leucopénicos (figura 2). Laboratorialmente, o diagndstico
definitivo da LLA, segundo a World Health Organization (WHO), é baseado na

contagem de linfoblastos >25% no esfregago medular 7).
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Figura 2 - Linfoblastos ao esfregaco medular. Caracteristicas morfoldgicas:
alta relac&o entre o nucleo e citoplasma, cromatina imatura e nucléolos

proeminentes
(Bain,2010)

Atualmente o refinamento no diagnéstico e classificacdo das leucemias é
obtido através da incorporacdo de dados citomorfolégicos com os de
imunofenotipagem, citogenética e biologia molecular “9. A imunofenotipagem é
atil na caracterizacdo fenotipica das células hematopoiéticas patoldgicas. Trata-se
de um processo de classificacdo com base na expressdo de antigenos nucleares,
citoplasmaticos e de superficie detectados pela técnica de citometria de fluxo (CF)
%9, CF é uma técnica multi-paramétrica que utiliza anticorpos monoclonais
(AcMo) marcados com fluorocromo para analise qualitativa e quantitativa dos
padrées de expressdo de antigenos (Cluster of differentiation - CD), também
denominados marcadores celulares, em populagdes celulares de interesse (3359,
Os testes imunofenotipicos permitem identificar com exatiddo as linhagens
envolvidas no processo leucémico e caracterizar o estagio maturativo das

mesmas 9. Aproximadamemente 80-85% das LLAs na infancia tem fenétipo B,



enquanto 10-15% tem fendtipo T ©7). LLA B é subclassificada através de
marcadores celulares presentes em seus diferentes estagios maturativos (quadro
1). O fendtipo mais frequente na infancia € a LLA B comum (75%), seguido da
LLA pré-B (15%) e, mais raramente, o fenotipo pro-B (5%) e B maduro (2-5%)
3477 A LLA T divide-se em quatro subgrupos de acordo com os antigenos de
diferenciacdo correspondentes aos niveis de diferenciacdo intra-timica normal:
LLA pro-T, LLA pré-T, LLA T cortical e LLA T medular (quadro 2) 7,

Quadro 1 - Classificagdo imunofenotipicada LLA B

Fendtipo Marcadores Celulares

LLA pro-B TdT, CD34, CD79a, CD19 e CD22 de
citoplasma (cCD22)

LLA B comum (Calla) CD10, cCD22, CD19 e/ou CD20

LLA prée-B Cadeia p citoplasmatica, CD19, CD20 e CD10

LLA tipo B maduro Cadeias leves de imunoglobulina na superficie
de membrana (Smig)

(World Health Organization, 2008)

Quadro 2 - Classificacdo imunofenotipicada LLA T

Fendtipo Marcadores Celulares

LLA pro-T CD3 no citoplasma (cCD3), CD7, CD34
LLA pré-T cCD3, CD7, CD2, CD34

LLA T cortical cCD3, CD7, CD2, CDla

LLA T medular cCD3, CD7, CD2, CD3 de superficie (sCD3)

(World Health Organization, 2008)

Somado a caracterizacdo fenotipica, o estudo das alteracbes
cromossOmicas através da citogenética € outro importante auxiliar no diagndstico,
classificacdo, orientacdo e monitoracédo terapéutica 1% %), A andlise do caridtipo
pela citogenética convencional pode revelar anormalidades cromossdmicas
numericas ou estruturais. Na LLA T, translocac¢des envolvendo os cromossomos 1
e 14 ocorrem em aproximadamente 3% dos casos, como t(1;14)(p33;qll) e
t(1;14)(p32;911). Entre criangas com LLA B, hiperploidia e a translocacao t(12;21)

séo as alterac¢des citogenéticas mais frequentes (25% dos casos), conferindo bom



prognostico. Os rearranjos recorrentes de mau prognéstico na LLA B ocorrem em
menor frequéncia, destacando-se t(1;19), t(9;22) e a t(4;11), acometendo em
média 2 a 5% dos casos 9. Nas criancas com estudo citogenético normal, a
pesquisa de alteracbes cromossdmicas precisa ser complementada com técnicas
baseadas em biologia molecular, como a hibridacdo fluorescente in situ (FISH) e
reacdo em cadeia da polimerase (PCR) capazes de identificar alteragbes

indetectaveis pela citogenética convencional “8-50),

A classificacdo das leucemias agudas foi baseada inicialmente nos
aspectos clinicos e citomorfolégicos da célula blastica, porém, os avancos na
imunologia e genética, juntamente com as exigéncias terapéuticas, levaram a
percepcdo de sua limitacdo. Atualmente a classificagdo da WHO (quadro 3),
universalmente aceita, incorpora dados imunofenotipicos, citogenéticos e

moleculares, refinando o diagndstico e plano terapéutico (6:31:49.77),

Quadro 3 - Classificacdo para neoplasias de precursor linféide

Leucemia/Linfoma linfoblastico B

Leucemia/Linfoma linfoblastico B, NOS

Leucemia/Linfoma linfoblastico B com anormalidades genéticas recorrentes
Leucemia/Linfoma linfoblastico B com t(9;22)(q34;q11.2);BCR-ABL

Leucemia/Linfoma linfoblastico B com t(v;11g23);rearranjo MLL
Leucemia/Linfoma linfoblastico B com t(12;21)(p13;922); TEL-ALM 1 (ETV6-RUNX1)

Leucemia/Linfoma linfoblastico B com hiperploidia

Leucemia/Linfoma linfoblastico B com hipoploidia
Leucemia/Linfoma linfoblastico B t(5;14)(g31;932);IL3-IGH
Leucemia/Linfoma linfoblastico B t(1;19)(g23;p13.3); E2A-PBX1(TCF3-PBX1)
Leucemia/Linfoma linfoblastico T

(World Health Organization, 2008)




1.1.4 Critérios de Estratificacdo de Risco de Recaida

O estabelecimento de fatores clinicos e laboratoriais como estratificadores
de risco de recaida permite agrupar 0s pacientes em grupos de risco
diferenciados e individualizar o tratamento com base na sua probabilidade de
recaida. A estratificagdo de risco no momento do diagnostico varia conforme o
protocolo de terapia, mas, em geral, constituem fatores progndsticos relevantes:
idade, contagem leucocitaria, linhagem celular, presenca de blastos em SNC e

andlise citogenética de anormalidades cromossomicas (53.58.61.67),

Criangas nos grupos etarios abaixo de 1 ano e maior ou igual a 9 anos tém
um pior progndstico, sendo estratificadas como alto risco de recaida em contraste
com o grupo etario maior ou igual a 1 ano e abaixo de 9 anos, classificado como
baixo risco. A alta frequéncia de caracteristicas biologicas favoraveis nos
linfoblastos dos pacientes do grupo etario de baixo risco, tais como hiperdiploidia
(51-65 cromossomos) e a fusdo TEL/AML1 t(12;21), explica o seu melhor
progndstico “267), Os lactentes (abaixo de 12 meses) geralmente tem desfechos
desfavoraveis devido a alta leucometria, maior frequéncia de acometimento do
SNC na admiss&o e alto percentual de rearranjo do gene MLL/AF4 t(4;11) 42,
Criancas com idade maior ou igual a 9 anos tem maior frequéncia de LLA T,
apresentam comumente alta leucometria ao diagnostico, menor incidéncia de
anormalidades citogenéticas de bom prognéstico e uma maior frequéncia de
cromossomo filadélfia t(9; 22), de pior progndstico. Adolescentes também tendem
a apresentar mais complicacdes do tratamento quimioterapico, tais como,

osteonecrose, pancreatite e trombose venosa profunda 4367,

Os protocolos de tratamento tipicamente utilizam a leucometria inicial em
sangue periférico (SP) como um fator independente de progndstico, pois reflete a
dimenséo da carga tumoral, utilizando como ponto de corte leucometria = 50.000
leucdcitos/mm? para classificar os pacientes como alto risco de recaida (536567,
Com relacdo ao imunofendtipo, pacientes com LLA T apresentam prognostico
inferior aos pacientes de LLA B, com maior risco de falha indutéria por serem

menos sensiveis ao tratamento com metotrexato 43:67),



Linfoblastos detectaveis no liquido cefalorraquidiano estdo presentes em
aproximadamente 15-20% das criancas com LLA ao diagndstico. O acometimento
do SNC é classificado em SNC-1 (sem blastos); SNC-2 (menos do que cinco
células blasticas por microlitro) e SNC-3 (mais de cinco células blasticas por
microlitro ou paralisia de nervo craniano). Pacientes SNC-3 no momento do
diagnoéstico tem um risco maior de recaida tanto medular quanto em SNC, e,
portanto sdo classificados como alto risco. Pacientes SNC-1 e SNC-2 ao
diagnoéstico sdo classificados como baixo risco de recaida, porém este ultimo
recebera intensificacdo de quimioterapia intra tecal pelo maior risco de recaida

nesta topografia (3.67.69),

A participacdo das anormalidades citogenéticas na estratificacdo de risco
de recaida sdo mais expressivas na LLA B. Hiperdiploidia (51-65 cromossomos
ou indice de DNA 21,16) e a fusdo TEL/AML1 t(12, 21), estdo associadas com um
progndéstico mais favoravel. Anomalias cromossémicas que definem grupo de alto
risco sao rearranjos do gene MLL no cromossoma 11923, especialmente t(4,11),

cromossoma filadélfia t(9; 22) e hipoploidia (<44 - 45 cromossomos) (42.67),

Outros parametros prognésticos utilizados por alguns protocolos sdo o
sexo, envolvimento testicular ao diagndstico e a amplificacdo intracromossémica
do cromossomo 21(IAMP21). Em alguns estudos, o prognostico para 0s meninos
€ pior comparado as meninas e, como resultado desta diferenca, em alguns
protocolos, tais como Children’s Oncology Group (COG) e o Taiwan Pediatric
Oncology Group (TPOG), os meninos recebem fase de manutencdo extra (367),
No que tange ao envolvimento testicular, sua importancia prognostica ainda nédo é
tdo clara, porém € considerada como caracteristica de alto risco pelos protocolos
St. Jude Children Research Hospital (St. Jude), COG e TPOG. A amplificacédo
intracromossomica do cromossomo 21(iIAMP21), por sua vez, ocorre em menos
de 5% da LLA B e é considerada uma caracteristica de alto risco para o French
Acute Lymphoblastic Leukemia Group (FRALLE) 67,
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Alguns estudos ao longo dos ultimos anos avaliaram o impacto da
raca/etnia como fator prognostico na LLA. A maioria revela um pior prognostico
nas criancas de raca negra comparadas as de raca branca. Outros grupos
étnicos/raciais, tais como hispanicos, indios americanos/nativos do Alaska e
criancas da Asia/llhas do Pacifico foram estudados, evidenciando um pior
prognostico nos dois primeiros grupos comparado as criangas da Asia/llha do
Pacifico ©3%56) Acredita-se que a influéncia da raca e etnia na sobrevida pode
estar relacionada com nivel s6cio econdémico representado pelo facil acesso ao
diagndstico precoce e aos servicos de saude especializados que alguns grupos
étnicos/raciais tem em detrimento a outros. Ademais, os polimorfismos genéticos
dos diferentes grupos podem explicar a variabilidade das respostas aos
tratamentos quimioterapicos e, consequentemente, das diferencas de sobrevida

entre eles (21.56),

Outro fator com potencial efeito prognostico na LLA é a condicao nutricional
do paciente ao diagnéstico. Na LLA, a frequéncia de desnutricdo nos paises em
desenvolvimento é de 21- 22% contra 7% nos paises desenvolvidos. Nesse grupo
de pacientes ha menor efetividade e maior toxicidade quimioterapica comparado
aos pacientes eutréficos; porém, o impacto prognostico desse fator ainda nao esta
bem definido. Nos paises em desenvolvimento, a maioria dos ébitos em pacientes
com LLA ocorrem em criancas desnutridas, sugerindo o estado nutricional ao
diagnoéstico como um dos principais obstaculos a melhora da sobrevida em
pacientes com LLA durante o primeiro ano de tratamento (4047,

A rapidez com que o paciente responde a quimioterapia inicial (terapia de
inducdo da remissdo) também € um fator significativo de prognéstico. Os
protocolos de tratamento de LLA apresentam em média 30 - 40 dias de terapia de
inducdo e trés momentos de avalicio da resposta terapéutica durante esse

periodo.

A maioria dos protocolos considera o oitavo dia da terapia de indugéo (D8)
como primeiro momento de avaliacdo do tratamento 616567 O D8 avalia a

resposta do paciente a corticoterapia (prefase) medida através da contagem
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manual de blastos presentes no SP. Pacientes com contagem absoluta menor
que 1.000 blastos/mm? sédo considerados respondedores rapidos e aqueles com
contagem maior que 1.000 blastos/mm?3, respondedores lentos. A avaliagédo do D8
apresenta limitacGes tais como a propria analise morfolégica do blasto que pode
ser dificil e imprecisa, bem como o ponto de corte utilizado para estratificar
resposta, pois ndo reflete as taxas individuais de reducdo de blastos (€065

Perspectivas futuras de refinamento da analise morfologica do D8 em SP
poderdo revelar a utilidade em se determinar novos pontos de corte para
estratificacdo de risco baseado em taxas de reducdo individuais de blastos (0.
Atualmente, a taxa de sobrevida livre de eventos considerando bons e maus
respondedores a corticoterapia diferem significativamente (cerca de 80% versus
30-40%) ©7),

Os outros dois momentos de avaliacdo da terapia sdo ao término da
segunda e ultima semana da inducéo, baseados na contagem manual de blastos
em 300 a 500 células no esfregaco medular. A MO ¢é estratificada em M1:<5% de
blastos; M2: 5-25% blastos e Ms: >25% blastos. Os pacientes com menos de 5%
de linfoblastos na medula tém um progndstico mais favoravel comparados
aqueles com doenca persistente em niveis mais elevados; devendo estes ter o

tratamento intensificado de acordo com o protocolo utilizado 53.6567),

No Brasil, a terapia de inducdo da remissdo, de acordo com o protocolo
atual de tratamento de LLA na infancia (GBTLI-2009) tem duracdo de 35 dias e
utiliza como critérios de estratificacdo de risco para LLA B: idade, contagem
leucocitaria, presenca de linfoblastos no SNC e analise citogenética de

anormalidades cromossdmicas (69,

A resposta precoce a indugao, no GBTLI-2009, é avaliada no D8, décimo
quinto dia da indugcdo (D15) e trigésimo quinto dia da inducdo (D35) com
contagem morfolégica de blastos em SP para D8 e em MO para D15 e D35,

conforme descrito no quadro 4 (69,
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Quadro 4 - Estratificacdo de risco ao diagndstico da LLA B (GBTLI-2009)

Parametros para Alto risco de recaida Baixo risco de recaida

estratificacéo de risco

Idade <1 anoou 29 anos 21ano e <9 anos

Leucometria ao >50.000 células/mm? <50.000 células/mm?

diagnéstico

Envolvimento SNC-3 SNC-1/SNC-2

extramedular (SNC)

Citogenética Alteracdes de mau | Sem alteragbes ou com
prognostico alteracbes de bom

prognéstico
Contagem morfolégica de | 21000 blastos/mm? <1000 blastos/mm?

blastos em SP(D8)
Contagem morfolégica de
blastos em MO MO M2 /M3 MO M;
(D15 e D35)
(Sociedade Brasileira de Oncologia, 2011)

1.1.5 Tratamento

O uso de quimioterapia para tratamento de leucemias teve inicio em 1943
com o0s agentes citotoxicos alquilantes. Nos anos seguintes, corticOides e
antipurinas também comecaram a ser utilizados e, em 1961, foi demonstrado que
a vincristina, um alcaléide da vinca, era capaz de produzir remissdo da LLA. No
inicio dos anos 60, protocolos terapéuticos com finalidade curativa comecaram a
ser desenvolvidos com destaque para o trabalho pioneiro do St. Jude Children's
Research Hospital que, utilizando combinacdo de quimioterapicos, alcancou 50%
de taxa de cura com seguimento por mais de 30 anos #%4), Desde entdo, varios
protocolos de tratamento foram desenvolvidos em diversos paises e, embora 0s
esquemas terapéuticos possam variar conforme o centro de tratamento,
protocolos modernos séo constituidos das seguintes fases: inducéo da remisséao,
consolidacdo da remissédo, intensificacdo, consolidacao tardia, manutencdo da

remissdo e prevencdo da leucemia no SNC ®),
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Na inducdo da remissao geralmente sao utilizadas quatro drogas
(corticoide, vincristine, L-asparaginase e daunoblastina) com o objetivo de
eliminar o maior numero de linfoblastos. As fases de consolidacao e intensificacéo
objetivam erradicar as células leucémicas residuais através da associacdo de
diversos quimioterapicos. A fase de manutenc@o da remissao objetiva prevenir a
recaida com o uso de 6-mercaptopurina e metotrexate em doses-padréo,
conforme o protocolo de tratamento. A prevencao da recaida no SNC também é
parte integral do tratamento curativo da LLA através da infusdo de quimioterapia
intratecal desde a fase de inducdo. O transplante de células-tronco
hematopoéticas, por sua vez, permanece reservado para os pacientes com LLA

alto risco e para a maioria daqueles que sofrem recaidas (8:36:44.55),

No Brasil, o primeiro protocolo multicéntrico de tratamento da LLA infantil
foi instituido em 1980, formando o Grupo Brasileiro de Tratamento de Leucemia
Linféide Aguda na Infancia (GBTLI-80). Atualmente o protocolo encontra-se na
sua sexta versao (GBTLI-2009) e tem como base as fases de tratamento acima
descritas com ajustes nas doses quimioterapicas, conforme os grupos de risco de

recaida (11.69),

1.2 Doenca Residual Minima

1.2.1 Definicao e Historico

A resposta a terapia de inducdo da remissdo tradicionalmente tem sido
avaliada pela contagem morfolégica de blastos em SP e MO. A avaliacao
morfolégica nessa fase do tratamento € desafiadora e imprecisa, pois a
morfologia das células blasticas é frequentemente indistinguivel dos precursores
linféides imaturos normais (hematogdnias), particularmente ao término da
inducdo, quando a porcentagem de hematogbnias na MO pode ultrapassar 10%
da populacéo celular total @754, Além disso, pacientes em remissdo morfoldgica
podem apresentar quantidades muito pequenas de blastos leucémicos residuais,

0 que levou ao conceito de doenca residual minima (DRM) (5.
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A DRM é uma estimativa da carga leucémica residual presente em
pacientes em remissado clinica, que é indetectavel pelas técnicas convencionais
de analise morfoldgica da MO 1754, Em 1981, Bradstock e colaboradores foram
pioneiros em estudar um método mais sensivel e especifico que a morfologia
convencional para avaliar resposta ao tratamento. O estudo, utilizando
microscépio de fluorencéncia, evidenciou que os linfoblastos apresentavam
caracteristicas imunofenotipicas capazes de diferencia-los das hematogobnias, o
que ficou conhecido como imunofendtipo associado a leucemia. Inicialmente esse
conhecimento foi aplicado na detec¢cdo de DRM na LLA T e posteriormente, com
o desenvolvimento de AcMo e CF, foi possivel estuda-lo na LLA B 19

Paralelamente a estes estudos, ainda na década de 80, pesquisadores
aproveitaram o desenvolvimento da técnica de PCR para estudar amplificacéo de
transcritos de fusdo e genes receptores de antigenos como metodologia de
deteccdo de DRM em LLA ("23), Tais metodologias sofreram incrementos ao longo
dos anos e estdo sendo incorporadas na maioria dos protocolos de tratamento de

LLA na infancia (7.25.69),

1.2.2 Métodos para estudar DRM

Atualmente, trés métodos sdo utilizados para pesquisar DRM: andlise de
fenétipo anémalo por CF, andlise de PCR dos produtos de fuséo de translocacdes
cromossbmicas e andlise de PCR de rearranjos clone especificos de genes de
imunoglobulinas (Ig) ou receptores de células T (TCR). Esses métodos permitem
a identificacdo de uma célula leucémica entre 10.000 a 100.000 células normais
(104 a 107%) cuja sensibilidade é 100 a 1.000 vezes maior que as técnicas

citomorfoldégicas convencionais (),

A pesquisa de DRM por CF (CF-DRM) € uma técnica multi-paramétrica
cuja base metodoldgica € a identificacdo de imunofendtipos associados as células
malignas (fenotipo andmalo) por meio de combinagdes de AcMo marcados com
fluorocromos 1737, O fenétipo anémalo pode ser expresso nos blastos leucémicos

das seguintes formas: infidelidade de linhagem (expressdo de marcadores
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mieldides em blastos linféides), assincronia de maturacdo (co-expressao de dois
ou mais marcadores que nao estao presentes simultaneamente no processo
maturativo normal), intensidade da expressdao dos marcadores (perfil de
intensidade de fluorescéncia do marcador diferente do padrdo de normalidade) ou
expressao ectdpica de marcadores (presenca de um marcador que seria normal
caso a célula estivesse em outra localizagcdo) (quadros 5 e 6) (17:27.37.549 Em 90%
dos pacientes com LLA, imunofendtipos associados a leucemia podem ser
definidos ao diagnostico e utilizados para monitorar DRM com sensibilidade de

0,01%, ou seja, uma célula leucémica dentre 10 células normais (%),

Quadro 5: Marcadores an6malos para LLA T

Parametro Marcador Normal Anbmalo
Expressao ectépica | Combinagdo de -Negativos na MO Positivos na
de antigenos CD3/TdT -Positivos durante a MO
maturacao da célula T
no timo
(Campana et al., 1999)
Quadro 6: Marcadores and6malos para LLA B

Parametro Marcador Normal Anbmalo
Intensidade da CD45 Fraca intensidade Negativo
expressao CD38 Forte intensidade Fraca intensidade

CD58 Fraca intensidade Forte intensidade

CD13 Ausente Presente

CD56 Ausente Presente

CD33 Ausente Presente
Infidelidade de CD66¢ Ausente Presente
linhagem CD15 Ausente Presente

CD65 Ausente Presente

CD21 Ausente Presente
Assincrénia de Combinacédo de Ausentes Presentes
maturacao CD10/CD19/CD34

(Campana et al., 1999)
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No que tange as metodologias baseadas em PCR para deteccdo de DRM,
a andlise de produtos de fusdo de translocagbes cromossdmicas utilizando
primers consenso é factivel em aproximadamente 40% das criangas com LLA. O
principio fundamental da técnica esta baseado na identificacdo de células
leucémicas através da presenca de translocacdes cromossdmicas que formam
transcritos de fusdo exclusivos do linfoblastos, podendo diferencia-los das células
saudaveis. Os transcritos de fusdo amplamente usados para a deteccdo da DRM
sdo: BCR-ABL1, MLL-AFF1l, TCF3-PBX1, e ETV6-RUNX. Em teoria a
sensibilidade de 0,001% (10°) é alcancada, mas na préatica, sensibilidade de
0,01% (104) é mais comumente observada (8.

Entre os métodos baseados em PCR, a andlise de rearranjos clone
especificos de Ig e TCR tem se tornado amplamente aceita para quantificar DRM
em pacientes com LLA. Tal analise € estritamente quantitativa, baseada na
identificacdo de sequéncias de regides juncionais paciente-especificas que sdo
exclusivas do clone leucémico, formando uma assinatura molecular. Através
dessa metodologia aproximadamente 90% dos casos de LLA infantil podem ser
monitorados com uma sensibilidade de deteccdo de uma célula leucémica entre
10.000 a 100.000 células normais. (19:54:63,64)

A correlacdo entre os métodos existentes para deteccdo de DRM é similar
quando DRM presente em nivel 20,01%, justificando esse valor como ponto de
corte de positividade (7181937 A CF-DRM tem como vantagens: rapidez do
método, quantificacio de DRM em células vivas por meio de marcadores
celulares de viabilidade, analise do estado de maturagcdo das células
hematopoiéticas normais e a possibilidade de avaliar o grau de hemodiluicdo e
recuperacdo hematopoiética na amostra estudada. As pricipais desvantagens da
CF-DRM sé&o: menor sensibilidade comparada ao técnicas de PCR, modulacdo do
fenétipo anbmalo durante o tratamento, custo elevado dos anticorpos e
necessidade de treinamento intenso para interpreetacdo dos resultados. PCR-
DRM é mais sensivel e de facil interpreetacdo, porém, suas principais
desvantagens sao: modulacédo dos rearranjos durante o tratamento, maior custo

para implantacdo da técnica, incapacidade de distinguir entre células viaveis e



17

apoptoticas e a demora do resultado comparado a CF-DRM, principalmete devido
a necessidade de desenhar primers paciente-especificos (18:38),

A selecdo do método de deteccdo de DRM depende basicamente da
experiéncia da equipe e do arsenal técnico disponivel, porém é possivel que
exista vantagem na utilizagdo de PCR-DRM ao término da inducédo, devido a
maior sensibilidade. Estudos revelam que uma boa estratégia € utilizar
preferencialmente CF-DRM independentemente do momento de avaliacdo, e
realizar PCR-DRM apenas se nédo forem identificados imunofenétipos associados
a leucemia @9, O protocolo brasileiro (GBTLI-2009), determina que os pacientes
sejam estratificados pela morfologia nos centros de tratamento onde a deteccdo
de DRM ¢ indisponivel, porém, se DRM disponivel, esta deve prevalecer nas

decisGes terapéuticas e ser realizada no D15 por CF e D35 por PCR ©9),

1.2.3 Aplicabilidade na estratificacao de risco e Prognéstico

A principal aplicacdo da deteccdo de DRM ¢é a identificacdo de pacientes
que apesar de alcancarem remissdo morfolégica, ainda permanecem com niveis
consideraveis de clones leucémicos residuais. Nesse contexto, estudos revelaram
gue pacientes em completa remissdo morfolégica ainda podem apresentar
positividade de DRM variando entre 39% e 44% 7).

Os momentos de avaliagdo da DRM seguem os da avaliacdo morfoldgica
da MO, na dependéncia do protocolo de tratamento utilizado. Tradicionalmente,
DRM é pesquisada ao término da segunda semana da terapia de inducdo da
remissdo e no ultimo dia da indugdo, enquanto que apenas alguns protocolos

avaliam DRM ao término da primeira semana da indugdo (17:2575.76),

Ha aproximadamente uma década e meia, estudos envolvendo a deteccéo
de DRM demonstraram seu grande potencial prognoéstico na LLA da infancia,
sendo incorporada como critério de estratificacdo de risco. Atualmente, DRM é
considerada o mais importante preditor de risco de recaida da LLA em pediatria.

Baseado em seu resultado, € possivel otimizar a quimioterapia, minimizando
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toxicidade e diminuindo risco de recaida (2589, O progndstico nos pacientes que
apresentam favoravel clearence de células leucémicas no final da indu¢do (DRM
<0,01%) é expresso pela sobrevida livre de eventos (SLE) em cinco anos de 88%.
Aqueles pacientes com DRM acima de 0,01% apresentam SLE variando de 30%

+8% a 59%+5% em cinco anos 13,

Recentemente, o potencial prognéstico da DRM foi avaliado ao término da
primeira semana da inducdo no D8. Pacientes com DRM negativa (<0,01%)
apresentaram SLE, em cinco anos, de aproximadamente 90%. Além disso, o
estudo revelou que altos niveis de DRM no D8 (>1%), mesmo nos pacientes com
DRM negativa ao término da inducao, propiciam queda na SLE para 79%+4% em
cinco anos. Portanto, estratificar os pacientes nesse momento parece ser um fator
independente de progndstico em longo prazo e mais estudos sdo necessarios no
sentido de comparar o resultado da DRM no D8 com a contagem manual de
blastos em SP, com vistas a uma possivel incorporacdo da deteccao de DRM

também neste momento, como critério universal de estratificacéo de risco (13,

No protocolo GBTLI-2009, a aplicacdo do resultado da DRM na
estratificacdo de risco em LLA B ocorre da seguinte forma: o grupo inicialmente
classificado como baixo risco de recaida ao diagndstico (grupo etario maior ou
igual a 1 ano e abaixo de 9 anos, auséncia de acometimento em SNC e auséncia
de achados citogenéticos de mau prognéstico) € re-estratificado em dois
subgrupos de acordo com a intensidade da resposta terapéutica a inducao. O
primeiro subgrupo é denominado Baixo Risco Verdadeiro (BRV), sendo composto
pelos pacientes que apresentam menos de 1000 blastos/mm3 no SP do D8,
estado leucémico M1 com CF-DRM negativa (<0,01%) no D15 do tratamento e
medula M1 com PCR-DRM negativo (<10%) no final da inducéo (D35). O segundo
subgrupo, denominado Baixo Risco Intermediario (BRI), € composto pelos
pacientes que apresentam menos de 1000 blastos/mm?® no SP do D8, MO Mu.
com CF-DRM positiva em niveis intermediarios (20,01% - <10%) no D15 do
tratamento e medula M1 com PCR-DRM negativo (< 10-) no final da inducéo
(D35). Aqueles pacientes inicialmente incluidos no grupo de baixo risco sao

transferidos para o grupo de alto risco — respondedores lentos se apresentarem
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qualquer um dos seguintes critérios: 21000 blastos/mm3 no SP do D8 e/ou estado
leucémico Ms com CF-DRM positiva (210%) no D15 do tratamento e,
adicionalmente, medula M2z com PCR-DRM positivo (210-3) no final da inducédo
(D35). Nos casos em que nao houver resultados disponiveis de CF-DRM no D15
ou PCR-DRM no D35, as criangas com MO Ms no D15 e/ou MO M2z no D35,
serdo transferidas para o Grupo de Alto Risco — Respondedor Lento (ARRL)
(quadro 7) ©9),

Os pacientes classificados inicialmente como alto risco de recaida devido
a presenca de pelo menos um dos seguintes critérios (grupo etario abaixo de 1
ano e maior ou igual a 9 anos, acometimento em SNC ou achados citogenéticos
de mau prognostico) serdo re-estratificados em dois subgrupos de acordo com a
intensidade da resposta terapéutica a inducdo. O primeiro subgrupo €
denominado "Alto Risco Respondedor Rapido (ARRR)" e é composto pelos
pacientes que apresentam menos de 1000 blastos/mm? no SP no D8, estado
leucémico M1z com CF-DRM <10% no D15 do tratamento e medula M1 com PCR-
DRM negativo (<103 no final da inducdo (D35). O segundo subgrupo é
denominado "Alto Risco Respondedor Lento (ARRL)" e é composto pelos
pacientes que apresentam 21000 blastos/mm?® no sangue periférico no D8 e/ou
estado leucémico M3 com CF-DRM = 10% no D15 do tratamento, e/ou medula
M2z com PCR-DRM positivo (210-%) no final da inducéo (D35). Nos casos em que
nao houver resultados disponiveis de CF-DRM no D15 ou PCR-DRM no D35, as
criangas com MO Ms no D15 e/ou MO Mzs no D35, serdo classificadas no

subgrupo respondedor lento (quadro 7) ©9).

Independentemente do grupo de risco de recaida, nos casos em que ndo
houver resultado disponivel da CF-DRM (D15) ou do PCR-DRM (D35), sera
considerado o critério citomorfologico da MO. Ademais, nos casos de
discordancia de resultados entre DRM e morfologia, prevalece a DRM para as

decisdes terapéuticas 9.



Quadro 7 - Estratificagcéo de risco no D8, D15 e D35 da LLA B (GBTLI-2009)
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Subgrupos BRV BRI ARRR ARRL
D8 (SP/blastos/mm3) |<1.000 <1.000 <1.000 21000
D15 M3 Mu2 Mu2 Ms
(MO/CF-DRM %) <0,01 20,01 - <10 |<10 210
D35 M1 M1 M3 Maj213
(MO/PCR-DRM) <103 <103 <103 2102

BRV: baixo risco verdadeiro; BRI: baixo risco intermediario; ARRR: alto risco respondedor rapido ARRL: alto
risco respondedor lento
(Sociedade Brasileira de Oncologia, 2011)

1.2.4 Aplicabilidade no planejamento terapéutico

A incorporagdo do resultado na DRM no manejo terapéutico também varia
conforme o protocolo de tratamento, porém, a base da intervencéo é intensificar a
guimioterapia para os pacientes alto risco e diminuir as doses quimioterapicas
para os pacientes baixo risco, prevenindo toxicidade a curto e longo prazo e

diminuindo as taxas de recaida (19:38:49.69),

No protocolo GBTLI-2009, para todos os pacientes portadores de LLA B
baixo risco é realizada a prefase com prednisona (PRED) 60 mg/m?/dia por 7 dias
e uma injecdo intratecal do metotrexate (MTX IT) no dia 1 (D1) do tratamento.
Apods a terapia inicial da prefase, pacientes com mais de 1000 blastos/mm?3 em SP
no D8 serdo transferidos para o grupo de alto risco. Aqueles classificados como
baixo risco verdadeiro (<1000 blastos/mm3® no D8 e MO M: no D15 com
negatividade da CF-DRM <0,01%) iniciam a terapia da inducdo em 4 semanas
com dexametasona (DEXA), vincristina (VRC), daunoblastina (DNR),
asparaginase (L-Asp) e tripla terapia intra-tecal (MADIT) composta de
metotrexate, dexametasona e aracetin. Os pacientes classificados no subgrupo
baixo risco intermediario com medula Miz com CF-DRM positiva em niveis
intermediarios (= 0,01% - <10%) no D15 da terapia, receberdo duas doses
adicionais da DNR previstas para os dias 22 e 29 da indugéo. Os pacientes com
medula M1 no D15 e com negatividade da CF-DRM (<0,01%) ficardo sem estas
duas doses da DNR. Seréo transferidos para o grupo de alto risco aqueles com
medula M3 no D15 e com CF-DRM (210%) (Figura 3) (69,
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Apbs o término da indugdo, conseguida a remissao clinica completa (RCC),
imediatamente se prossegue com a terapia de consolidacdo da remissao por
quatro semanas com mercaptopurina (6-MP), citarabina (ARA-C) e tripla terapia
intratecal com MADIT, acrescentando-se nessa fase duas doses de
ciclofosfamida (CICLO) apenas para 0 grupo baixo risco respondedor
intermediario. A fase seguinte € a intensificacdo e tem duracdo de 8 semanas
com 4 infusdes quinzenais do MTX em doses de 2g/m?, 6-MP e quatro injecdes
da tripla terapia intra-tecal com MADIT. Essa fase € igual para os dois subgrupos
de baixo risco. Antecedendo a manutengéo, ocorre a consolidagéo tardia em 8
semanas com tioguanina (6-TG), doxorrubicina (DOXO), DEXA, L-Asp, VRC,
ARA-C e tripla terapia intra-tecal com MADIT, acrescentando-se nessa fase uma
dose de CICLO apenas para o grupo baixo risco respondedor intermediario. Apds
a consolidacdo tardia, ambos os subgrupos finalizam com a terapia de
manutencao por 18 meses com 6-MP intermitente, MTX a cada 3 semanas e tripla
terapia intra-tecal com a MADIT cada 8 semanas (figura 3) 69,

Criancas com LLA B estratificadas inicialmente como alto risco e que forem
respondedores rapidos a terapia inicial (<1000 blastos/mm?® no SP do D8, medula
M2 com CF-DRM <10% no dia 15 do tratamento, receberéo trés doses de DNR
na terapia da inducdo, sem o uso da CICLO neste momento. Nas fases
subsequentes de consolidacédo e interfase esse subgrupo recebera MTX na dose
de 2 g/m? Os respondedores lentos (= 1000 blastos/mm? no sangue periférico do
dia 8 e/ou medula M3z com a CF-DRM 2 10% no dia 15, receberdo uma dose da
DNR no dia 23 da induc¢do, além da introducdo da CICLO. Para os pacientes do
subgrupo respondedor lento segue-se a fase de consolidagdo com os blocos
VEDA e COPADM seguida da interfase com doses mais elevadas do MTX 5
g/m?. Ambos os subgrupos finalizam com a terapia de manutencgédo por 18 meses
com 6-MP intermitente, MTX a cada 3 semanas e tripla terapia intra-tecal com a
MADIT cada 8 semanas (figura 4) ©9).



22

21<9anos

< 50.000 leucéeitos Diagn.
Sem acometimento SNC
Sem citogenética de risco

PREFASE 7 dias
PRED + MTX IT

> Se D8 > 1000 blastos/mm?® transferir p/ Grupo AR

{
INDUCAO (sem. 1 e 2)
VCR, DEX, DNR

Baixo Risco Verdadeiro
{ Subgrupo BRY)
MO M, c/ CF- DRM negativa (< 0,01%)

Baixo Risco Intermediario
( Subgrupo BRI)
MO M, cf CF- DRM positiva (20,01% < 10%)

CF-DRM 2 10% D15

INDUGAQ
{ semanas 3e4d )
YCR, DEX, L-Asp, MADIT

> transferir p/ Grupo

INDUGAQ
{ semanas 3ed )
VCR, DEX, L-Asp, MADIT + DNR D22 e D29

ALTO RISCO

MO M, com PCR-DRM negativo (< 10-%)
¥

RCC D35%: Avaliacéo citolégica e da DRM

PCR-DRM 2 10° D35

> transferir p/ Grupo

CONSOLIDAGAQ DA REMISSAQ
(4 semanas )
B-MP/ ARA-Cf MADIT

CONSOLIDAGAO DA REMISSAD
(4 semanas )
6-MP¢ ARA-C/ MADIT + CICLO

ALTO RISCO

FASE DE INTENSIFICACAO ( 8 semanas)
BMP, MTX 2gim2 X 4 , MADIT (4)

| |
CONSOLIDACAO TARDIA
{8 semanas )
YCR, DEXA, DOXO,
L-ASP, ARA-C,
BTG, MADIT (3)

1
CONSOLIDAGAO TARDIA
(8 semanas )

VCR, DEXA, DOXO,
L-ASP, ARA-C BTG,
MADIT (3) + CICLO

1 7
ERAFTA UE MANUTENLAU

Figura 3 - Esquematerapéutiw_pala.l_l_i\ B Baixo Risco (GBTLI-2009)

(Sociedade Brasileira de Oncologia, 2011)
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29anos

250,000 leucdcitos Diagn.
SHC-3

Ploidia < 46 crom.

I

[
Respondedor Rapido
Subgrupo RR

|
Respondedor Lento
Subgrupo RL

INDUCAO D8 - D35

<1000 hlastos/mm? no D8 e MO M, , ¢/ CF-DRM < 10% no D15
VCR, PRED, DNR (D8,D15) L-Asp X6 ( D8 - D20)

INDUCAO D8 - D35

2 1000 hlastos/mm? no D8 efou MO M, cf CF-DRM 2 10% no D15
VCR, PRED, DNR (D8,D15) L-Asp X6 ( D8 -D20)

CONTINUAGAO DA INDUGAD
VCR, PRED +DNR Dia 22 + L-Asp (D22 a D32)

D35 PCR-DRM negativa ( < 109)

CONTINUACAO DA INDUGAQ
YCR, PRED + DNR Dias 22 & 23 + L-Asp (022 a D32)
+ Ciclofosfamida (D22)
D35 PCR-DRM positiva (= 107)

CONSOLIDACAO DA REMISSAQ (8 semanas)
YP-16, Ara-C, 6TG, VCR, PRED, 8MP- MTX +
2 ciclos de HD-MTX 2g/m?

CONSOLIDACAO DA REMISSAO (8 semanas)
3 Blocos: VEDA/COPADMf VEDA

1° Momento TMO

INTENSIFICACAOQ (8 semanas)
VCR, ADRIA, PRED, L-ASP, 6TG, Ara-C, VP-16

INTERFASE ( 8 semanas)
VCR, PRED, 8MP- MTX + 2 Ciclog HD-MTX 2gim?

INTERFASE (8 semanas)
VCR, PRED, 6-MP- MTX + 3 Ciclos HD-MTX 5girm?

2° Momento TMO

CONSOLIDAGAOQ TARDIA (8 semanas)

VCR, PRED, DNR, L-ASP + 6-TG, CICLO, ARA-C
RT SNC 12 Gy se GB 2100.000/mm® efou  Subgrupo RL. Se SNC-3RT ¢f 18 Gy
«—— Sorteio
Grupo 1 Grupo 2
MTX QDDm?/m2 cd 3 sem (dose fixa)/ 6 MP MTX 200mg/m? cd 3 sem, &dose esc_alonada)[ até 300 mg/m? /6 MP
Pulsos YCR/PRED mensais + MADIT cd § sem Pulsos YCR/PRED mensais + MADIT cd § sem
! I
TERAPIA DE MAINUTEN(}AO |

Figura 4- Esquema terapéutico para LLA B Alto Risco (GBTLI-2009)

(Sociedade Brasileira de Oncologia, 2011)
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2 JUSTIFICATIVA

Atualmente a taxa de sobrevida livre de doenca da LLA em pediatria
alcanca 80-85% nos paises desenvolvidos. No Brasil, dados do ultimo estudo
Grupo Brasileiro de Tratamento das Leucemias na Infancia (GBTLI) revelaram
que a taxa de sobrevida livre de doengca em sete anos das criangas que foram
tratadas pelo protocolo GBTLI-99 foi de aproximadamente 76,3% para 0 grupo
baixo risco de recaida e 59,8% para o grupo alto risco de recaida. O incremento
nas taxas de sobrevida € decorrente de avancos no refinamento do diagndstico,
estabelecimento de fatores progndsticos, utilizacao de tratamentos ajustados aos
grupos de risco de recaida e melhorias no suporte clinico.

O monitoramento da DRM esta consolidado como importante fator
prognostico sendo incorporado como critério de estratificacdo de risco na maioria
protocolos de tratamento e estd gradualmente sendo implantado nos Estados
brasileiros. Contudo, recentemente, tém surgido questionamentos referentes a
utilizacdo da pesquisa de DRM para reestratificar risco em estagios muito
precoces do tratamento (término da primeira semana de inducdo - D8).
Atualmente essa questdo ndo é consensual e muitos protocolos utilizam apenas a
avaliacdo morfologica nesse momento. Tal questionamento carece de

investigacdo no contexto do atual protocolo brasileiro GBTLI-2009.

No Amazonas, a FHEMOAM constitui 0 Unico servico publico de referéncia
no tratamento de leucemias infantis, com uma demanda anual de quarenta novos
casos de LLA em criancas. A Instituicdo atualmente é desprovida de técnicas para
deteccdo da DRM e estratifica os pacientes pela analise morfol6gica convencional
da MO. Nesse contexto, este estudo se justifica (i) por contribuir com o0 avanc¢o no
entendimento da importancia de se utilizar DRM em estagios precoces da
inducdo, especificamente no D8, e (i) como consequéncia, por levar a
implantagdo da pesquisa de DRM na FHEMOAM, proporcionando uma melhor
avaliacdo da resposta ao tratamento e manejo terapéutico por método mais

acurado.
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral

e Avaliar a aplicacdo da DRM na estratificacdo de risco de recaida em

criancas portadoras de LLA tratadas pelo protocolo GBTLI-2009

3.2 Especificos
e Analisar a correlagédo entre DRM no D8, D15 e D35 com sua respectiva
contagem manual de blastos

e Analisar a associacdo entre DRM no D8, D15 e D35 com parametros

clinicos e laboratoriais de risco de recaida do GBTLI-2009

e Avaliar o potencial impacto da DRM no D8 como parametro de
estratificacdo de risco
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 Modelo do estudo
Estudo descritivo do tipo inquérito.
4.2 Universo do estudo
4.2.1 Populagé&o de referéncia
Criancas com leucemia que habitam o Estado do Amazonas, regido norte
do Brasil, sendo a segunda unidade federativa mais populosa desta macrorregiao,
com 3,8 milhdes de habitantes. A capital, Manaus, concentra 2 milhdes de
habitantes, mais de 50% da populacéo do Estado “3).
4.2.2 Populacao de Estudo
Criancas com LLA de novo atendidas na FHEMOAM.
4.2.3 Critérios de incluséo
e Criancas de 0-18 anos
e Casos de LLA B de novo, recém diagnosticados, que iniciardo a fase de
inducdo quimioterapica, conforme o protocolo GBTLI-2009
e Aceite do termo de consentimento livre esclarecido (TCLE) pelo
responsavel legal da crian¢a ou adolescente
4.2 .4 Critérios de exclusao
e Materiais biolégicos insuficientes, coagulados, mal conservados ou com

contaminagao

e Violagao do protocolo de tratamento por qualquer motivo


http://pt.wikipedia.org/wiki/Regi%C3%A3o_Norte_do_Brasil
http://pt.wikipedia.org/wiki/Regi%C3%A3o_Norte_do_Brasil
http://pt.wikipedia.org/wiki/Manaus
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4.2.5 Célculo da amostra

O tamanho da amostra foi calculado com base na seguinte equacéo
matematica: n =Z de alfa2.P.Q/d?, onde P é a prevaléncia de positividade da DRM,;
(Q é o complemento para 100%); Z é a variavel reduzida para um alfa de 5% (que
é igual a 1,96); d é o nivel de precisdo utilizado que foi igual a 10% ©9. A
prevaléncia de positividade da CF-DRM foi estimada em 87,3% para o D15 em
criancas tratadas com o protocolo GBTLI-2009 8, Obteve-se como resultado 40
participantes. A amostra foi obtida por conveniéncia do periodo de janeiro de 2014
a janeiro de 2015. Todos os pacientes diagnosticados no periodo preencheram os

critérios de inclusdo, totalizando quarenta pacientes.

4.2.6 Comité de Etica em Pesquisa

O projeto foi aprovado pelo comité de ética em pesquisa (CEP) da
FHEMOAM, com o numero CAAE: 9189013.7.0000.0009

4.3 Pacientes

Os dados clinicos dos pacientes foram coletados através do preenchimento
de ficha clinica (anexo 9.2) composta por identificacdo, idade, peso, altura,
superficie corporal, género, aspectos sociodemogréaficos, caracteristicas
citomorfolégicas, classificacdo da leucemia por imunofenotipagem, grupo de risco
e grau de resposta a terapia indutéria por citologia convencional e DRM. Essas
informagdes foram armazenadas em fichas individuais com acesso controlado e
restrito aos profissionais da pesquisa. Os pacientes foram classificados em baixo

ou alto risco com base nas normas do GBTLI-2009 (quadro 4).

4.4 Coleta dos materiais biolégicos

A coleta dos materiais biologicos ocorreu mediante aprovacdo do CEP. Os

responsaveis legais dos pacientes assinaram TCLE (anexo 9.1), ap0s receberem
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instrucdes quanto ao objetivo da pesquisa que foram fornecidas pelo profissional
coordenador do projeto ao diagnostico. O anexo 9.3 apresenta o fluxograma da
coleta dos materiais biolégicos e o anexo 9.4, a sistematizacdo das etapas do

estudo.

4.4.1 Sangue periférico

Foram coletadas amostras de SP por profissional enfermeiro capacitado,
ao diagnostico e no D8 conforme a técnica descrita no anexo 9.5 (™, O SP foi
coletado em seringa de 5mL sem anticoagulante e foram realizados trés
esfregacos para andlise morfologica. Os esfregacos foram devidamente
identificados com as iniciais do paciente e data da coleta e acondicionados em
cartela prépria em temperatura ambiente. Paralelamente, 4mL de SP foram
armazenados em tubos com anticoagulante EDTA (Ethylenediaminetetraacetic
acid) e identificados com o nome completo do paciente e data da coleta,
acondicionados em isopor na temperatura ambiente e transportados, juntamente
com os esfregacos, imediatamente apds a coleta, sob responsabilidade do técnico

de enfermagem, ao laboratério de marcadores celulares da FHEMOAM.

4.4.2 Aspirado medular

Foram coletados aspirados de MO por profissional médico hematologista
pediatrico ao diagnéstico, D15 e D35 da terapia de inducdo. Na dependéncia das
condicdes clinicas dos pacientes e da idade (criancas abaixo de 10 anos),
receberam sedacdo com anestésico inalatério (sevoflurano® inalatorio) sob
supervisdo de um profissional médico anestesista. O local de escolha para a
obtencdo de MO em criancas com idade superior a 12 meses foi a crista iliaca
posterior por conter a maior quantidade de medula celular nessa idade e
inexistirem Orgdos vitais em estreita proximidade. Para criangcas com idade inferior
a 12 meses a coleta foi realizada no platd tibial pela facilidade de acesso dessa
topografia. A técnica da coleta esta descrita no anexo 9.5 @), Foram coletados

inicialmente 0,5mL de aspirado medular em seringa de 5mL sem anticoagulante,
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destinados ao preparo de quatro esfregacos para andlise morfolégica. Os
esfregacos foram devidamente identificados com as iniciais do paciente e data da
coleta e acondicionados em cartela prépria em temperatura ambiente. A seguir,
foram aspirados mais 5 mL de MO, sendo que, 2mL foram aspirados em seringa
de 5mL com EDTA e transferidos para tubos com EDTA destinados a
imunofenotipagem e, 3mL foram aspirados em seringa de 5mL heparinizadas e
tranferidos para tubos de heparina para analise citogenética. No D15 e D35 néo
foi coletado material para citogenética. Todo o material (tubos e cartela com
esfregacos), devidamente identificado, foi acondicionado em caixa de isopor em
temperatura ambiente e transportado, imediatamente ap6s a coleta, sob
responsabilidade do técnico de enfermagem, ao laboratério de marcadores
celulares FHEMOAM.

4.4.3 Puncao lombar

A puncado lombar foi realizada ao diagnéstico por profissional médico
anestesista, com intuito de realizar pesquisa de blastos no liquor 9. Foi coletado

2mL de liquor pela técnica da puncdo lombar descrita no anexo 9.5 (22

4.5 Processamento e andlise dos materiais biolégicos

4.5.1 Esfregacos de SP e MO

A coloracdo dos esfregacos de SP e MO foi realizada pelo método
convencional de May-Grinwald-Giemsa (MGG). O anexo 9.6 descreve o
procedimento técnico 9. A andlise morfolégica dos esfregacos de SP foi
realizada por médico hematologista pediatrico, sendo contabilizados os blastos
em 100 células ao diagnostico e no D8 para estratificacdo de risco. Na MO,
blastos foram contabilizados a cada 300 células ao diagnostico (definindo
leucemia aguda, segundo WHO, se contagem >25%) e nos D15 e D35, a fim de
estadiar a medula. (M1:<5%de blastos; M2:5-25% blastos e M3:>25% blastos)

(quadro 4) ©9),
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4.5.2 Amostras de SP e MO colhidas em EDTA

A amostra de SP coletada em EDTA no diagnostico e D8 foi submetida a
andlise automatizada de células, utilizando a plataforma ADIVIA®2120i, que
fornece o nuamero absoluto de leucocitos da amostra a fim de estratificar o
paciente segundo o protocolo GBTLI-2009 (quadro 4). Ademais, a amostra de SP

coletada em EDTA no D8 foi encaminhada para detec¢cdo de CF-DRM.

As amostras de MO coletadas em EDTA ao diagndstico foram
encaminhadas para realizagdo de imunofenotipagem a fim de classificar a
linhagem celular segundo a WHO e identificar o fen6tipo andmalo associado a

leucemia e, nos D15 e D35, para deteccédo de CF-DRM.

4.5.2.1 Imunofenotipagem ao diagnéstico de amostras de MO colhidas em
EDTA

A imunofenotipagem foi realizada por meio de AcMo marcados com
fluorocromos, que reconhecem epitopos especificos de antigenos celulares
presentes na superficie, citoplasma e nucleo das células, conforme implementado
em citbmetro de fluxo FACSCalibur Becton-Dickinson ©9. Os fluorocromos
utilizados foram o isotiocianeto de fluoresceina (FITC), ficoeritrina (PE),
aloficocianina (APC) e proteina clorofila peridinina (Percp) que, excitados pelo
laser do citdmetro, emitem luz com diferentes comprimentos de onda. A luz
refratada € captada por receptores e estes dados celulares (eventos) foram
processados e adquiridos em graficos ou dotplots, divididos em parametros de
fluorescéncia (FL1, FL2, FL3 e FL4) e parametros de dispersdo da luz que
refletem o tamanho celular e complexidade interna (FSC- forward scatter SSC-
side scatter respectivamente), possibilitando analise de populagbes celulares
especificas via software cell quest (figura 5). A populacdo celular de interesse
(blastos) apresenta pequeno tamanho e baixa complexidade e foi selecionada
para estudo por meio de um tracado conhecido como gate (figura 6) (33.59),
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Figura 5 - Representacao esquematica da citometria de fluxo. FL: parametro
de fluorescéncia; FSC:forward scatter; SSC: side scatter
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Figura 6- Representacéo grafica da aquisicdo em citometro de fluxo.

A: representacdo do grafico de tamanho (FSC) x complexidade (SSC), com a
regido de blastos em destaque (R1); B: representacdo do grafico (FL1) x
(FL2) com os marcadores CD10 negativo e CD19 positivo. O marcador é
considerado positivo quando os eventos encontram-se acima de 10!
(Fleury,2012)

Neste estudo, todo processamento das amostras para marcacéo celular
por imunofenotipagem dos antigenos de superficie celular, citoplasméaticos e
nucleares seguiu o procedimento técnico descrito no anexo 9.7 “¥%. Com o
objetivo de garantir qualidade, o CF foi calibrado através dos beads de calibragéo
e das configuragcbes do instrumento de analise (instruments settings) e os

reagentes foram adequadamente processados conforme anexo 9.7 (1559,
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Ao diagnéstico, conforme anexo 9.7, a amostra foi submetida a um amplo
painel de AcMo (Flow Citometry Kits BD) de triagem para determinar a linhagem
da populacédo celular de blastos, promovendo o diagndstico diferencial entre LLA
B, LLA T e Leucemia Miel6ide Aguda (LMA). O painel contempla marcadores de
linhagem linféide B (CD79, CD19, clgM) e T (cCD3, CD7) bem como linhagem
mieléide (MPO, CD13). O CD45, também presente no painel, € um marcador pan-
leucocitario fracamente expresso nos blastos, enquanto o CD34 € um marcador
de imaturidade, comumente presente nos blastos (%34 Para controle de
qualidade do painel, foi realizado um tubo controle negativo e em todos os tubos
foi acrescentando o isotipo controle IgG1 capaz de identificar reacdes antigeno-

anticorpo inespecificas 1534,

Nos casos em que o painel de triagem evidenciou LLA B, foi realizado um
painel complementar para sua respectiva subclassificacdo e determinagdo do
fenotipo andbmalo associado a leucemia, que foi utilizado no monitoramento da
DRM. Foram testados individualmente cada marcador anémalo (quadro 6) e
pesquisada sua expressao. Inicialmente, foram adquiridos 10.000 eventos e, nos
tubos com marcadores anémalos positivos, foram acrescentados os marcadores
CD10, CD34 e CD19 e, exclusivamente para estes tubos, foi realizada nova

aquisicdo sobrepondo a aquisigdo realizada isoladamente (anexo 9.7) (1518),

4.5.2.2 Pesquisa de DRM em amostras de MO (D15) e SP (D8) colhidas em
EDTA

Nessas fases do tratamento, hematogbnias sdo ausentes permitindo a
utilizacdo de painéis de anticorpos simplificados para pesquisar DRM. A inclusdo
do Syto 13, marcador celular de viabilidade, permitiu excluir células apoptoticas
da analise permitindo que a DRM fosse mensurada apenas no conjunto de células
viaveis. Isotipo controle 1gG 1 foi incluido com o objetivo de identificar reagfes
antigeno-anticorpo inespecificas (1534, Para deteccdo da DRM no D8 e D15 na
LLA B, conforme anexo 9.7, foi realizado um painel simplificado que pesquisa a
combinacdo simultdnea de CD10/CD19/CD34 como marcadores de DRM ja que

nao estao presentes simultaneamente na linfopoese normal. Visando garantir a
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qualidade da CF-DRM, foram prevenidos artefatos técnicos geradores de
resultados falso-positivos e falso-negativos, conforme anexo 9.7 (1518),

4.5.2.3 DRM de amostras de MO (D35) colhidas em EDTA

Nessa fase do tratamento, a MO estd em recuperacdo com uma
porcentagem significativa de hematogobnias, portanto, painéis mais robustos sao
necessarios para pesquisar DRM %, Para deteccdo da DRM no D35 na LLA B foi
realizado o procedimento descrito no anexo 9.7. O marcador anGmalo presente ao
diagnéstico foi pesquisado como marcador de DRM utilizando uma maéscara
previamente padronizada com o perfil de fluorescéncia dos marcadores andémalos

na MO normal para analise dos dados (1518),

4.5.3 Amostras MO colhidas em heparina

As amostras coletadas em heparina foram destinadas a anadlise
citogenética que foi realizada a partir de cultura de células da MO. As células
foram submetidas a acdo da enzima tripsina, que desnatura as proteinas
cromossOmicas, sendo incubadas a 37 °C, coradas posteriormente com Giemsa e
as imagens obtidas através da microscopia foram capturadas pelo software
Cytovision, com resultados expressos de acordo com as recomendacdes do ISCN

(Cytogenetic Nomenclature). A técnica esta descrita no anexo 9.6 80.48.73),

4.5.4 Liquor

A amostra de liquor foi encaminhada para contagem global de leucécitos e
hemacias realizada em camara de Fuchs-Rosenthal. Para exame morfoldgico,
200uL da amostra foram colocados em centrifuga modelo CT12 e centrifugados a
400 rpm por 4 minutos. O citospin resultante foi corado por MGG e realizado

exame morfolégico para contagem manual de blastos (22,
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4.6 Anélise Estatistica

Foram estimadas as frequéncias absolutas simples e relativas para os
dados categoricos e média e desvio-padréo (Dp) para os dados quantitativos. No
caso da rejeicdo da hipotese de normalidade por meio do teste de Shapiro-Wilk,
foi calculada a mediana para os dados quantitativos. Na comparacdo dos dados
categoricos foi aplicado o teste estatistico exato de Fisher. Na comparacao das
médias foram aplicados os testes t-student e Andlise de Variancia - ANOVA G.74).
Para andlise de correlacdo entre DRM e contagem manual de blastos foi utilizado
o coeficiente de correlacdo de Pearson. Foram incluidos no calculo de coeficiente
de correlagdo apenas os valores acima limite de sensibilidade da técnica
morfologica, a saber: 5%. O nivel de significancia dos testes estatisticos foi de 5%
(374, Os software utilizado na analise dos dados foram o programa Epi-Info versédo
7.1.4 para windows, que é desenvolvido e distribuido gratuitamente pelo CDC
(www.cdc.org/epiinfo), e o programa GraphPad Prism v 5.0.



http://www.cdc.org/epiinfo
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5 RESULTADOS

No periodo de janeiro de 2014 até janeiro de 2015 foram inseridos no
estudo 40 pacientes com idade entre 1-17 anos, diagnosticados com LLA B de
novo. As caracteristicas sociodemograficas da amostra estudada estdo descritas
na tabela 1. H4 um discreto predominio do género masculino comparado ao
feminino (1,3:1) com mediana de 3,5 anos de idade ao diagndstico. Houve ligeiro
predominio nas criangas de cor ndo branca comparado as de cor branca (1,3:1).
A maior parcela da casuistica foi composta por criancas naturais e procedentes
de Manaus (67,5%), em comparacdo com 32,5% dos demais municipios do
Amazonas. O grau de escolaridade materna foi bastante heterogéneo, ja que 50%
das mées apresentaram ensino médio completo e os 50% restantes estavam
distribuidas entre as categorias: nao alfabetizada (7,5%), fundamental incompleto
(25%), fundamental completo (7,5%) e médio incompleto (10%). A renda familiar

mensal variou entre 0-4 salarios minimos, com mediana de dois salarios minimos.

A tabela 2 descreve caracteristicas clinicas e laboratoriais da amostra.
Observa-se que, ao diagnéstico, 50 a 55% das criancas apresentaram
organomegalia (hepatomegalia e/ou esplenomegalia) e 42,5%, adenomegalias.
No hemograma inicial, a série vermelha apresentou média de hematdcrito de
25,2% + 4,9 e média de hemoglobina de 8,3g/dL + 1,7. A série plaguetaria
apresentou mediana de 38.500 plaquetas/mm? e, a série branca, mediana de
9.485 leucdcitos/mm3. Ao diagndstico, 80% dos pacientes apresentaram
leucometria abaixo de 50.000 leucécitos/mm? versus 20% com leucometria acima
de 50.000. A pesquisa de blastos no liquor foi positiva em 5% dos pacientes e
95% néao apresentaram infiltracdo em SNC. LLA B comum foi o imunofendtipo de
100% dos pacientes, dos quais, 87,5% apresentaram fenotipo anémalo para
pesquisa de CF-DRM. Entre eles, 57,1% tinham padréo anémalo por intensidade
de fluorescéncia (CD58 forte; CD45 negativo e CD38 fraco) e 42,9% por
infidelidade de linhagem (CD66¢ positivo e CD33 positivo). Ademais, a tabela 2
expressa o0s resultados da avalicdo citogenética, limitados pela auséncia de

metafase em 40% da amostra. Entre os pacientes com metafase presente, 70,8%
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apresentaram cariétipo normal. A hiperploidia, alteracdo de bom prognéstico, foi

observada em 20,8% e 8,4% apresentaram t(9;22), de mau progndstico.

Tabela 1. Distribuicdo segundo a frequéncia do perfil socioeconémico,

etario, cor, género, naturalidade e procedéncia das criangcas portadoras de

LLA, Manaus - AM.

Variaveis (n = 40) fi %
Género
Feminino 17 425
Masculino 23 57,5
Idade
<9 anos 30 75,0
=9 anos 10 25,0
Mediana 3,5
Raca/Cor
Branca 17 42,5
N&o branca 23 57,5
Naturalidade
Manaus 27 67,5
Demais municipios do Amazonas 13 32,5
Procedéncia
Manaus 27 67,5
Demais municipios do Amazonas 13 32,5
Escolaridade da Méae
Néao alfabetizada 3 7,5
Fundamental incompleto 10 25,0
Fundamental completo 3 7.5
Médio incompleto 4 10,0
Médio completo 20 50,0
Renda familiar (Salarios Minimos)
0--1 12 30,0
1]--2 14 35,0
2|--3 21 52,5
3|4 3 7,5
Mediana 2,0

fi= frequéncia absoluta simples.
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Tabela 2. Distribuicdo segundo a frequéncia das caracteristicas clinicas e

laboratoriais das criancas portadoras de LLA, Manaus - AM.

Variaveis (n = 40) fi %
Hepatomegalia 22 55,0
Esplenomegalia 20 50,0
Adenomegalia 17 42,5
Leucdcitos iniciais
< 50.000 leucécitos/mm? 32 80,0
> 50.000 leucocitos/mm? 8 20,0
Mediana 9.485
HTC (%)
Média + Dp 252+49
HB
Média + Dp 8,3+1,7
PLT
Mediana 38.500
Liquor
Alterado 2 5,0
Normal 38 95,0
Imunofendtipo
LLA B comum 40 100,0
Fendtipo andmalo
Ausente 5 12,5
Presente 35 87,5
CD58 forte 15/35 42,9
CD66c positivo 13/35 37,2
CD45 negativo 4/35 11,4
CD33 positivo 2/35 57
CD38 fraco 1/35 2.8
Citogenética
Metafase ausente 16 40,0
Metéafase presente 24 60,0
Hiperploidida 5/24 20,8
t(9;22) 2/24 8,4
Sem alteracdes 17/24 70,8

fi= frequéncia absoluta simples.
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A tabela 3 retrata a estratificacdo de risco de recaida ao diagnostico,
utilizando os critérios do protocolo GBTLI, com suas variaveis. Destaca-se que
31,25% dos pacientes apresentaram de forma combinada duas ou mais variaveis

definidoras de alto risco.

Tabela 3. Distribuicdo segundo a frequéncia da estratificacdo de risco de

recaida ao diagnostico das criancas portadoras de LLA, Manaus - AM.

Variaveis (n = 40)

fi

%

Diagnéstico

Baixo Risco (BR) 24 60,00

Alto Risco (AR) 16 40,00
Idade 7/16 43,75
Leucocitos 4/16 25,00
Idade + Citogenética 1/16 6,25
Idade + Leucdcitos 1/16 6,25
Leucdcitos + Liquor 1/16 6,25
Leucécitos + Citogenética 1/16 6,25
Idade+ Leucécitos + Liquor 1/16 6,25

fi= frequéncia absoluta simples

Todos os pacientes foram avaliados quanto a presenca de fendtipo
andmalo associado a leucemia. Entre eles, 35 (87,5%) apresentaram fendtipo
anbmalo ao diagndstico. No D8, dos 40 pacientes, 35 (87,5%) foram avaliados
com pesquisa de CF-DRM e contagem manual de blastos, enquanto 5 pacientes
(12,5%) tiveram amostras insuficientes para pesquisa de CF-DRM, sendo
avaliados apenas pela contagem manual de blastos nesse momento. No D15, os
40 pacientes (100%) foram avaliados com pesquisa de CF-DRM e contagem
manual de blastos. No intervalo entre D15 e D35 ocorreram 6 6bitos (15%), sendo
possivel o seguimento de 34 pacientes (85%) da amostra inicial. No D35, dos 34
pacientes, 29 (85,3%) foram avaliados com pesquisa de CF-DRM e contagem
manual de blastos, enquanto 5 (14,7%) foram avaliados apenas com contagem
manual de blastos, devido a auséncia de fenétipo anémalo para pesquisa de CF-
DRM. A figura 7 sintetiza esquematicamente essas etapas com 0S Sseus

resultados .
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Figura 7- Fluxograma dos pacientes durante a terapia de inducéo
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A figura 8 expressa a comparagao entre a contagem manual de blastos e o
resultado da CF-DRM para D8, D15 e D35. No D8, dos 40 pacientes, 35 (87,5%)
foram avaliados com pesquisa de CF-DRM e 5 pacientes (12,5%) tiveram
amostras insuficientes para essa metodologia de andlise. Surpreendentemente,
apesar de todos os pacientes apresentarem <1.000 blastos/mm? pela contagem
manual, os niveis de DRM no D8 foram muito variados: mais da metade dos
pacientes (68,6%) apresentaram niveis intermediarios de DRM (20,01 - <10%);
20% altos niveis (210%) e 11,4% DRM negativa (0,01%). No D15, ressalta-se
que aproximadamente metade dos pacientes apresentaram MO M1 (47,5%)
enquanto os demais apresentaram percentual de distribuicdo semelhante para
medula MO M2z (25%) e MO Ms (27,5%). Entre os pacientes classificados como
MO M1 no D15, 68,4% ainda apresentaram DRM em niveis intermediarios e
31,6% apresentaram DRM negativa. Entre os pacientes MO M2 no D15, a
distribuicdo do resultado da DRM foi mais heterogénea, com 60% dos pacientes
apresentando DRM em niveis intermediarios e 40% altos niveis. No caso dos
pacientes classificados como MO M3 no D15, 100% apresentaram DRM em altos
niveis. No periodo entre D15 e D35 ocorreram seis 6bitos com maior frequéncia
proporcional no grupo MO M3 (18%), seguido de MO M1 (15,8%) e MO M2 (10%).
Todos os 34 pacientes sobreviventes apresentaram MO Mi no D35, porém, 5
pacientes (14,7%) ndo puderam ser avaliados por CF-DRM nesse momento,
devido auséncia de fenétipo andbmalo. Entre os 29 pacientes avaliados pelas duas
metodologias no D35, 62,1% apresentaram DRM negativa e 37,9% ainda
apresentaram DRM em niveis intermediarios, apesar da completa remissdo

morfologica.

A figura 9 sintetiza a distribuicdo segundo a frequéncia de DRM no D8, D15
e D35. As figuras 10, 11 e 12 retratam a correlacdo entre o resultado da CF-DRM
e sua respectiva contagem manual de blastos. Note correlagdo satisfatoria nas
amostras com mais de 5% de linfoblastos detectaveis na contagem manual.
Discrepancias entre avaliagdo morfolégica e CF-DRM ocorreram em amostras

contendo 1-5% de linfoblastos na contagem manual.
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Figura 8- Fluxograma da contagem manual de blastos e CF-DRM
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68,6

D8 (n = 35) D15 (n = 40) D35 (n = 29)

m<0,01% m0,01%|- 10,0% m=10,0%

Figura 9- Distribuicdo segundo a frequéncia do DRM no D8, D15 e D35
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Figura 10- Correlacao entre contagem manual de blastos e CF-DRM no D8.
Coeficiente de correlacao (r) de Pearson com os dados de amostras com %

de blastos na contagem manual acima de 5%.
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Figura 11- Correlacao entre contagem manual de blastos e CF-DRM no D15.
Coeficiente de correlacao (r) de Pearson com os dados de amostras com %

de blastos na contagem manual acima de 5%.
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Figura 12- Correlacao entre contagem manual de blastos e CF-DRM no D35.
Coeficiente de correlagéo (r) de Pearson com os dados de amostras com %

de blastos na contagem manual abaixo de 5%.
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As figuras 13 e 14 retratam a aplicacdo desses resultados na re-
estratificacdo de risco, conforme GBTLI-2009. Nota-se, na figura 13, que todos o0s
pacientes inicialmente classificados como baixo risco foram re-estratificados no
D8 em respondedores rapidos, por apresentarem contagem manual de blastos
em SP <1.000 blastos/mm3. No D15, somando o percentual de pacientes MO M1
(41,6%) e MO M2 (33,4%), observamos que, em 75% dos pacientes, a real re-
estratificacdo de risco soO foi possivel com base na associacédo dos resultados da
contagem manual de blastos e CF-DRM. Observa-se que 80% dos pacientes MO
M1 apresentaram niveis intermediarios de DRM, sendo re-estratificados em baixo
risco intermediario, e apenas 20% apresentou DRM negativa, sendo re-
estratificados em baixo risco verdadeiro. Ademais, apesar de 37,5% dos
pacientes apresentarem MO M2 no D15, os niveis de DRM nesses pacientes
foram 210%, modificando sua estratificagéo de risco para alto risco respondedor
lento. Os 62,5% restantes dos pacientes MO M2 apresentaram niveis
intermediarios de DRM, mantendo-se no grupo baixo risco, porém, sendo re-
estratificados em baixo risco intermediario. No que tange aos pacientes MO M3 no
D15, todos apresentaram DRM em niveis 210%, sendo re-estratificados em alto
risco respondedor lento. No periodo entre D15 e D35, dois ébitos ocorreram no
grupo de pacientes que foram re-estratificados como baixo risco intermediario e
trés Obitos no grupo de pacientes re-estratificados como alto risco respondedor
lento. No D35 todos o0s sobreviventes evoluiram para completa remissao

morfologica (MO Mz1), mantendo suas re-estratificacdes de risco.

Na figura 14, observa-se que todos os pacientes inicialmente classificados
como alto risco foram re-estratificados no D8 em respondedores rapidos, por
apresentarem contagem manual de blastos em SP <1.000 blastos/mm?3. No D15,
somando o percentual de pacientes MO M: (56,2%) e MO M2 (12,5%),
observamos que, em 68,7% dos pacientes, a real re-estratificagdo de risco so6 foi
possivel com base na associa¢do dos resultados da contagem manual de blastos
e CF-DRM. Observa-se que 55,5% dos pacientes MO Mi apresentaram niveis
intermediarios de DRM, sendo re-estratificados em alto risco respondedor rapido,
e 44,5% apresentou DRM negativa, sendo também re-estratificados em alto risco

respondedor rapido. Ademais, apesar de 50% dos pacientes apresentarem MO
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Mz no D15, os niveis de DRM nesses pacientes foram =210%, modificando sua
estratificacdo de risco para alto risco respondedor lento. Os 50% restantes dos
pacientes MO Mz apresentaram niveis intermediarios de DRM mantendo-se no
grupo alto risco, porém, sendo re-estratificados em alto risco respondedor lento.
No que tange aos pacientes MO Ms no D15, todos apresentaram DRM em niveis
210% sendo re-estratificados em alto risco respondedor lento. No periodo entre
D15 e D35 um 6bito ocorreu no grupo de pacientes que foi re-estratificado como
alto risco respondedor rapido. No D35 todos os sobreviventes evoluiram para
completa remissdo morfolégica (MO Mz1), mantendo suas re-estratificacbes de

risco.

Com o objetivo de detalhar o comportamento dos diferentes niveis de DRM
durante a terapia de inducdo, a figura 15 esquematiza o0 seguimento dos
pacientes descrevendo, isoladamente, o resultado da CF-DRM. Os pacientes que
no D8 apresentaram DRM negativa evoluiram no D15 e D35 com manutencdo da
DRM negativa. O seguimento da parcela de pacientes com niveis intermediarios
de DRM no D8 revelou que, no D15, 50% mantinha DRM em niveis
intermediarios; 37,5% em altos niveis e, em apenas 12,5%, a DRM foi negativa.
Para os pacientes com altos niveis de DRM no D8, 71,4% mantiveram altos niveis
no D15; 28,5% niveis intermediarios e nenhum paciente apresentou DRM

negativa no D15.

As figuras 16 e 17 avaliam o potencial impacto da CF-DRM no D8 como
parametro precoce de estratificacdo de risco para pacientes inicialmente baixo e
alto risco, respectivamente. A analise teve como principio a comparagao entre os

niveis de CF-DRM no D8 com os grupos de risco do D15.

Nota-se, na figura 16, que todos os pacientes re-estratificados no D15 em
baixo risco intermediario (BRI) e alto risco (AR) apresentaram CF-DRM positiva
no D8. Uma limitagcdo desta analise foi o baixo numero de individuos classificados
como baixo risco verdadeiro (n = 2), que limitou o poder estatistico. A expansao

deste numero é fundamental para se confirmar o efeito observado.
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Na figura 17, observe que todos os pacientes re-estratificados no D15 em
respondedores rapidos apresentaram no D8 CF-DRM em niveis <1%, enquanto
que, pacientes re-estratificados no D15 em respondedores lentos apresentaram
niveis de CF-DRM 21% no D8.

A tabela 4 analisa a associa¢cédo do resultado da CF-DRM no D8, D15 e
D35 com parametros clinicos e laboratoriais do diagnostico. Note que essa
analise explorou a ocorréncia de diferenca estatistica ao nivel de 5% de
significancia entre os parametros descritos e a positividade (20,01%) ou
negatividade (<0,01%) da DRM. Observe que, em nossa casuistica, houve
diferenca estatistica apenas para leucometria e resultado da DRM no D8 e D15.
Curiosamente, pacientes com leucometria inicial menor que 50.000

leucécitos/mm?3 apresentaram maior frequencia de DRM positiva no D8 e D15.
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Tabela 4. Distribuicdo segundo a frequéncia do género, idade e leucdcitos

em relacdo ao DRM no D8, D15 e D35 das criangas portadoras de LLA,

Manaus - AM.
DRM - D8 DRM - D15 DRM - D35
Variaveis (n = 35) (n = 40)
<001 2001% " <001 2001% " P
Género 0,419 0,649 0,148
Feminino 1 (25,0) 14 (45,2) 3(42,9) 14 (42,4) 5(27,8) 6 (54,5)
Masculino 3 (75,0) 17 (54,8) 4 (57,1) 19 (57,6) 13 (72,2) 5 (45,5)
Idade (anos) 0,674 0,471 0,283
<9 3 (75,0) 22 (71,0) 6 (85,7) 24 (72,7) 13 (72,2) 6 (54,5)
>9 1(25,0) 9 (29,0) 1(14,3) 9(27,3) 5(27,8) 5 (45,5)
Leucometria 0,019 0,002 0,592
<50.000 1(25,0) 27 (87,1) 2 (28,6) 30 (90,9) 14 (77,8) 9 (81,8)
>50.000 3(75,0) 4(12,9) 5(71,4) 3(9,1) 4(22,2) 2(18,2)

* Teste exato de Fisher.

Valor de p em negrito italico indica diferencga estatistica ao nivel de 5% de significancia.
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6 DISCUSSAO

A rapidez com que os blastos leucémicos séo eliminados apés o inicio do
tratamento e o nivel de doenca residual no final da inducao estdo associados com
os resultados a longo prazo. Estudos revelam que o valor prognéstico da
pesquisa de DRM por CF ou técnicas moleculares pode ser superior a outros
critérios clinicos e laboratorias tradicionalmente utilizados na estratificacdo de
risco (22024284171)  Em nosso estudo, avaliamos a distribuicdo segundo a
frequéncia de género, idade e leucécitos em relacdo a negatividade (<0,01%) ou
positividade (=0,01%) da CF-DRM no D8, D15 e D35. Observamos que houve
diferenca estatistica apenas para leucometria e resultado da CF-DRM no D8 e
D15. Curiosamente, pacientes com leucometria inicial <50.000 leucécitos/mm?3
apresentaram maior frequéncia de DRM positiva no D8 e D15 (tabela 4). Tal
resultado ndo € compativel com outras séries e pode ser fruto de distor¢cédo
estatistica devido o tamanho limitado da amostra ou efeito biol6gico desconhecido

cuja investigacdo merece estudos futuros.

A deteccgdo de blastos residuais através da analise morfolégica também é
um importante fator progndstico, porém, limitado pela sensibilidade da técnica e a
dificil distincdo entre linfoblatos e precursores linféides imaturos normais
(hematogonias) 171824, Nosso estudo verificou que contagens manuais com até
5% de blastos em SP no D8 ou em MO no D15 e D35 ndo apresentaram
correlagcdo com o resultado da CF-DRM, devido a limitacdo da sensibildade da
avaliacdo morfologica. Houve correlacédo entre contagem de blastos e DRM em
dois momentos: amostras com mais de 5% de blastos em SP no D8 (figura 10)
apresentaram moderada correlacéo (r=0,54; p=0,0008) e amostras de MO no D15
(figura 11) apresentaram forte correlagdo com o resultado da CF-DRM (r= 0,91,
p<0,0001). No D15, a correlagao entre contagem manual de blastos e CF-DRM
esta compativel com outras séries e reforca a importancia da pesquisa DRM para
0s pacientes em completa remissdo morfoldgica (MO < 5% de blastos), pois
nestes casos a correlacdo entre as duas metodologias € minima ou inexistente
(2527) No que se refere ao D8, apesar da correlacdo entre o percentual da

contagem manual de blastos e CF-DRM ser moderada em amostras com mais de
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5% de blastos, é importante ressaltar que, em numero absoluto, todos os
pacientes apresentaram menos de 1000 blastos/mm3 por ambos os métodos.
Dessa forma, essa analise de correlacdo permite inferir que a CF-DRM no D8 nao
modificaria a re-estratificacdo de risco dos pacientes utilizando como critério o
namero absoluto de blastos, mas proporcionaria um refinamento da resposta
terapéutica com base em intervalos de DRM cuja sensibilidade poderia justificar

sua aplicacdo na re-estratificacdo de risco, como ja ocorre em alguns protocolos
(13,53,67)

No D8, o parametro utilizado para re-estratificacdo de risco, na maioria dos
protocolos de tratamento, é o valor absoluto de blastos %5257, Em nossa
casuistica, apesar de todos os pacientes apresentarem <1.000 blastos/mm3 em
SP e, portanto, terem sido re-estratificados em respondedores rapidos, mais da
metade dos pacientes (68,6%) apresentaram niveis intermediarios de DRM (=0,01
- <10%); 20% altos niveis (210%) e 11,4% DRM negativa (<0,01%). No
seguimento, os pacientes que no D8 apresentaram DRM negativa evoluiram no
D15 e D35 com manutencdo da DRM negativa. O acompanhamento da parcela
de pacientes com niveis intermediarios de DRM no D8 revelou que, no D15, 50%
mantinha DRM em niveis intermediarios; 37,5% em altos niveis e, em apenas
12,5%, a DRM foi negativa. Para os pacientes com altos niveis de DRM no D8,
71,4% mantiveram altos niveis no D15; 28,5% niveis intermediarios e nenhum
paciente apresentou DRM negativa no D15 (figura 15). A analise decritiva desses
resultados parece revelar a pesquisa de CF-DRM no D8 como metolologia de

refinamento da estratificacéo de risco.

Nesse sentido, os protocolos do COG ja incluem a pesquisa de CF-DRM
no D8 como critério de re-estratificacdo de grupo de risco de recaida da seguinte
forma: pacientes estratificados ao diagndstico com baixo risco que apresentarem
no D8 DRM negativa (<0,01%) mantiveram sua estratificacdo em baixo risco;
aqueles com niveis de DRM 20,01 - <1% serdo re-estratificados em baixo risco
intermediario, e niveis 21%, em alto risco. Os pacientes que ao diagndstico forem
estratificados como baixo risco intermediario, devido auséncia de alteracdes

genéticas de bom prognéstico, manterdo sua estratificacdo de risco se DRM
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presente em niveis <1%, niveis de DRM 21% re-estratificam o paciente em alto
risco. Os pacientes ja estratificados como alto risco ou muito alto risco ao

diagndstico, ndo sofrerdo re-estratificacdo no D8 (13:53),

Aplicando-se o conceito do COG para os pacientes inicialmente baixo risco
de nossa amostra, teriamos, jA no D8, 68,4% dos pacientes re-estratificados
como alto risco (DRM 21%), 31,5% em baixo risco intermediario (DRM 20,01 -
<1%) e 5,2% mantendo sua estratificacdo em baixo risco (DRM <0,01%).
Interessante observar que o grupo de pacientes que apresentou no D8 DRM em
niveis 21% se comportou da seguinte forma no D15: 53,8% apresentou niveis de
DRM 20,01 - <10% sendo re-estratificado como baixo risco intermediario e 46,1%
apresentou niveis de DRM 210% sendo reestratificado em alto risco. No grupo de
pacientes que apresentou no D8 DRM 20,01 - <1%, 50% foi re-estratificado no
D15 em baixo risco intermediario (DRM 20,01 - <10%); 33,3% foi re-estratificado
em alto risco (DRM 210%) e 16,6% em baixo risco verdadeiro (DRM <0,01%). Os
pacientes que apresentaram DRM negativa (<0,01%) no D8, mantiveram niveis

de DRM negativa no D15 sendo estratificados em baixo risco verdadeiro.

Nesse contexto, em nossa limitada casuistica, observamos que todos os
pacientes inicialmente baixo risco que apresentaram CF-DRM positiva no D8
sofreram re-estratificacdo de risco no D15 para grupos intermediarios ou de alto
risco. Em contraste, todos os pacientes inicialmente baixo risco que apresentaram
CF-DRM negativa no D8 foram re-estratificados no D15 em baixo risco
verdadeiro. Portanto, a pesquisa de CF-DRM no D8, parece predizer com maior
refinamento a evolucdo dos resultados da CF-DRM no D15 para pacientes
inicialmente baixo risco quando comparada a contagem manual de blastos,
possibilitando identificar mais precocemente o0s pacientes que sofrerdo re-
estratificacdo de risco para grupos intermediarios ou de alto risco. Contudo, a
utilizagcdo dos parametros do COG para definir risco no D8 ndo permitiu a
distingdo entre os grupos que no D15 foram re-estratificados em baixo risco
intermediario e alto risco (figura 16). Uma limitacdo desta andlise € o baixo

namero de individuos classificados como baixo risco verdadeiro (n = 2), que
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limitou o poder estatistico. A expansdo deste numero é fundamental para se

confirmar o efeito observado.

Avaliamos também o comportamento da CF-DRM no D8 para os pacientes
inicialmente alto risco. Todos o0s pacientes re-estratificados no D15 em
respondedores rapidos apresentaram no D8 CF-DRM em niveis <1%, enquanto
que, pacientes re-estratificados no D15 em respondedores lentos apresentaram
niveis de CF-DRM 21% no D8. Os resultados sugerem que niveis de CF-DRM
21% no D8 podem identificar precocemente os pacientes alto risco que seréo re-

estratificados em respondedores lentos no D15 (figura 17).

Portanto, nosso estudo aponta o potencial da CF-DRM no D8 para
reconhecer grupos de pacientes que sofrerdo re-estratificacdo de risco mais
tardiamente no protocolo GBTLI-2009, podendo oferecer uma oportunidade para
intensificagdo terapéutica mais precoce. Esse efeito foi evidenciado mais
claramente para pacientes alto risco ao diagndéstico, ndo sendo possivel avaliar a
importancia da CF-DRM no D8 para pacientes baixo risco ao diagnostico devido
ao numero limitado de pacientes no grupo baixo risco verdadeiro. Nesse contexto,
estudos futuros com amostras maiores sdo necessarios no sentido de comparar o
resultado da DRM nesse momento com a contagem manual de blastos em SP,
com vistas a uma possivel incorporacdo da deteccdo de CF-DRM no D8 como

critério de re-estratificacdo de risco para o protocolo brasileiro.

No protocolo GBTLI-2009, o monitoramento da CF-DRM com o objetivo de
re-estratificacdo de risco no D15 ja é bem estabelecido. Observamos em nossa
amostra que, no D15, a aplicacdo do resultado da CF-DRM foi fundamental para
re-estratificacdo de risco dos pacientes cuja analise morfologica foi compativel
com MO M1 e MO Mz (figura 13 e figura 14). A vantagem adicional da CF-DRM em
pacientes classificados como MO Mi pode ser explicada pela limitacdo da
avaliacdo morfologica, cuja sensibilidade compromete a deteccdo de blastos
residuais em pacientes com menos de 5% na contagem manual @823, No caso
dos pacientes classificados como MO M2, observamos que todos os pacientes

apresentaram CF-DRM positiva do D15, porém, com ampla variacdo nos niveis
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de positividade. Portanto, acreditamos que a vantagem adicional da CF-DRM para
0s pacientes classificados como MO M2 se justifique por proporcionar melhor
refinamento da estratificacdo de risco com base nos intervalos de positividade de
DRM. Por outro lado, para os pacientes classificados como MO Ms o resultado da
CF-DRM no D15 ndo apresentou vantagem adicional comparado a avaliacdo
morfolégica, provavelmente porque contagens manuais superiores a 25% de
blastos na MO invariavelmente se correlacionam com altos niveis de CF-DRM

(210%) e, portanto, sdo concordantes na re-estratificagéo de risco.

Utilizando a pesquisa de CF-DRM no D35 observamos que apesar de
todos o0s pacientes de nossa amostra apresentarem completa remisséo
morfolégica (MO Mzi), 37,9% apresentaram CF-DRM positiva em niveis 20,01 até
2,4% (figura 8). Esse resultado, apesar de relevante, ndo foi utilizado na re-
estratificacdo de risco dos nossos pacientes ao término da inducgdo, ja que o
protocolo GBTLI-2009 preconiza a re-estratificagdo de risco no D35 com base na
pesquisa de PCR-DRM, cuja vantagem adicional € a maior sensibilidade da
técnica 69, Contudo, ha uma boa correlagdo entre CF-DRM e PCR-DRM quando
DRM presente em niveis 20,01% (83763 Nesse sentido, a CF-DRM contribuiu
com a identificacdo de 37,9% dos pacientes de nossa amostra que mantiveram
DRM positiva em niveis 20,01 até 2,4% ao término da indugdo apesar da
completa remissdo morfologica. Tal resultado revela a CF-DRM como potencial
metodologia de andlise para re-estratificacdo de risco, com vantagem adicional

comparada a morfologia em locais onde a pesquisa de PCR-DRM nao esta

implantada.

Esses dados apontam a relevancia da inclusao do resultado da pesquisa
de DRM na estratificacdo de risco durante a terapia de inducéo, porém, o custo
operacional da técnica pode se tornar um fator limitante 7", Em nosso estudo, a
pesquisa de DRM foi realizada por CF utilizando um painel limitado de anticorpos
com custo relativamente baixo que foi aplicavel em 87,5% dos pacientes. Esta
frequéncia de imunofenadtipos aberrantes € semelhante ao que foi reportado em

outras séries (1823, 27),
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Nesse contexto, o presente estudo contribuiu com a padronizacdo da
pesquisa de CF-DRM na FHEMOAM, avaliando sua aplicacdo na estratificacao
de risco de recaida em nossa regido. Os pacientes de baixo risco puderam ser
enquadrados em programa de tratamento menos agressivo, reduzindo eventuais
sequelas relacionadas a quimioterapia e permitindo economizar com os custos de
internacdo e medicamentos. Além disso, com base no monitoramento da DRM, os
pacientes de alto risco receberam tratamento intensificado com vistas a
diminuicdo das taxas de recaida e, consequentemente, custos para o sistema de
saude. Uma relevante contribuicdo para a comunidade cientifica foi o
fornecimento de dados sobre o resultado da avaliagdo de DRM em estagios muito
precoces do tratamento (D8), questdo ainda ndo consensual na literatura.

Em resumo, essa foi a primeira pesquisa sobre doenca residual minima em
criangas com leucemia realizada no Estado do Amazonas, contribuindo para
melhor compreensdo da heterogeneidade da doenca nesta regido, bem como
para busca da melhor decisdo terapéutica que possa influir positivamente no

progndstico e sobrevida das criancas atendidas nesta Instituicao.
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7 CONCLUSOES

e Leucometria inicial <50.000 leucécitos/mm? apresentou associacdo
estatisticamente significante com DRM positiva no D8 (p=0,019) e D15
(p=0,002).

e Houve correlagéo entre contagem manual de blastos e o resultado da CF-
DRM em amostras com mais de 5% de blastos do D8 (r= 0,54 ; p=0,0008)
e D15 (r=0,91; p<0,0001).

e A aplicacdo do resultado da CF-DRM permitiu a re-estratificacdo de risco
dos pacientes cuja analise morfoldgica foi compativel com MO M1 e MO M2
no D15.

e A pesquisa de CF-DRM no D8 permitiu reconhecer grupos de pacientes
que sofreriam re-estratificacdo de risco mais tardiamente no protocolo
GBTLI-2009. No caso dos pacientes inicialmente alto risco os resultados
sugerem que niveis de CF-DRM 21% no D8 podem identificar
precocemente o0s pacientes que seréo re-estratificados em respondedores
lentos no D15 (p=0,0097).

e A pesquisa de CF-DRM no D35 foi capaz de detectar uma parcela de
pacientes com DRM positiva apesar da completa remissdo morfoldgica,
podendo se tornar uma alternativa em locais onde a pesquisa de PCR-

DRM néo esta implantada.
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9.1 TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE ESCLARECIDO

Convidamos o (a) Sr (a) para participar da Pesquisa: Estudo da doenca residual
minima e sua relacdo com critérios de estratificacdo de risco em leucemia linféide
aguda na infancia, sob a responsabilidade do pesquisador (a) Thais Ditolvo da Costa
Salina , a qual pretende detectar a presenca de doenca residual minima em criangas com
leucemia linféide aguda. Sua participacdo € voluntaria e se dara por meio de permitir a
coleta de sangue periférico e aspirado da medula 6ssea (mielograma), realizado em sala
de procedimento por profissional de salde capacitado e sua amostra sera encaminhada
para o laboratério da FHEMOAM.Os riscos decorrentes de sua participacdo ha pesquisa
sao referentes ao procedimento da coleta da amostra e incluem sangramento excessivo,
dor e/ou infecgdo no local da pungdo. Se houver tais complicagdes, serdo oferecidos
suporte e tratamento na FHEMOAM. Se o (a) Sr (a) aceitar participar, estara fornecendo
dados para publicagdo em periddicos cientificos que contribuirdo para o entendimento da
doenca e consequente melhoria no tratamento. Se for detectada doenca residual minima,
o (@ Sr (a) serd comunicado sobre o resultado dos exames e receberd o
acompanhamento na FHEMOAM.O (A) Sr (a) tem o direito e a liberdade de retirar seu
consentimento de participacdo em qualquer fase da pesquisa, seja antes ou depois da
coleta dos dados, independente do motivo e sem nenhum prejuizo a sua pessoa, pois
continuara recebendo o acompanhamento e tratamento para a doenca. O (a) Sr (a) ndo
terd nenhuma despesa e também néo recebera nenhuma remuneracao. Os resultados da
pesquisa serdo analisados e publicados, mas sua identidade ndo sera divulgada, sendo
guardada em sigilo. Para qualquer outra informacdo, o (a) Sr (a) poderd entrar em
contato com o pesquisador no endereco : Av. Constantino Nery, 4397, Chapada - 69050-
002 - Manaus, AM , pelo telefone (92) (3655-0100). Em menores de idade, o estudo s6
serd realizado mediante autorizacdo de seu responsavel legal. Consentimento Pds—

Informagcéo Eu, , fui informado sobre o que o

pesquisador quer fazer e porque precisa da minha colaboragéo, e entendi a explicagéo.
Por isso, eu concordo em participar do projeto (ou permitir que o (a) menor

participe), sabendo que ndo vou ganhar nada e que posso

sair quando quiser. Este documento € emitido em duas vias que serdo ambas assinadas
por mim e pelo pesquisador, ficando uma via com cada um de nos.
Data: / /

Assinatura do participante

Assinatura do Pesquisador Resp Impressao do dedo polegar, caso ndo saiba assinar
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9.2 FICHA CLINICA DO PACIENTE

Y Fundogo
9 Hormulologly
& Homakorapkl
L 4 AM@Ong

LABORATORIO DE MARCADORES CELULARES

ESTUDO DA DOENGA RESIDUAL MINIMA E SUA RELACAO COM
CRITERIOS DE ESTRATIFICAGAO DE RISCO DE LEUCEMIA LINFOIDE
AGUDA NA INFANCIA

Reg lab: Data: Peso: Atura: SC:
Nome: Idade: Sexo:

Renda familiar mensal:__ Escolaridade materna:

DN: Local nasc.: Proc.: Cor:

HD:

1. AO DIAGNOSTICO:

Estratificacdo de Risco:

Grupo Etério: ( )21e<9 ( )<1e29;Infiltracdo SNC: ( ) Presente ( ) Ausente;

WBC ao diagnostico () <50.000 () >50.000;

Citogenética de risco: ( )Presente ( )Ausente

Imunofenotipagem:

2. BLASTOS NO D8 DATA: / /

ESTRATIFICACAO DE RISCO:

CONCLUSAO:

() <1000 blastos () >1000 blastos

CITOMETRIA: ESTRATIFICACAO DE RISCO:

3. DRM D15:

DATA: / / ESTRATIFICACAO DE RISCO:

MO: (  )M1:<5% de blastos ( )M2:5-25% ( )M3>25%

RESULTADO DRM:

4. DRM D35:

DATA: / / ESTRATIFICACAO DE RISCO:

MO: ( )M1: <5% de blastos ( )M2:5-25% ( ) M3>25%

RESULTADO DRM:
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9.3 FLUXOGRAMA DA COLETA DOS MATERIAIS BIOLOGICOS

PREPARO DO MATERIAL
PARA COLETA DE LIQUOR
(DIAGNOSTICO)

e Material para anestesia
local
e Seringade 5 mL
e Agulhas de puncao
liquorica:
-40x7 ou 40x 8 (<5 anos) e 80x8
ou 100x10 (>5anos) scalps 21 e
23 para recém nascido (RN)

-

LIQUOR (DIAGNOSTICO)

Coletar 2 mL de liquor em frasco esteéril
para avaliacdo morfolégica (contagem
manual de blastos)

PREPARO DO MATERIAL
PARA COLETA DE SANGUE
PERIFERICO

(DIAGNOSTICO e D8)

e Seringade 5mL
e Laminas limpas para
esfregaco
e Material pra antissepsia
e Agulhas de puncao
venosa:
- Scalps 21 e 23 ou puncéo a
Vacuo

-

SP (DIAGNOSTICO)

e Realizar trés esfregacos de SP para
avaliacdo morfoldgica (contagem
manual de blastos)

e Coletar 4mL de SP em seringa
seca e colocar em tubos com EDTA
para avaliacdo da leucometria inicial

SP (D8)

e Realizar trés esfregacos de SP para
avaliacao morfolégica (contagem
manual de blastos)

e Coletar 4mL de SP em seringa
seca e colocar em tubos com EDTA
para pesquisa de DRM

PREPARO DO MATERIAL
PARA COLETA DE
MIELOGRAMA

(DIAGNOSTICO, D15 e D35)

e Material para anestesia
local e antissepsia
e Seringa de 5 ou 20 mL
e Laminas limpas para
esfregaco
e Agulhas de mielograma :
- 18x04cm para lactentes e pré-
escolares

-16x7,5cm para escolares e

adnlacrantac

-

MO (DIAGNOSTICO)

e Realizar quatro esfregacos de MO
para avalicao morfolégica
(contagem manual de blastos)

e Coletar 2mL de MO em seringa com
EDTA e colocar em tubos com
EDTA para imunofetotipagem

e Coletar 3mL de MO em seringa
heparinizada e e colocar em tubos
com heparina para avaliagao
citogenética

MO (D15 e D35)

o Realizar quatro esfregacos de MO
para avalicao morfologica
(contagem manual de blastos)

e Coletar 2mL de MO em seringa com
EDTA e colocar em tubos com
EDTA para pesquisa de DRM




9.4 SISTEMATIZACAO DAS ETAPAS DO ESTUDO

Diagndstico

Preenchimento do TCLE e ficha clinica do paciente

Coleta de mielograma (contagem manual de blastos,
imunofenotipagem, identificacdo de fen6tipo anémalo e analise
citogenética)

Coleta de liquor (contagem manual de blastos)
Coleta de sangue periférico (leucometria inicial)

Estratificacao do risco de recaida ao diagnéstico com base nos
critérios clinicos e laboratorias do protocolo GBTLI-2009

Oitavo dia do tratamento (D8)

Coleta de sangue periférico (contagem manual de blastos e
pesquisa de DRM)

Reestratificacdo do risco de recaida segundo a contagem
manual de blastos conforme protocolo GBTLI-2009

Décimo quinto dia do tratamento (D15)

Coleta de mielograma (contagem manual de blastos e pesquisa
de DRM)

Reestratificacdo do risco de recaida segundo o resultado da
DRM e contagem manual de blastos, conforme protocolo
GBTLI-2009

Trigésimo quinto dia do tratamento (D35)

Coleta de mielograma (contagem manual de blastos e
pesquisa de DRM)

Reestratificacdo do risco de recaida segundo o resultado da
DRM e contagem manual de blastos , conforme protocolo
GBTLI-2009
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9.5 PROTOCOLOS DE COLETA DE MATERIAS BIOLOGICOS

Sangue periférico

P 0w h PP

Identificar o paciente e proceder a identificacdo dos tubo
Garrotear o membro a ser avaliado
Selecionar o local da puncgao

Realizar a antissepsia da pele no local a ser puncionado com o algodao

embebido em alcool a 70%, com movimento centrifugo (circular, anico, do

centro para fora)

5.
6.

Afastar a pele e introduzir a agulha ou scalp para puncao em angulo de 45°
Proceder a aspiracdo do conteldo venoso

Aspirado medular

1.

5.

O paciente sera posicionado na mesa de procedimento, expondo, na
dependéncia da faixa etéria, a crista iliaca posterior ou plato tibial

Realizar antissepsia com alcool a 70%

Proceder a confec¢ao de um botédo anestésico no local da pungdo com
lidocaina a 1% sem adrenalina, além de, em criangas menores, se
estabelecer uma sedacéao sistémica com anestésico inalatério (sevoflurano
inalatorio).

Puncionar no sentido de 90° com agulha prépria para mielograma (18 x 04
cm para lactentes e pré-escolares e 16 x 7,5cm para
escolares/adolescentes) conectada a seringa de 5ml sem anticoagulante

Proceder aspiracdo do contetdo medular

Puncéo lombar

1.

2.

6.

O paciente sera posicionado em decubito lateral, anteflexao forcada da
cabeca com contencdo dos membros inferiores em flexdo ou sentado com
anteflexdo da cabeca.

Seré realizada antisepsia no local com solugcdo degermante. O local da
puncao é o ponto referente a quarta vértebra lombar.

Sera realizada anestesia locoregional (lidocainal% sem adrenalina), além
de, em criangcas menores, se estabelecer uma sedacgao sistémica com

anestésico inalatério (sevoflurano inalatério).
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3. Seréo utilizadas agulhas 40x7 ou 40x8 e 80x8 ou 100x10 (criangas abaixo
e acima de cinco anos, respectivamente), scalps 21e 23 para recém
nascido (RN).

4. Com a agulha posicionada no espaco subaracnéideo, sera retirado o

mandril e ser feita a coleta de 2 mL de liquor.
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9.6 PROTOCOLOS DE PROCESSAMENTO DE MATERIAS BIOLOGICOS

Coloracao Pela Técnica Do May Grunwald Giemsa (MGG)

A) Preparacgéo dos reagentes

1. Reagentes necessarios: solucdo corante MayGrunwald, solucdo corante
Giemsa (estoque), agua tamponada pH 6.8.

2. Solugbes preparadas no setor de Quimica (vide manual de procedimento
técnico do setor). Conservar em temperatura ambiente.

3. Solucéo corante de Giemsa (preparar no momento do uso) a 10%:

e Solucao corante Giemsa (estoque) — 1 gota

e Aguatamponada pH 6,8 — 1 ml

OBS.: Preparar a quantidade necessaria de acordo com o namero de laminas a

serem coradas. Cada lamina consome cerca de 3 mL.

B) Procedimento técnico

1. Confeccionar esfregaco sangliineo com material medular ou sangue
periférico

2. Cobrir a lamina com solucao corante MayGrunwald durante 1 minuto;

3. Sobre a solugdo anterior, acrescentar agua tamponada (pH 6.8) e
homogenizar de modo a aparecer um espelho na superficie da mistura,
aguardar durante 3 minutos;

4. Desprezar a mistura acima e cobrir a lamina com a solucdo corante
Giemsa de uso (preparada no momento de uso). Aguardar 15 minutos. Nos
casos de hipercelularidade deixar este corante durante 20 minutos;

5. Lavar em agua corrente e secar a temperatura ambiente.
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Anélise Citogenética Convencional

A) Cultura

1-Meio de cultura especifico para medula 6ssea (Marrow-Max-GIBCO);

2-Pingar aproximadamente 1 a 2 ml de MO em tubo cbnico com o meio para
medula previamente aquecido;

3-Suspender as células e colocar na estufa por 24 ou 48h (fazer os dois tempos
para ampliar a possibilidade de acerto na resolu¢cdo dos cromossomaos);
4-Acrescentar 0,1ml de colchicina por 40 a 50 minutos;

5-Centrifugar a 800 rpm por 8 minutos;

6-Retirar o sobrenadante, seguindo a hipotonia, fixagdo e coloracdo como descrito

a sequir.

B) Preparacao das laminas

Realizada dentro da capela de fluxo laminar, com temperatura de 35° C e
umidade de 22 a 25%. Apds a Ultima lavagem do material, retira-se o
sobrenadante, deixando um pellet suficiente para pingar 2 a 3 gotas em, no
minimo 2 laminas e deixar secar a temperatura ambiente. As laminas serao
identificadas com as iniciais dos pacientes e a data da coleta. Elas serao
colocadas em uma cubeta de vidro para que passem a noite em estufa de 60° C,
para que “envelhegam”, tornando melhor a resolugcdo das bandas dos

cromossomos. No dia seguinte as laminas serdo coradas.

C) Coloracao e bandeamento

Uma solucéo de tripsina EDTA sera preparada (diluir 0,15mg de tripsina em 100ml
de PBS) e aquecida a 37° C. As laminas serdo submergidas em trés solugcbes
diferentes: a primeira € a tripsina aquecida (a lamina ficara de 15 a 20 segundos),
a segunda contera PBS com SBF, e a terceira contera apenas PBS para lavagem
das laminas. Depois disto elas serdo coradas com corante Giemsa (de onde
deriva o nome de bandas G), diluido com agua destilada a 20% de 3 a 5 minutos.

Sera corada uma lamina de cada caso e observada ao microscopio para verificar
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0 padrdao da coloracdo e o bandeamento, e adequar o tempo do corante e da
tripsina conforme for necessario.

D) Analise ao microscopio

A analise ao microscopio é a etapa final e mais minuciosa. Serdo analisadas de
15 a 20 metafases, as imagens obtidas através da microscopia serdo capturadas
pelo software Cytovision, com resultados de acordo com as recomendacdes do
ISCN,2009 (Cytogenetic Nomenclature). Os cromossomos mostram um padréao de
bandas claras e escuras, no qual as faixas escuras contém DNA rico em bases AT
(adenina e timina) e poucos genes ativos; as bandas G claras tém DNA rico em
bases GC (guanina e citosina) e apresentam muitos genes ativos. Tal padréo é
Unico para cada cromossomo humano e possibilita a definicdo inequivoca dos

Cromossomos normais.
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9.7 PROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRAO PARA PESQUISA DE
DRM

LABORATORIO DE MARCADORES CELULARES (FHEMOAM)
Clinico

PROJETO: ESTUDO DA DOENCA RESIDUAL MINIMA E SUA RELACAO COM  POP Técnico
CRITERIOS DE ESTRATIFICACAO DE RISCO DE LEUCEMIA LINFOIDE
AGUDA NA INFANCIA

Nome Rubrica Codigo
Elaborado: Thais Salina Versédo: 01
Validado: Elizabete Delbuono Data: 02/02/14
Aprovado: Yvelize Antunes e Eliana Brasil Péaginas:
Revisado: Yvelize Antunes e Eliana Brasil Data revisdo: 02/02/14

OBJETIVO: Pesquisar por imunofenotipagem a presenca de células leucémicas
residuais em amostras de pacientes com diagndéstico de Leucemia Linféide Aguda
B (LLA B) utilizando o citbmetro de fluxo de 4 cores FACSCalibur, da Becton-
Dickinson. APLICACAO: Avaliar o nivel de Doenca Residual Minima (DRM) em
pacientes com diagndstico de LLA B em tratamento pelo Protocolo Brasileiro de
Tratamento das Leucemias na Infancia (GBTLI-2009) no D8 (oitavo dia), D15
(décimo quinto dia) e D35 (trigésimo quinto dia) da terapia de inducao

quimioterapica.

AMOSTRA Medula 6ssea colhida em EDTA

Volume Ideal 2mL

Rejeicao da amostra  Amostra coagulada, congelada, coletada ha mais de 24

horas ou com viabilidade inferior a 80%

Acondicionamento Tubo a vacuo com EDTA

Estabilidade Até 24 horas apos a coleta, a temperatura ambiente

Tempo de Estocagem Amostra total - maximo 24 horas

Conservacao Imediata Temperatura ambiente. Nao refrigerar a amostra total
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CONTROLE DE QUALIDADE
Cuidados com o citbmetro de fluxo

A) Beads de calibracdo

1.

2.

Passar semanalmente os beads de calibracao (calibrite beads) 4 cores da
BD para verificagdo do alinhamento do laser e compensagéo das cores. Os
beads de calibracdo sdo micro esferas adsorvidas com os fluorocromos.
Os frascos deveréo ser homogeneizados antes do uso.

Preparar 2 tubos Falcon®: no 1° tubo colocar 1 mL da solucéo isotonica do
citobmetro de fluxo e acrescentar 1 gota dos beads ndo marcados e 1 gota
do APC; no 2° tubo colocar 3 mL da solucéo isotdnica do citdbmetro de fluxo
e acrescentar 1 gota dos beads marcados com FITC, 1 gota com PE, 1
gota com PERCP, 1 gota com APC e 1 gota do ndo marcado. Homogenizar

ambos os tubos no vortex e passar no citbmetro no programa FACSComp.

3. A validacdo da maquina para uso sera feita mediante aprovacao de todos

os fluorocromos com seus respectivos valores médios de fluorescéncia.

B) Instruments settings geral da maquina (Fasctation>HD antigo>Doenca
Residual Minima_DRM)->Instrument Settings

1.

w N

Usar um sangue periférico (SP) normal e fazer o seguinte painel:
e Tubo 1: Tubo controle normal (sem marcacgéo) + 100uL de SP

e Tubo 2: CD3 FITC (5ul) + 100uL de SP

e Tubo 3: CD3 PE (5ul) + 100uL de SP

e Tubo 4: CD3 PerCp (5ul) + 100puL de SP

e Tubo 5: CD3 APC (5ul) + 100pL de SP
Incubar 10 minutos a temperatura ambiente e no escuro
Lisar as hemacias com 2 mL da solucéo de lise caseira ou comercial.
Homogenizar no vortex e incubar 10 minutos nas mesmas condi¢des
acima.
Centrifugar 5 minutos a 1.700 rpm e desprezar o sobrenadante.
Homogenizar no vortex.
Lavar com 2 ml de PBSA. Centrifugar 5 minutos a 1.700 rpm e desprezar o
sobrenadante. Repetir o processo de lavagem.
Ressuspender com 500 uL de PBSA
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8. Proceder a aquisicdo no citdmetro de fluxo (CF) colocando a funcao
Threshold para FSC em 52 e usar uma mascara feita no sistema Cell
Quest com os seguintes dots plots: FSC x SSC, FL1 x FL2, FL2 x FL3 e
FL3 x FL4 formatados para aquisi¢cdo e analise

9. Abrir as demais janelas do CF (detectores, compensation, aquisition
controle e amps)

10.Com o set up selecionado, iniciar a aquisicdo usando o tubo 1. Primeiro
ajustar FSC x SSC. Para mover a populacdo ao longo do eixo X usar FSC
e para fazer o mesmo no eixo Y, usar SSC. Obs: para SP um bom ajuste é
aquele onde os linfdcitos ficam a esquerda em torno de 240 no eixo X, bem
separado da populagdo de mondcitos cuja posicdo é cerca de 400 no eixo
Y.

11.Fazer uma regido em torno da populacao linféide (R1) e formatar os outros
3 plots para aparecer apenas os eventos dentro de R1 (G1=R1). Ajustar as
voltagens para FL1, FL2, FL3 e FL4, colocando a populagcdo negativa no
lado esquerdo de cada grafico. Todas as populacbes devem estar
confinadas na 1° década (10* no eixo x e 10! no y).

12. Colocar o tubo 2 (CD3 FITC) para aquisicdo. Duas populacdes devem
aparecer: CD3 positiva (linfocitos T) e CD3 negativa (linfécitos B e NK).
Desenhar 2 novas regifes ao redor de cada populacdo (R2=G2 e R3=G3).
Puxar a estatistica para o plot FL1 x FL2 e formatar a estatistica para
‘cumulative” usando a tecla “edit statistic’ e iniciar os ajustes de
compensacgao

13.Ajustar FL2-%FL1 para compensar até que a média geométrica da
intensidade de fluorescéncia (GEO MFI) do eixo Y para CD3 FITC positivo
esteja proxima a GEO MFI do CD3 negativo — em torno de 2 a 3.

14.Colocar o tubo 3 (CD3 PE) e repetir 0 passo acima, ajustando as duas
regides, usando FL1-%FL2. Ajustar a GEO MFI do CD3 PE positivo e
negativo no eixo X — em torno de 2 a 3. Usando o mesmo tubo, fazer a
compensacao FL3-%FL2 usando o dot plot FL2 x FL3. Deletar regiao R2 e
R3 e fazer novas regides nas populacdes positivas e negativas (R2 e R3),

puxando a estatistica para este plot.
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15.Ajuste FL3-%FL2 para compensar até que a meédia geométrica da
intensidade de fluorescéncia (GEO MFI) do eixo Y para CD3 PE positivo
esteja proxima a GEO MFI do CD3 negativo — em torno de 2 a 3.

16.Com o tubo 4 (CD3 PERCP) faca o mesmo procedimento para compensar
FL4-%FL3 e com o tubo 5 (CD3 APC) para ajustar FL3-%FL4. Lembrar de
redesenhar as regides e puxar as estatisticas para cada dot plot.

17.Ainda com o set up selecionado, salve os Instruments Settings. Tire a
selecéo do set up e proceda a aquisi¢cado de 10.000 eventos de cada tubo e
salve.

18.Todos os casos de DRM deverdo ser adquiridos utilizando o instruments
settings padrdo da maquina que deve ser revalidado com uma nova
amostra de SP sempre que o citdmetro for submetido a manutencéo.

OBS.: Nao é necessario fazer compensacao de FL2-%FL3 e os valores devem

permanecer em 0,0.

C) Instruments settings para Syto-13

Syto 13 normalmente requer uma compensacao FL2-%FL1 diferente do
usado com FITC.Utilize um sangue periférico normal e core com Syto 13. Use
este tubo para acertar a compensacado FL2-%FL1. Salvar estes ajustes como
Instruments settings Syto e utilizar sempre que for fazer a aquisicdo do tubo com

este marcador.
Cuidados com os reagentes

A) PBS e PBSAZIDA
Os reagentes PBS e PBSAZIDA devem ser de uso exclusivo da DRM e

devem ser filtrados com filtro millipore 0,22um. Ademais, quando novo frasco de
tais reagentes for aberto, este deve ser adquirido em citbmetro de fluxo para
excluir possiveis eventos contaminantes. O seguinte procedimento técnico deve

ser realizado:

1. Prepare um tubo Falcon® com 1mL do reagente a ser testado

2. Adquira o material no citdbmetro de fluxo FACSCalibur utilizando o
instrument settings para 4 cores durante 300 segundos ( ACQUISITION E
STORAGE > COLLECTION CRITERIA - EVENT COUNT OR TIME)
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3. O numero de particulas aceitaveis devera ser menor que 50 em 5 minutos

B) SYTO-13(Invitrogen)- Molecular probes S7575

8-

Notas:

Manter solucao estoque < -20°C

Para uso, descongele a temperatura ambiente

Centrifugue por 5 minutos a 15.000 rpm para trazer o DMSO para o fundo
do tubo.

Faca uma diluicho de 1/1000 (1pL Syto 13 +999 pL PBSA) sendo
cuidadoso para nao aspirar DMSO

Passe a mistura no vortex

Use 0,5 pL para 1 milhdo de células .Novos lotes de Syto 13 precisam ser
retitulados .

Manter a diluicdo de Syto 13 em aliquotas a -20°C (25 - 30 pL) que é
estavel por 6 meses. Pode também se estocado por aproximadamente 1
més a 4 °C para uso diario.

A solucao estoque resiste a varios congelamentos e descongelamentos e é

estavel por aproximadamente 1 ano.

- Syto 13 ndo pode ser fixado em 0,5% de paraformaldeido, que resulta em perda

de sinal.

- As células apos coradas devem ser adquiridas no citbmetro de fluxo o mais

rapido possivel e pode ser mantido em gelo por 30 minutos.



Cuidados com a técnica
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Problema

Resultado

Prevencdo/Solucéo

Contamina¢ado da amostra

Falso positivo

-Manipulacéo e rotulagem cuidadosa

Impurezas no sistema, nas
solucdes de uso e no sistema
de fluidos do CF

Falso positivo

-Filtrar as solug6es de uso em filtro millipore
-Limpeza do citdmetro

- Limpar a probe com um lenco de papel na

troca dos tubos

Ligacao inespecifica de

anticorpos

Falso positivo

-Saturar os receptores de Fc
-Titulag&o cuidadosa de todos os anticorpos

- Usar isotipo controle correspondente (IgG-1)

Inclusdo de AcMo em tubo

errado ou contaminagéo

Falso positivo

ou negativo

-Armazenamento légico e ordenado dos
AcMo

-Rotulagem clara dos tubos

-Usar um "coquetel" de AcMo previamente

preparado

- Evitar distra¢des durante o procedimento

Mudanca no lote de AcMo /ou
instabilidade do instrumento de

analise

Falso positivo

ou negativo

- Analise frequente de amostras de controles

normais

-Teste periédico das configuracdes do

instrumento de analise

Mudangas no imunofenétipo

Falso negativo

-Uso de combinacgBes de multiplos AcMo

Amostras provenientes de

areas negativas da MO

Falso negativo

- Coleta de amostras da MO em diferentes

sitios

Erro de leitura das células

adquiridas

Falso negativo

Ou positivo

- Adquirir na velocidade média




Materiais necessarios
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Item | EqQuipamentos

1 Centrifuga de bancada

2 Vortex

3 Citdmetro de fluxo
FACSCalibur

4 Contador eletrdnico de
leucocitos

Item | Descricao
Solugbes e demais
materiais

1 Solucéo tampéao PBS
Ph=7,4

2 Solucédo tampéo PBS Azida

3 Solucéo de Lyse: FACS
Lysing®

4 Pipetadores automaticos:
-0,5-10pL
- 20pL
- 200puL

5 Ponteiras

6 Filtro millipore 0,22pum

7 Tubos de poliestireno
12X75mm para citometria (
Falcon®)

Item | Descricao
Anticorpos
monoclonais

1 lgG1 FITC

2 lgG1 PE

3 IgG1 PerCP

4 lgG1 APC

5 CD45 FITC

6 CD10 PE

7 CD34 PerCP

8 CD19 APC

9 CD13 FITC

10 CD33 FITC

11 CD15 FITC

12 CD38 FITC

13 CD58 FITC

14 CD66¢c FITC

15 | Syto 13

16 TdT FITC

17 CD3c PerCP
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Processamento das amostras para marcagdo celular por imunofenotipagem

dos antigenos de superficie celular

1.

Contar células em plataforma Advia® 2120i, para avaliar a celularidade do
material. A leucometria devera ser ajustada para 10.000 células a fim de
utilizar 100 pL.

Lavar a amostra com PBS contendo 5% de soro fetal bovino, trés vezes,
para reduzir a ocorréncia de reacdes inespecificas. Na ultima lavagem,
ressuspender o pellet de células com PBS ou PBS-W (PBS com azida
sodica).

Identificar os tubos de hemolise (Falcon®) apropriados para o uso no CF
com os AcMo a serem utilizados no painel de triagem para definicdo do
subtipo celular.

Adicionar 100 pL da amostra

5. Adicionar o volume adequado para os AcMo

9.

Homogenizar no vortex e incubar por 15 minutos a temperatura ambiente e
protegido da luz

Proceder a lise das hemacias seguindo protocolo do fabricante do kit para
lise celular

Homogenizar no vortex e incubar por 10 minutos a temperatura ambiente e
protegido da luz

Centrifugar por 5 minutos a 1700rpm

10.Desprezar o sobrenadante por inverséo

11.Resuspender o pellet no vortex e acrescentar 2mL de PBS-W

12.Centrifugar por 5 minutos a 1700rpm. Repetir os passos 10 e 11.

13.Desprezar o sobrenadante por inversao, resuspender em 500 pyL de PBS-

W. Fazer aquisicdo no CF FACSCalibur utilizando uma mascara elaborada
no software CellQuest e os Instruments Settings para garantia da

gualidade.
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Processamento das amostras para marcagdo celular por imunofenotipagem

dos antigenos intracitoplasméticos e nucleares

1.

9.

Para cada amostra que serd analisada, adicionar o volume apropriado do
anticorpo conjugado direcionado para os marcadores de superficie celular
de interesse, e/ou o isotipo controle para um tubo apropriado de 5 mL com
12 x 75 mm.

Pipetar 100 uL da amostra ou ajustar células equivalente a 1 x 106 células,

em cada tubo.

Homogenizar no vortex, incubar por 15 minutos no escuro e temperatura
ambiente.

Adicionar 100 pyL do reagente A (Fixacéo) e incubar por 15 minutos no
escuro e em temperatura ambiente.

Lavar uma vez com 3 mL de PBS-W (PBS + 0.1% NaN, + 5% FBS).

3
Centrifugar por 5 minutos a 1.500 ou 1.700 rpm, aspirar sobrenadante e
colocar no vortex para resuspender totalmente o pellet celular.

Adicionar 100mL do reagente B (Permeabilizacdo) e o0 volume
recomendado dos anticorpos intranucleares ou do correspondente isotipo
controle.

Colocar no vortex por 1-2 segundos e incubar por 20 minutos no escuro e
temperatura ambiente.

Lavar uma vez com 3 mL de PBS-W (PBS + 0.1% NaN, + 5% FBS).

3

10.Centrifugar por 5 minutos a 1.500 ou 1.700 rpm e aspirar o sobrenadante.

11.Resuspender as células em solugéo salina para analise imediata.



Procedimento técnico para definicdo do padréo de fluorescéncia dos

antigenos anémalos na medula éssea normal

Utilizar um aspirado de medula 6ssea normal e proceder a marcacéo das células

conforme técnica ja padronizada e descrita acima.

1. Preparar os seguintes tubos Falcon®:

Fluorocromo | FITC PE Percp APC

Tubo 1 CD13 (20uL) | CD10 (15ul) CD34 (15ul) CD19 (4uL)
Tubo 2 CD33 (20uL) | CD10 (15ul) CD34 (15ul) CD19 (4uL)
Tubo 3 CD66c (20uL) | CD10 (15ul) CD34 (15ul) CD19 (4ulL)
Tubo 4 CD15 (20uL) | CD10 (15ul) CD34 (15ul) CD19 (4uL)
Tubo 5 CD38 (20uL) | CD10 (15ul) CD34 (15ul) CD19 (4uL)
Tubo 6 CD45 (20uL) | CD10 (15ul) CD34 (15ul) CD19 (4ulL)
Tubo 7 CD58 (20uL) | CD10 (15ul) CD34 (15ul) CD19 (4uL)

2. Adquirir o maior nimero de eventos possiveis na mascara de aquisicao de
DRM para LLA B (minimo de 100.000 eventos). A amostra utilizada deve
> 0,5%

(hematogodnias).

conter de células duplo-positivas para CD19 e CD34
3. Abrir a mascara de andlise correspondente ao marcador anbmalo de cada
tubo e verificar se o padrao de expressao do marcador em questado se
distribui conforme o padréo de normalidade.
Obs.:Caso o padrao dos marcadores anémalos dessa amostra ndo se adéqle as

regides de normalidade, ajustar as regifes para a amostra em questao.

4. Salvar a mascara ajustada e utiliza-la para analise da DRM para LLA B no
D35 da Terapia de Inducéo do protocolo GBTLI-2009.
OBS.: CD13, CD33 e CD66c séo sempre negativos na populagédo CD19 e CD34

positivas e CD15 pode ser fracamente expresso.
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Procedimento técnico para definicdo do marcador anémalo ao diagndstico

1. Ao diagndstico, a amostra sera submetida a um amplo painel de AcMo (Flow
Citometry Kits BD) de triagem (quadro 1) para determinar a linhagem da
populacéo celular de blastos, promovendo o diagnéstico diferencial entre LLA
B, LLA T e Leucemia Miel6ide Aguda (LMA). Toda a marcacao celular devera
seguir a técnica ja padronizada e descrita acima.

2. Nos casos em que o painel de triagem evidenciar LLA B, ser& realizado um
painel complementar para sua respectiva subclassificacdo e determinagéo do
fendtipo anébmalo associado a leucemia, que serd utilizado no monitoramento
da DRM. No quadro 2 estdo relacionados os marcadores anémalos para LLA
B.

3. Sera testado individualmente cada marcador andémalo para LLA B.
Inicialmente, serdo adquiridos 10.000 eventos e, nos tubos com marcadores
anbmalos presentes, serdo acrescentados CD10, CD34 e CD19 para LLA B
(quadro 4) e, exclusivamente para estes tubos, sera realizada nova aquisi¢cao
de 10.000 eventos sobrepondo a aquisi¢cao realizada isoladamente.

4. A selecdo do fendtipo andmalo pelos marcadores de intensidade de
fluorescéncia (CD45, CD38 e CD58) é visual e comparativa com gréafico de
expressdo normal de cada um desses marcadores na medula éssea.

5. A selecao do fenétipo anébmalo pelos marcadores de infidelidade de linhagem
(CD15, CD65, CD33, CD13 e CD66c) se da pela sua simples positividade na

amostra analisada, independente da sua intensidade de expressao.

Quadro 1: Painel de triagem das leucemias ao diagndéstico

Fluorocromo | FITC PE Percp APC

Tubo 1 Controle | -=------ CD45 (5uL) | -
negativo

Tubo 2 cMPO (5ul) CD79a (5ul) CD45 (5ul) clgM (5ul)

Tubo 3 cCD3 (5uL) CD7(5ul) CD45 (5ul) CD22 (5ul)




Quadro 2: Painel de marcadores andmalos para LLA B

Parametro Marcador Normal Andmalo
Intensidade da CD45 Fraca intensidade Negativo
expressao : : i i
CD38 Forte intensidade Fraca intensidade
CD58 Fraca intensidade Forte intensidade
CD13 Ausente Presente
CD33 Ausente Presente
CD66c Ausente Presente
Infidelidade de CD15 Ausente Presente
linhagem
CD65 Ausente Presente
Quadro 4: Painel complementar para LLA B
Fluorocromo | FITC PE Percp APC
Tubol |- e s CD19 (4uL)
(controle)
Tubo 2 CD45 (5ul) CD10 (5ul) CD34 (5ul) CD19 (4uL)
Tubo 3 HLA-DR (5uL) | ---==--- CD19 (5ul) slg (5uL)
Tubo 4 Marcador CD10 (15ul) CD34 (15ul) CD19 (4ul)
anoémalo (20ul)
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Procedimento técnico para deteccdo da DRM no D8 e D15 naLLA B

1. Preparar 3 tubos e colocar em cada um deles o equivalente a 1 milhdo de
células. Proceder a marcacdo das ceélulas conforme técnica ja padronizada e

descrita acima.

Fluorocromo | FITC PE Percp APC

Tubo 1 0,5uL Syto 13 |---——- |- CD19 (4uL)
(viabilidade) | (diluicdo 1:1000)

Tubo 2 (DRM) | CD45 (20uL) CD10 (15ul) | CD34 (15ul) CD19 (4ul)
Tubo 3 CD45 (20ul) IgG1 (20ul) CD34 (15ul) CD19 (4ul)
(controle)

2. Fazer a aquisicdo de 10.000 eventos totais (no gate), na mascara de
imunofenotipagem dos 3 tubos acima. Utilize o Instrument Setting padréo da
maquina para adquirir o tubo 2 (DRM) e tubo 3 (controle) e o Instrument Setting
para Syto para adquirir o tubo 1.
3. Adquirir DRM usando a méascara de aquisicdo da DRM para no LLA B. O tubo 2
se torna tubo 4 e o tubo 3 se torna tubo 5. Adquirir quantos eventos forem
possiveis. Anotar no final de aquisi¢do, o nUmero total de eventos.

4. Analisar o Syto 13 na mascara de andlise (Syto para LLA B), da seguinte
forma:

4.1 No grafico FSC (eixo x) x Syto 13 (eixo y) puxar os dados da aquisicao
do tubo 1, conforme descrito no item 2. Ajustar a regido R2=G2 de modo a conter
toda a populacao viavel de células (Syto positivas). Anotar a estatistica da regido
R2 do tubo 1.

4.2 No grafico CD19 APC (eixo x) x SSC (eixo y) e FSC x SSC, puxar os
dados referentes a aquisi¢cdo do tubo 1 (Syto 13 x CD19 APC) conforme item 2.
Ajustar a regido R1=G1 de modo a conter toda a populacdo CD19 positiva. Puxar
a estatistica do tubo 1.
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4.3 Em outros dois dots plots, com 0os mesmos parametros, puxar os dados
referentes a aquisicdo do tubo 2 (tubo da DRM) conforme item 2. O ajuste da
regido esta ligado ao ajuste feito no item anterior. Puxar a estatistica do tubo 2.

4.4 Proceder o calculo dos fatores de correcéo:

FC1 = Numero total de eventos (10.000) / niumero de total de células
viaveis (eventos em R2) do Tubo 1

FC2 = FC1 x numero de células CD19 verdadeiras (% total em R1 do
tubo 1) / nimero de células CD19 diluidas ou mortas do tubo 2 (% total em R1 do
tubo 2).

5. Para calcular a DRM, proceder da seguinte forma:

5.1 Na mascara de andlise da DRM, referente ao D8 e D15, puxar 0s
dados da aquisi¢ao do tubo 4;

5.2 Ajustar a regido R1=G1 no grafico FSC x SSC de modo a conter toda a
populacdo de baixa SSC, distribuida ao longo do eixo FSC;

5.3 No grafico CD10 (eixo x) x CD19 (eixo y) fazer a regido R2=G2 na
populacdo CD10 e CD19 positiva ou CD34 e CD19 positiva (nos casos em que o
CD10 for negativo).

5.4 Em outro grafico FSC x SSC, desenhar uma regido R3 ao redor das
células que sédo resultado da estratégia de associacdo das regides R1 e R2 (G3),
gue resultaram nas células CD10, CD19 positivas ou CD19 com CD34 positivas.

5.5 No gréfico CD45 x CD19, fazer a regido R4 na populacdo CD19
positiva e CD45 positiva de baixa intensidade. Puxar a estatistica das regides (R1,
R2, R3, R4)

5.6 Fazer a mesma analise para o tubo 5 (eventos inespecificos)

5.7 Para o calculo, proceder da seguinte forma:

5.7.1 Subtrair o total de eventos dentro da regidao R4 (tubo 4- DRM-) do
total de eventos da mesma regido do tubo 5 (tubo controle). Dividir o resultado da
subtracdo pelo numero total de eventos adquiridos no tubo 4 e multiplicar por 100.
O numero resultante é a DRM sem corre¢ao.

5.7.2 Para efetuar a correcdo, multiplicar o resultado obtido na
operacdo matematica acima pelo FC2 (item 4.4). O resultado serd a DRM so
considerando as células viaveis (%). O resultado é expresso da seguinte forma:

DRM negativa: “DRM menor que 0,01%”



91

DRM positiva: “DRM = X%
Obs.: Para os casos onde nao for possivel adquirir no minimo 100 mil

eventos, a sensibilidade da técnica cai para 0,1% devendo ser referido no laudo.

Procedimento técnico para deteccdo da DRM no D35 LLA B

1. Preparar a quantidade de tubos necessarios na dependéncia do numero de
marcadores andmalos da amostra e colocar em cada um deles o equivalente a
um milhdo de células. Proceder & marcacdo das células conforme técnica ja

padronizada e descrita acima

Fluorocromo | FITC PE Percp APC
Tubo 1 0,5uL Syto 13| ------- | - CD19 (4uL)
(viabilidade) | (diluicdo

1:1000)
Tubo 2 Marcador CD10 (15uL) | CD34 (15uL) | CD19 (4uL)
(DRM) anoémalo (20uL)
Tubo 3 IgG1 (20uL) CD10 (15uL) | CD34 (15uL) | CD19 (4uL)
(controle)

Obs.: Podera haver mais de um marcador andémalo definido ao diagnéstico. Neste caso, seguir a

sequéncia numérica dos tubos a partir do tubo 2 e o tubo controle serd sempre o Ultimo.

2. Fazer a aquisicdo de 10.000 eventos totais (no gate), na mascara de
imunofenotipagem dos 3 tubos acima. Utilize o Instrument Setting padrdo da
maquina para adquirir o tubo 2 (DRM) e tubo 3 (controle) e o Instrument Setting
para Syto para adquirir o tubo 1.

3. Adquirir DRM usando a méscara de aquisicdo da DRM para no LLA B. O tubo 2
se torna tubo 4 e o tubo 3 se torna tubo 5 e assim, sucessivamente. Adquirir
quantos eventos forem possiveis. Anotar no final de aquisicdo, o numero total de
eventos.

4. Analisar o Syto 13 na mascara de andlise (Syto para LLA B), da seguinte

forma:
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4.1 No grafico FSC (eixo x) x Syto 13 (eixo y) puxar os dados da aquisicdo
do tubo 1, conforme descrito no item 2. Ajustar a regido R2=G2 de modo a conter
toda a populacéo viavel de células (Syto positivas); Puxar a estatistica do tubo 1
(R2).

4.2 No grafico CD19 APC (eixo x) x SSC (eixo y) e FSC x SSC, puxar 0s
dados referentes a aquisi¢cao do tubo 1 (Syto 13 x CD19 APC) conforme item 2.
Ajustar a regido R1 de modo a conter toda a populacdo CD19 positiva. Puxar a
estatistica do tubo 1.

4.3 Em outros dois dots plots, com 0os mesmos parametros, puxar os dados
referentes a aquisicdo do tubo 2 (tubo da DRM) conforme item 2. O ajuste da
regido esta ligado ao ajuste feito no item anterior. Puxar a estatistica do tubo 2.

4.4 Proceder o calculo dos fatores de correcao:

FC1 = Numero total de eventos (10.000) / numero de total de células
viaveis (eventos em R2) do Tubo 1

FC2 = FC1 x numero de células CD19 verdadeiras (% total em R1 do tubo
1) / nimero de células CD19 diluidas ou mortas do tubo 2 (% total em R1 do tubo
2).

5. Para calcular a DRM, proceder da seguinte forma:

5.1 Na mascara de andlise da DRM no D35, referente ao marcador
anémalo (CD58, CD45, CD38, CD66¢c, CD15, CD13 e/ou CD33), puxar os dados
da aquisicdo do tubo correspondente;

5.2 Ajustar a regido R1=G1 no grafico FSC x SSC de modo a conter toda a
populacdo de baixa SSC, distribuida ao longo do eixo FSC;

5.3 No gréfico CD34 (eixo x) x CD19 (eixo y) ajustar regidbes R2=G2 na
populacdo CD34 e CD19 positivas e R3=G3 na populacdo CD19 positiva, CD34
negativa.

5.4 Para os marcadores anémalos cuja analise for baseada na intensidade
de fluorescéncia (CD45, CD38 e/ou CD58), fazer uma ou mais regifes na
populacdo que estiver fora das regides previamente padronizadas que se
baseiam na expressédo normal do referido marcador anémalo. Esta regido sera
feita no grafico do marcador anémalo (eixo x) x CD10 (eixo y), na populagcao
CD10 positiva.
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5.5 Puxar a estatistica deste gate que contemplard em um dos gréficos a
populacdo CD34, CD19, CD10 positivas com CD38 positivo de fraca intensidade
ou CD58 positivo de forte intensidade ou CD45 negativo e, no outro grafico, a
populacdo CD34 negativa, CD19 e CD10 positivas com CD38 positivo de fraca
intensidade ou CD58 positivo de forte intensidade ou CD45 negativo.

5.6 Para os marcadores andmalos cuja analise for baseada na infidelidade
de linhagem (CD13, CD33, CD15 e/ou CD66c), fazer uma ou mais regides na
populacao que expressar CD10 e marcador anébmalo em qualquer intensidade de
fluorescéncia no grafico marcador anémalo (eixo x) x CD10 (eixo y). Puxar a
estatistica deste gate que contemplara, em um dos gréficos, a populacdo CD34,
CD19, CD10 e marcador anébmalo positivas e, no outro grafico a populacdo CD34
negativa, CD19, CD10 e marcador anémalo positivas.

5.7 Fazer a mesma analise para o tubo controle (eventos inespecificos).
Para os marcadores cuja expressao an6mala é uma fraca intensidade de
fluorescéncia (CD38) ou negatividade (CD45), os eventos inespecificos néo
devem ser descontados.

5.8 Para o calculo, proceder da seguinte forma:

5.8.1 Subtrair o total de eventos dentro da regido recém construido (contém
a populacdo andémala) do total de eventos da mesma regido do tubo controle.
Dividir o resultado da subtracdo pelo numero total de eventos adquiridos no tubo
do respectivo marcador anémalo e multiplicar por 100. O ndamero resultante € a
DRM sem correcgéao.

Obs.: Caso mais de uma regido seja desenhada, os eventos deverédo ser
somados.

5.8.2 Para efetuar a correcdo, multiplicar o resultado obtido na operacao
matematica acima pelo FC2 (item 4.4). O resultado serd a DRM s6 considerando
as células viaveis (%).

O resultado é expresso em % da seguinte forma:

DRM negativa: “DRM menor que 0,01%”

DRM positiva: “DRM = X%”

Obs.:Para os casos onde nao for possivel adquirir no minimo 100 mil

eventos, a sensibilidade da técnica cai para 0,1% devendo ser referido no laudo.
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