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RESUMO

As propostas atuais de tratamento das criangas e adolescentes com leucemia linfoblastica
aguda possibilitam o aumento de sobrevida, elevam as chances de cura dos pacientes e
buscam reduzir os efeitos tardios relacionados a terapia e 0 Grupo Brasileiro de Tratamento
das Leucemias Linfoblastica Aguda da Crianca e do Adolescente - GBTLI, propde esquemas
terapéuticos categorizados por critérios prognosticos de risco de recidiva desta patologia.
Estes pacientes tem o perfil imunologico alterado pela propria doenca e pela terapia realizada
0 que pode contribuir para a resposta e complicagfes durante o tratamento. O estudo teve
como objetivo descrever a resposta imune celular, perfil de citocinas, quimiocinas e pesquisar
possiveis biomarcadores imunes de acordo com o grupo de risco de tratamento com o
protocolo GBTLI LLA-2009, em pacientes com LLA na faixa etaria de zero a menor de 18
anos durante a terapia de indug@o. A metodologia usada foi a ndo experimental, longitudinal,
de coorte e prospectivo. Participaram deste estudo, 29 pacientes que foram estratificados por
grupo de risco: Alto Risco (AR), Baixo Risco (BR), LLA T, Philadelfia (Ph+ ) e Lactente e
analisados durante a terapia de inducdo em quatro etapas: ao diagnéstico (DO0), oitavo dia
(D8), decimo quinto dia (D15) e trigésimo quinto dia (D35). O Grupo Controle, contou com
28 participantes e realizou apenas uma avaliacdo. A resposta imune foi caracterizada pela
andlise dos linfdcitos totais, linfécitos T (LT), LT CD4*, LT CD8*, células NK, células NKT
e linfécitos Treg CD4+/CD25*%/FoxP3*), assim como as citocinas séricas Thl, Th2, Thl7 e
Treg e quimiocinas séricas MCP-1, RANTES, IL-8, MIG e IP-10 através da técnica de
citometria de fluxo. No estudo observou-se ao diagnéstico que os LT encontravam-se
diminuidos nos primeiros quinze dias da indugdo. A IL-2, IFN-y ¢ IL-4 estavam com sua
producdo diminuida, porém ndo significantes. Os LT CD4+ e LT CD8+ estavam aumentados
durante toda a inducdo. Os linfocitos Treg aumentados apenas no D15 e D35. As células NK
diminuidas no DO, D15 e D35, e a célula NKT somente no DO e em especial no grupo de AR.
A IL-6 estava aumentada no DO e a IL-10 no DO e D8. A TNF-a apresentou-se diminuida em
toda a inducdo. RANTES estava diminuida no DO, D8 e D15 e MIG diminuiu a partir do D8
até o final da inducdo. MCP-1 diminuiu no D15 e IL-8 aumentou no grupo de AR no D35.
Nas redes de interacdes, os linfdcitos Treg no DO interagiram com MCP-1, MIG e IP-10 e a
IL-10 com a IL-8, MCP-1 e MIG e perderam suas interacdes no D35. Estes resultados
demonstram que os pacientes com LLA apresentam desregulacdo imune ao diagnéstico. O
predominio de interacdes da resposta imunorreguladora pela IL-10 e linfécito Treg com
citocinas/quimiocinas inflamatorias podem indicar a diminuicdo ou perda de sua acao ao final
da inducdo, ou seja no D35, havendo predominio da resposta inflamatoria, 0 que sugere
controle tumoral e recuperagdo medular.

Palavras-chave: 1. Leucemia linfoblastica aguda. 2. Perfil celular. 3. Citocinas séricas. 4.
Quimiocinas sérica. 5. Biomarcadores imune.



ABSTRACT

Current proposals treatment of children and adolescents with acute lymphoblastic leukemia
enable increased survival, increase the chances of cure of patients and seek to reduce late
effects related to therapy and the Brazilian Group of Treatment of Leukemia Acute
Lymphoblastic of Children and Adolescents - GBTLI proposes regimens categorized by
prognostic criteria for relapse risk of this condition. These patients have immunological
profile changed by the disease itself and held by therapy which can contribute to the response
and complications during treatment. The study aimed to describe the cellular immune
response profile of cytokines, chemokines and identify possible immune biomarkers
according to the treatment-risk group with GBTLI LLA-2009 protocol in patients with ALL
aged zero to minor 18 years during induction therapy. The methodology used was not
experimental, longitudinal, prospective cohort. Patients were stratified by risk group and
analyzed during induction therapy in four stages: the diagnosis (D0), the eighth day (D8), the
fifteenth day (D15) and thirty-fifth day (D35). The control group performed only one
evaluation. The immune response was characterized by analysis of total lymphocytes, T
lymphocytes (LT), LT CD4*, LT CD8", NK cells, NKT cells and Treg lymphocytes
CD4*/CD25%/FoxP3") and serum cytokines Thi, Th2, Treg and Th17 and serum chemokines
MCP-1, RANTES, IL-8, IP-10 and MIG by flow cytometry. In the study it was observed that
the diagnosis LT-were reduced in the first fifteen days of induction. IL-2, IFN-y and IL-4
were reduced to their production, but not significant. The CD4" and CD8* were increased
throughout the induction. Treg lymphocytes increased only on D15 and D35. NK cells
decreased at DO, D15 and D35, and NKT cell only on DO and in particular RA group. IL-6
was increased in DO and IL-10 at DO and D8. The TNF-o presented itself decreased
throughout the induction. RANTES was decreased in DO, D15 and D8 and MIG decreased
from D8 until the end of induction. MCP-1 decreased the D15 and IL-8 increased in RH
group in D35. In interactions networks, Treg lymphocytes on DO interacted with MCP-1,
MIG and IP-10 and IL-10 with IL-8, MCP-1 and MIG and lost their interactions in D35.
These results suggest that patients with ALL at diagnosis have immune dysregulation. The
predominance of interactions immunoregulatory response by IL-10 and Treg lymphocytes
with cytokines / chemokines may indicate a decrease or loss of its action at the end of
induction, with a predominance of the inflammatory response, which suggests tumor control
and bone marrow recovery.

Keywords: 1. Acute Lymphoblastic Leukemia. 2. Cell Profile. 3. Serum Cytokines. 4. Serum
Chemokines. 5. Immune Biomarkers.
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MHC: “Major Histocompatibility Complex”
MIG: monocina induzida por interferon-y;
MIP: Proteinas Inflamatérias de Macréfagos
mm: milimetro

mL: Mililitro

MO: Medula Ossea

MS: Ministério da Saude

NAB: Natural Antibodies

NCI: “National Cancer Institute”

NK: “Natural killer”

NK-T: “Natural killer-T”

OMS: Organizacdo Mundial da Saude
PAMPS: Padrdes Moleculares associados aos
patdgenos

PBS: Solucdo Tamponada com Fosfato
PBS-P: Solugdo Tamponada com Fosfato,
Albumina e Saponina

PBS-W: Solugdo Tamponada com Fosfato e
Albumina

PCR: Reacdo de Cadeia Polimerase

P:E Ficoeritrina

PE: Populacéo de Estudo

PerCP: Clorofilpiridina

Ph*: Filadélfia positivo
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Populacional Th1: T Helper 1
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TAI: Termo de Assentimento Informado
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INTRODUCAO
1.1. Leucemias

Leucemia aguda (LA) é um grupo heterogéneo de doencas malignas primarias da
medula 0ssea, caracterizada pela substituicdo dos elementos medulares e sanguineos normais

pela expanséo clonal de células hematopoiéticas imaturas na medula 6ssea'

Dentre as leucemias agudas, a leucemia linfoblastica aguda (LLA) é a desordem
maligna mais comum na infancia e as células precursoras de linfoblastos, podem estar
comprometidas com qualquer uma das linhagens de células B ou T. Entretanto, as células de

linhagem B sdo as mais comumente acometidas®*

111. Historico das Leucemias

Historicamente, os casos de leucemia vém sendo registrados desde o século XIX.
Peter Cullen, em 1811, descreveu um caso de esplenomegalia aguda relacionado com
inexplicavel sangue leitoso. Enquanto, Alfred Velpeau, em 1825, definiu associacdo de
sintomas com pus nos vasos sanguineos. Posteriormente, em 1844, Alfred Donné observou
parada de maturacdo nestas células brancas do sangue. Em 1845, John Bennett usou o termo
leucocitemia para nomear achados em estudo de microscopia por acimulo de leucécitos. No
ano seguinte, Henry Fuller realizou o primeiro diagndstico microscépico de um paciente de

leucemia em vida e Rudolf Virchow, em 1847, designou a doenca como leucemia®.

11.2. Classificacdo das leucemias

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) em 2008, uma nova classificacdo
foi definida para a LLA baseada nas caracteristicas citogenéticas e moleculares conforme
descrito na Tabela 1. As neoplasias linfoblasticas sdo divididas em duas categorias principais:

leucemia linfoblastica B-derivada e T-derivada®”’.
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Tabela 01- Classificacdo da Leucemia Linfoblastica Aguda Segundo a OMS

(2008).

Neoplasias de células linfoblasticas precursoras

1. Leucemia
linfoblastica B /

linfoma B (LLL-B)

Leucemia linfoblastica B
/ linfoma B, SOE

Leucemia linfoblastica B
/[ linfoma B, com
anormalidades genéticas
recorrentes

Leucemia linfoblastica B/
linfoma B com
t(9;22)(934;q11.2); BCR-
ABL1

Leucemia linfoblastica B/
linfoma B com t(v;11923);
rearranjo MLL

Leucemia linfoblastica B/
linfoma B t(12;21)(p13;922);
TEL-AMLL1 (ETV6-RUNX1)
Leucemia linfoblastica B/
linfoma B com hiperdiploidia
Leucemia linfoblastica B/
linfoma B com hipodiploidia
Leucemia linfoblastica B/
linfoma B com
t(5;14)(q31;932); IL3/IGH
Leucemia linfoblastica B/
linfoma B com
t(1;19)(q23;p13.3); E2A-
PBX1(TCF3-PBX1)

2. Leucemia
linfoblastica T /
linfoma T (LLL-T)

Fonte: Swerdlow SH et al.,2008%

113. Epidemiologia das leucemias

De acordo com estimativas da Organizacdo Mundial de Saude (OMS) em 2012

ocorreram 14.1 milhdes de casos novos e um total de 8.2 milhdes de mortes por cancer no

mundo, enquanto que no Brasil, em 2011, ocorreram 2.812 @bitos por cancer em criangas e

adolescentes (de 0 a 19 anos)®”.

A incidéncia mundial de tumores em criancgas variou de 0.5 a 3.0 % do total de todos

0s casos de cancer. Devido o céncer nas criancas e adolescentes apresentar caracteristicas

histopatoldgicas proprias e ter comportamento clinico diferente dos adultos, devem ser

estudados separados. Na maioria dos casos, esses canceres tém curtos periodos de laténcia,

s80 mais agressivos, crescem rapidamente, porém respondem melhor ao tratamento e séo

considerados de bom prognostico®1°.
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A leucemia é o tumor pediatrico mais comum, representando 25% de todos os
tumores infantis entre criangas menores de 15 anos. Apesar de ocorrer nas criangas de todas
as idades, o pico de incidéncia ocorre entre dois e cinco anos de idade, com uma ligeira
predominéncia entre os meninos. Nas leucemias de célula B precursoras, 75% dos casos na

populagdo infantil, ocorrem em criangas menores de 6 anos de idade® ®1,

De acordo com dados da Organizacdo Mundial de Satde (OMS), a taxa de incidéncia
de leucemia por 100.000 habitantes em ambos os sexos e em todas as idades em alguns paises
do mundo esta demonstrada na Figura 1. Nota-se que o registro de maior incidéncia de

leucemia esta localizado nos paises de primeiro mundo®”’.

Figura 01-Incidéncia de leucemia por 100.000 habitantes, em ambos os
sexos e em todas as idades.
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Fonte: GLOBOCAN, 2012 (IARC)

Fonte: Swerdlow SH et al., (2008); Globocan, (2012)%".

No Brasil, no ano de 2014 a taxa bruta de incidéncia de leucemia é de 4.28 na
populacdo, sendo para homens e mulheres, respectivamente 4.96 e 3.68e apresenta percentual
mediano de 29, variando entre 19 em Aracaju e 42.5 em Manaus. O Registro de Céancer de
Base Populacional (RCBP) da regido norte destaca-se por apresentar 0s maiores percentuais
para leucemia (acima de 39%), sendo a LLA o tipo de cancer de maior ocorréncia em criangas
de zero a 14 anos®?,
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No Amazonas, de acordo com dados da Fundagdo Hospitalar de Hematologia e
Hemoterapia do Amazonas - FHEMOAM, no periodo de janeiro de 2007 a junho de 2015,
foram diagnosticados 424 casos de leucemias agudas (LA) em criangas e adolescentes na
faixa etaria de zero a menor de 18 anos de idade, com média de 49.88 casos por ano,
distribuidas em 356 casos de leucemia linfoblastica aguda (LLA) e 68 casos de leucemia
mieloide aguda (LMA), correspondendo a 83.96% e 16.04% respectivamente. Em 2014, o
numero de casos de LLA de novo diagnosticados nesta mesma faixa etaria na FHEMOAM foi

de 42 casos.

Na Tabela 02 estd demonstrada a distribuicdo dos casos de LLA e LMA de novo
relacionados com a faixa etaria no periodo de janeiro de 2007 a junho de 2015 na
FHEMOAM.

Tabela 02-Distribuicdo das LLA e LMA por faixa etaria no periodo de
janeiro de 2007 a junho de 2015 na FHEMOAM.

Faixa etaria LLA (n) LLA (%) LMA (n) LMA (%) TOTAL

<lano 08 2.25 03 4.41 11
la<6anos 187 52.53 15 22.06 202
6a<9anos 53 14.88 08 11.77 61
Qa<14 68 19.10 20 29.41 88
14 a < 18 anos 40 11.24 22 32.35 62
Total 356 100 68 100 424

Fonte: Dados do laboratério de marcadores celulares da FHEMOAM.

114. Etiopatogenia da Leucemia Linfoblastica Aguda

A etiologia do cancer é multifatorial, dentre as causas, a exposicdo a radiacdo
ionizante tem grande importancia para a carcinogénese, levando a um aumento da incidéncia
de quebras de cadeias duplas de DNA. Assim como o contato com produtos quimicos poderdo

atuar na medula 6ssea via acimulo seletivo e ativagdo metabdlical* 3,

Outros fatores de risco também descritos esta a exposicdo a determinados agentes
infecciosos como HIV para sarcoma de Kaposi. O periodo de laténcia para o desenvolvimento
da leucemia é mais curto em comparacdo aos outros tipos de cancer como o de pulmao,

mama, estomago**3,
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A causa da LLA é desconhecida, acredita-se que sua etiologia na infancia seja
multifatorial, mas fatores de risco podem levar seu surgimento devido ao traco genético
hereditario e ambiental, como radiacdo e toxinas. Dentre estes fatores estd a exposicdo ao
raios-x no pré-natal e no pos-natal; condigdes genéticas como Sindrome de Down,
Neurofibromatose, Sindrome Shwachman, Sindrome de Bloom e Ataxia Telangiectasia,;
polimorfismos genéticos herdados. Portadores de uma translocacdo Robertsonian
constitucional que envolve os cromossomos 15 e 21 sdo especificamente e altamente

predispostas a desenvolver LLA 41,

Outros fatores também séo descritos tais como exposicao a pesticidas, poluicdo do ar

e da 4gua, fumaca de cigarro, infeccdes e dieta inadequada®®.

Algumas alteracdes genéticas do DNA como mutacgdes também descritas podem ser
herdadas dos pais ou adquiridos, ou mesmo ser desencadeadas pelo préprio cancer durante
sua proliferagdo °.

Recentemente, evidéncias epidemioldgicas e laboratoriais sugerem que recém-
nascidos que apresentam baixos niveis de IL-10 poderdo ter propensdo de reagir a infeccdes
normais de forma hiperresponsiva durante o primeiro ano de vida, o que podera induzir a
progressao de clones pré-leucémicos através de processos inflamatorios associados a

infeccao®.

115, Manifesta¢des Clinicas da LLA

O quadro clinico da LLA é caracterizado pela metaplasia leucémica e pelo possivel
envolvimento de orgdos. Podendo apresentar infeccbes graves devido a granulocitopenia
absoluta, hemorragias ou tendéncias a hemorragias, decorrente da plaquetopenia, anemia,
dispneia por causa de tumor mediastinal e comum nas leucemias de células T, dor com

frequéncia nas pernas e alteragdes abdominais como hepatoesplenomegalia®®.

A infiltracdo leucémica pode ocorrer em sistema nervoso central (SNC), testiculo,
ovario, rim, 0ssos, articulag@es, olhos, ganglios, figado, baco, pele e em outros locais menos

frequentes, tais com coragdo e pulméo?’.
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11.6. Achados laboratoriais

Hemograma

O hemograma é um dos exames, que apesar de simples e acessivel a populacao, é
considerado 0 mais importante para triagem de investigagdo inicial da leucemia. Através dele
analisam-se os componentes do sangue como globulos vermelhos, plaquetas e células

brancas'® 18,

Puncéo lombar

A puncdo lombar baseia-se na aspiracdo do liquor para exame citoldgico e também
para injecdo de quimioterapia com a finalidade de impedir o aparecimento (profilaxia) de
células leucémicas no SNC ou para destrui-las quando existir doenga (meningite leucémica)
nesse local. E feita na maioria das vezes com anestesia local e com anestesia geral em

criangas pequenas e as maiores que ndo cooperam com o procedimento®.

Aspirado de Medula Ossea (AMO) - Mielograma

Exame de grande importancia diagnoéstica que direciona a avaliacdo da doenca é o

aspirado de medula 6ssea (AMO). O mielograma proporciona as seguintes avaliacdes:

Estudos citomorfologicos

Um valor de 25% de blastos na medula 6ssea (MO) e considerado como limiar para

definicdo de leucemia em muitos protocolos®.

A analise do aspirado de MO revela células de tamanho pequeno a médio com
escasso citoplasma, uma alta relacdo nudcleo/citoplasma, nucleos redondos ou ovais com
manchas ou cromatina reticular e nucléolos proeminentes e variaveis, com menor frequéncia
encontram-se células grandes com citoplasma mais abundante e contorno nuclear e cromatina
variavel. O citoplasma é basofilico e pode conter alguns vactolos ou granulos®®. No Quadro

01 estdo demonstradas as caracteristicas morfoldgicas dos blastos na LLA.
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Quadro 01-Caracteristicas morfoldgicas dos blastos na leucemia

linfoblastica aguda.

Linfoblastos

Caracteristicas gerais

Populacdo de blastos tende a ser homogéneo

Tamanho

Variavel, principalmente pequeno

Central, principalmente redonda; por vezes com endenteacéo,

Nucleo particularmente nos adultos. Alta relagdo nucleo/citoplasma em
criancas e baixa relacdo nucleo/ citoplasma em adultos
. Fina, com condensacdes dispersas. Muito condensado em
Cromatina .
linfoblastos pequenos
Nucléolos Ausentes em pequenos linfoblastos, por vezes indistintos
Citoolasma Escasso, basofilico, algumas vezes com Unica longa projecéo
P (célula mao-espelho)
N Raramente presente, azurdfilos e sempre negativo para
Gréanulos

peroxidase, esterase e azul toluidine

Bastonetes de Auer

Sempre ausente

Vacuolizacdo

Pode estar presente

Fonte: Adaptado de Chiaretti S, Zini G, Bassan R., 20148,

Na Figura 02, observam-se células leucémicas que podem ser encontradas de acordo

com a sua morfologia, sendo que na figura 2A ha varios linfoblastos com alta relacédo

nucleo/citoplasma e cromatina nuclear condensada e na 2B, numerosos linfoblastos B

contendo grosseiros granulos azurdfilos (6,20).

Figura 02-Leucemia linfoblastica A e B: Esfregaco de

medula 0ssea.

Fonte: Swerdlow SH et al., 20088,
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Estudos Imunofenotipicos

A imunofenotipagem fornece informagfes para o diagnostico, classificagdo e
monitoramento para as doencas hematoldgicas malignas. Este exame requer selecdo de
combinacbes de marcadores individuais com base em seu grau de especificidade para
identificacdo de uma determinada linhagem de célula, estdgio de maturagdo e fenotipo
aberrante, além de clones de anticorpos e conjugados de fluorocromos adequados para serem
usados em combinacBes. Os perfis imunofenotipicos especificos e/ ou citogenética e

anormalidades moleculares tém sido associados com o progndstico?.

De acordo com o método de citometria de fluxo (CF), a imunofenotipagem é baseada
na diferenciacdo de deteccdo de antigenos de superficie celular e intracelular e vai determinar
o0 tipo de derivacdo celular (B ou T), além dos estagios de diferenciacdo para ajudar no
diagnostico. A aplicacdo de anticorpos monoclonais fornece um resultado mais preciso,
melhorando o diagndstico diferencial da leucemia, bem como para determinar a origem de

células malignas e seu grau de diferenciacéo (Tabela 3)%.

Tabela 03-Imunofenotipagem para progenitores de linfécitos Be T

Linhagem B CD10 CD19 CD22 CD79a Tdt Ig
Pro-B _- + + + + -
Comum + + + + + -
Pré-B + + + + + C-mu
Pro-T - - C - + -
Pre-T - + C - + -
T Cortical + + C + + +
T Medular - + C,S* * + *

Abreviagdes: C, citoplasmatico; S, superficie. *Linfdcitos T medular sao positivos apenas para CD4 ou CD8, mas ndo ambos.
Fonte: adaptado de McGregor S, McNeer J, Gurbuxani S, (2012)?%,

O marcador de superficie CD19 é o mais comum em todos 0s pacientes com LLA-B,
assim como os marcadores CD22 e CD79a citoplasmaticos. Complementando os marcadores
imunofenotipicos das LLA-B e T ja expostos na Tabela 03, apresentam-se outros marcadores

para auxiliar no diagnoéstico das leucemias agudas (Tabela 04).
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Tabela 04-Marcadores imunofenotipicos nas LLA-B e LLA-T

Comumente positivo Expressao variavel

LLA-B CD19* CD20
cCD22* CD34
cCD79a* CD45
PAX57 CD13

CD10 CD33

sCD22 slgMf

CD24
TdT

LLA-T cCD38 CD1la

TdT CD2

CD7 sCD3

CD4

CD5

CD8

CD10

CD34

CD99

CD19

CD33
CD79a
CD117

CD56

Antigenos sdo listados aproximadamente na ordem de frequéncia, Abreviaturas: c, citoplasmatico; s, superficie,

“*” quase sempre positivo; T, mais especifico para linhagem B, mas pode ser positivo em LMA t(8;21); i

raramente presentes; § somente marcadores considerados de linhagem especifica; 1 Provavel coexpresséo.
Fonte: McGregor S, McNeer J, Gurbuxani S, (2012)2.

Para as leucemias de linhagem ambigua, os marcadores imunofenotipicos estdo

destacados no Tabela 058 21-22,

Tabela 05-Marcadores imunofenotipicos como critérios para classificacéo
de leucemia de linhagem ambigua

Linhagem Marcador
Mieloide Coloracdo  Mieloperoxidase ou até 2 NSE
marcadores diferentes de monocitos CDl11c
CD14
CD64
Lisozima
Linfocito-T CD3 citoplasmatico demonstrado por citometria de fluxo usando
marcador especifico para a cadeia épsilon ou CD3 de superficie
Linfécito-B D19 com a presenca de pelo menos 1 marcador forte adicional
CD19 com a presenca de pelo menos 2 CD79a
marcadores fracos adicionais CD22 citoplasmatico
CD10

Fonte: McGregor S, McNeer J, Gurbuxani S, (2012)2,
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Estudos de biologia molecular e citogenética ao diagndstico

A maioria das criangcas com LLA tem alteracbes cromossdmicas. Aproximadamente
75% detodos os casos de LLA B apresentama aneuploidia ou um rearranjo cromossoémico grave
recorrente, que incluem hiperdiploidia com ganho n&o-aleatério de pelo menos cinco
cromossomos (incluindo cromossomos X, 4, 6, 10, 14, 17, 18 e 21), como demonstrado no
Quadro 02 e Figura 03. Hipodiploidia com menos de 46 cromossomos e translocagoes
recorrentes, incluindo t (12;21) (p13;922), codificacdo ETV6-RUNXL1 (TEL-AML1); t (1;19)
(923;p13), que codifica Tcf3-PBX1 (E2A-PBX1); t (9;22) (g34;g11), que codifica a BCR-
ABL1; rearranjo MLL envolvendo 11g23*2L,

Vérias dessas alteracGes sdo utilizadas na estratificacdo de risco por estarem
associadas com o resultado, especialmente em LLA-B, tal como hiperdiploidia e ETV6-
RUNX1 que estdo associadas com resultado favoravel. A hipodiploidia e rearranjo MLL
estdo associadas a um prognéstico sombrio. Frequentemente, ETV6-RUNX1 € detectavel no
nascimento, anos antes do aparecimento de leucemia, sugerindo que os fatores genéticos

secundarios s&o necessarios para induzir a leucemia® 2224,

Quadro 02-Caracteristicas significantes da LLA — B com suas
anormalidades citogenéticas, fenotipos e correlacdes clinicas.

Anormalidade citogenética

Fenotipos

Correlagéo clinica

1(9;22)(033;q11;2)

CD19*, CD10*, CD25%,
frequentes expressdes de
antigenos mieloides

Pior resposta

t(v;11923) fusdo comum | CD19%, CD10, expressdes | Apresentacdo frequente com alta
incluem  AF4(4921), ENL [ aberrantes de antigenos | contagem de leucacitos e
(p13) mieloides CD15 envolvimento de SNC
CD19* CD10r, expressdes
t(12;21)(p13;922) aberrantes de antigenos | Resposta favoravel
mieloides CD13
Hiperdiploidia numero de
cromossomos >50, <66 coplials CD19%, CD10%, fenctipo )
extras de cromossomos nao | . "% . Resposta favoravel
N n&o distintos
randémicos. Cromossomos
mais frequentes 21, X, 14 e 4
Hipodiploidia numero de [ CD19*, CD10*, fendtipo

€cromossomos <46

ndo distintos

Pior resposta

t(5;14)(q31;q32)

CD19*, CD10%,
ndo distintos

fendtipo

Eosinofilia reativa com IL-3, pode
ter menos de 20% de blastos na
medula éssea e indetectavel em
sangue periférico

t(1;19)(g23;p13.3)

CD19*, CD10",
Wt citoplasmatico

Associacdo ndo significante com a
resposta para a terapia no momento

Fonte: Adaptado de Swerdlow SH et al., 2008°.
XXIX



30

Figura 03-Hiperdiplodia em pacientes com Leucemia
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Linfoblastica Aguda.
Cari6tipo banda G mostrando 55 cromossomos, com trissomia do 4, 6,
10,14, 17,18 e X e tetrassomia do 21. Nao existem anormalidades

estruturais.
Fonte: Swerdlow SH et al., 20088.

Estudo da anélise da doenca residual minima

Os testes da Doenca Residual Minima (DRM) sdo importantes para identificar a
leucemia antes de evidente recaida, detectar a carga leucémica antes do transplante e controle
do tratamento em relacdo a outro anterior. Pode ser realizado através da Citometria de Fluxo
(CF) e Reagdo de Cadeia Polimerase (PCR) de amplificacdo de genes de Imunoglobulina/

Receptores de Células T (Ig / TCR)?.

A imunofenotipagem por CF, também provou ser de grande utilidade para a deteccéo
de baixos nameros de celulas blasticas residuais e sua distingdo das celulas imaturas normais

regeneradas da Medula Ossea (MO) de pacientes com leucemia aguda durante o tratamento?.

Bidpsia de Medula Ossea (BMO)

Tecido obtido atraves da biopsia de medula 6ssea, hipercelular e é geralmente difusa.
Os linfoblastos sdo homogéneos, tém tamanhos intermediarios e escasso citoplasma,
deslocando megacaridcitos e pequenas colecGes de precursores eritroides, os ndcleos dos

- XXX . .
linfoblastos podem ser redondos ou convolutos, com uma cromatina descrita como
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uniformemente dispersa ou pontilhado, mas pode ser um pouco condensado. Os nucléolos sdo
imperceptiveis, mas podem ser proeminentes, além de atividade mitética Brisk quase sempre

presente?!,

Bidpsia Testicular

As células da leucemia, no processo da doenga, podem infiltrar varios tecidos extra-
medulares e no caso dos testiculos, a infiltracdo microscopica apresenta taxas que variam de
1.9% a 21%. A infiltracdo ao diagnostico € rara, comumente ocorre no curso da doenca ou na

sua recaida®.

Exames de imagem

Os exames solicitados dependem da gravidade do caso. Podem ser o raios-x de térax,

ultrassonografia abdominal, tomografia computadorizada, ressonancia magnética e petscan™®.

11.7. Tratamento
Quimioterapia

O tratamento é baseado em poliquimioterapia com estratificacdo por risco de
recorréncia da doenca. Os medicamentos a serem administrados incluem corticosteroides,
inibidores da metafase (alcaloide da vinca), asparaginase (deplecdo da asparagina),
antraciclinas, agentes alquilantes, antimetabolitos (metotrexato) e antagonista de purina

(mercaptopurina)®®.

A terapia de inducdo de remissdo para pacientes com LLA deverd incluir um
glicocorticoide, vincristina e asparaginase, porque eles agem sinergicamente, tem seus
mecanismos de acdo distintos e ndo sdo mielossupressores. A prednisona tem sido o
glicocorticoide mais frequentemente utilizado nesta fase do tratamento, entretanto a
dexametasona apresenta melhor resultado em pacientes com LLA-T e parece ter melhor

controle da resposta no Sistema Nervoso Central (SNC)?'.

No Brasil, o0 Grupo Brasileiro de Tratamento das Leucemias Linfoblasticas Agudas

na Infancia e Adolescéncia — GBTLI, apresenta proposta de tratamento (versédo 2009) onde se

XXX
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estratifica os grupos terapéuticos de acordo com sua linhagem de origem: B-derivada (Grupo

de Baixo Risco e Alto Risco); T-derivada; cromossomo Philadelfia (Ph+ ) e Lactente?®.

LLA B-derivada: Baixo Risco:

Baixo Risco Verdadeiro (BRV): Critério NCI (criancas de 1 a menor que 9 anos,
com contagem global de leucocitos menor que 50.000/pL ao diagndstico). Sem acometimento
do Sistema Nervoso Central (SNC). Sem citogenética de mau prognostico (BCR/ABL,
rearranjo MLL e hipodiploidia<46 cromossomos). Para permanecer no grupo, precisa ter no
D8 < 1000 blastos/uL em sangue periférico (SP), no D15 MO M1 com CF-DRM negativo
(<0,01%) e no D35 MO M1 com PCR-DRM negativo (<1073).

Baixo Risco Intermediario: Critério NCI (Inclui criancas de 1 a menor que 9 anos,
com contagem global de leuctcitos menor que 50.000 blastos/uL ao diagnostico). Sem
acometimento do Sistema Nervoso Central (SNC). Sem citogenética de mau prognostico
(BCR/ABL, rearranjo MLL e hipodiploidia<46 cromossomos). Para permanecer no grupo
precisa ter no D8 <1000 blastos/puL em SP, no D15 MO M1/2 com CF-DRM entre 0,01 a
<10% e no D35 MO M1 ou PCR-DRM negativo. (<107%).

LLA B-derivada: Alto Risco

Alto Risco Respondedor Rapido: Inclui criancas de 9 a menor que 18 anos com
contagem de leucdcitos igual ou maior que 50.000 blastos/uL ao diagnostico. Pacientes que
apresentarem no D8 < 1000 blastos/pL em SP, no D15 MO M1/2 com CF-DRM<10% e no
D35 MO M1 com PCR-DRM negativo (< 10°%).

Alto Risco Respondedor Lento: Inclui criancas de 9 a menor que 18 anos com
contagem de leucdcitos igual ou maior que 50.000 blastos/uL ao diagndstico. Aqueles com
mais de 1000 blastos/pL em SP no D8, MO M2/3 com CF-DRM positiva (>10%). MO M2/3
com PCR-DRM positivo (> 10®) no D35. Neste grupo sdo incluidos os pacientes em
esquema de Baixo Risco que no D8 apresentarem >1000 blastos/uL em SP, MO M3 e/ou

DRM/CF positiva (> 10%) no D15 e/ou MO M2/M3 e/ou PCR-DRM positivo no D35 (= 10°
3)_

XXXii
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LLA do Lactente: criancas menores que 1 ano de idade.

Subgrupo Respondedor Ré&pido: Pacientes que apresentarem no D8 < 1000
blastos/uL em SP, no D15 MO M1/2 com CF-DRM <10% e no D35 MO M1 com PCR-DRM

negativo (< 10°3).

Subgrupo Respondedor Lento: Aqueles com mais de 1000 blastos/pL em SP no
D8, MO M2/3 com CF-DRM positivo (>10%). MO M2/3 com PCR-DRM positivo (> 107)
no D35.

Leucemia Linfoide Aguda Philadelfia positivo (Ph+).

Subgrupo Respondedor R&pido: Pacientes que apresentarem no D8 < 1000
blastos/uL em SP, no D15 MO M1/2 com CF-DRM < 10% e no D35 MO M1 com PCR-
DRM negativo (< 1073).

Subgrupo Respondedor Lento: Aqueles com mais de 1000 blastos/uL em SP no
D8, MO M2/3 com CF-DRM positiva (>10%). MO M2/3 com PCR-DRM positivo (> 10°%) no
D35.

LLA T-derivada

Subgrupo Responder Répido: Pacientes que apresentarem no D8 < 1000
blastos/uL em SP, no D15 MO M1/2 com CF-DRM <10% e no D35 MO M1 com PCR-DRM

negativo(<1073).

Subgrupo Respondedor Lento: Aqueles com mais de 1000 blastos/pL em SP no
D8 e/ou MO M2/3 com CF-DRM positiva (>10%), MO M2/3 com PCR-DRM positivo (>10°
%) no D35.

O Quadro 03 apresenta um resumo das estratificacbes dos grupos e subgrupos do
tratamento do Protocolo GBTLI LLA-2009, os quais irdo definir o esquema terapéutico

adequado de acordo com sua resposta a terapia inicial.

Os esquemas terapéuticos do Protocolo GBTLI LLA-2009, encontram-se
demonstrados nos Apéndices A a H onde constam os medicamentos quimioterapicos, doses,
vias de administracdo e dias de tratamento dos diferentes subgrupos de tratamento dos

pacientes da pesquisa. XXXii
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Quadro 03-Defini¢bes dos grupos de risco do Protocolo GBTLI

LLA - 2009
Grupos de Risco Baixo Risco” Alto Risco T Ph+ La::eten
Idade(anos) > le<9 > 9e<18 - - <1
Leucocitos <50.000 > 50.000 : : .
inicial(/mm?)
SNC (SNC-3) NAO | NAO - - - -
t(4;11)
Hipodiploidia fuzgo
Citogenética de % X (<46cromossomos),
. NAO NAO . x - - do
mau prognaostico t(4;11) ou fusdo do gene
gene MLL/AF MLL/A
F
Pht*e
SUBGRUPOQOS BRV BRI RR RL RR RL LACTENTE
RR RL
D8 <100
(SP/blastos/mm?) <1000 | <1000 | <1000 >1000 0 >1000 | <1000 | >1000
D15 M1 M1/2 M1/2 M2/3 M1/ | M2/3 M1/2 M3
(MO/DRM- 2
CF%) >0,01
<0,01 e <10 <10 >10 <10 >10 <10 >10
D35 M1 M1 M1 M2/3 M1 M2/3 M1 M2/3
(MO/DRM- PCR) | <10% <103 <103 >103 <10 | >103 <10 >1073
3

*Nota: Pacientes do grupo de baixo risco serdo transferidos para o grupo de alto risco respondedor lento aqueles
que apresentarem: No D8 >1.000 blastos/mm3 em SP e/ou; no D15, MO M3, com CF-DRM>10%; e/ou no D35
ou MO M2/3 com PCR- DRM >1073. Definigdes: MO M1: Menor que 5% de células blasticas, MO M2: 5% a
25% de células blasticas, MO M3: Maior que 25% de células blasticas (critérios pelo NCI).

Fonte: Elaborado pela autora

Profilaxia e tratamento do Sistema Nervoso Central

O sistema nervoso central (SNC) é o local extramedular mais frequentemente afetado
ao diagndstico (<5%) e nas recaidas da LLA (30 a 40%). Fatores de risco ao diagnostico sdo
relatados para corroborar com o risco de recaida em SNC como LLA-T, presenca da t(9;22) e
t(4;21), hiperleucocitose (acima de 100 x 10°%uL e infiltragdo em SNC ao diagnostico.
Também é descrito como fator de risco a puncdo lombar traumatica ao diagnostico (>10
células vermelhas/pL no liquor) com ou sem a presenca de blastos. Quimioterapia intratecal
como metotrexate ou a tripla quimioterapia metotrexate, citarabina e hidrocortisona, €

administrada para prevenir recaidas em SNC?.

No caso da radioterapia, muitos protocolos reservam sua utilizacdo apenas para
aqueles pacientes com maior risco de re®fidh em SNC, enquanto algumas instituicdes

suspenderam a sua utilizagdo por completo®.
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Transplante

O papel do transplante alogénico de células-tronco hematopoiéticas tem importancia
em pacientes de alto risco ou apos a recaida da doenca hematoldgica maligna. No entanto, ndo
esta bem definida a sua indicagdo em primeira remissdo. Geralmente é indicado para aqueles
pacientes com maior risco de recidiva e/ ou falha do tratamento e tem sido associado aos que
apresentam hipodiploidia ou falha indutdria. Os resultados sdo melhores para os que recebem
o transplante com DRM negativa. O doador ideal ¢ um irmdo compativel, apesar de avancos

com fontes alternativas de doadores terem sido promissoras.

1.2. Resposta Imune na LLA
121 O sistema imune na leucemia

O sistema imune humano é organizado de uma forma complexa, protege o
hospedeiro contra organismos invasores e controla a resposta imune apropriada a diferentes

estimulos antigénicos. Essa resposta é classificada em imune inata e adaptativa®®-3L,

A resposta imune inata atua prontamente contra os antigenos. Participam deste
processo células efetoras denominadas de macrofagos, neutrofilos, células dendriticas e
células Natural Killer (NK), além das proteinas do sistema complemento e peptideos
antibacterianos. Suas fun¢des sdo fagocitose, liberacdo de mediadores inflamatorios, ativacédo
de proteinas do sistema complemento, sintese de proteina de fase aguda, citocinas e
guimiocinas. A resposta adaptativa depende da ativacdo de células especializadas como
linfocitos e moléculas soltveis por eles e suas fungdes sdo especificidade, diversidade de
reconhecimento, memoria, especializacdo de resposta, autolimitacdo e toleréncia aos
componentes do proprio organismo. Essas células sio formadas na Medula Ossea, oriundas

das células-tronco hematopoiéticas, como demonstrado na Figura 043133,
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Figura 04-Processo de formacéo dos elementos figurados do sangue a
partir das células tronco hematopoiéticas.
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Fonte: Baltimore D et al., 2008%.

Os leucocitos mais abundantes no sangue periférico sdo 0s neutréfilos, possuem
importante papel nas fases precoces das reacOes inflamatdrias e sensiveis a agentes
quimiotaticos como produtos de clivagem de fracbes do complemento (C3a e Cb5a) e
substancias liberadas por mastdcitos e basofilos. Estdo entre as primeiras células a migrarem
dos vasos para os tecidos atraidos por quimiocinas, como a IL-8 e sdo ativados por diversos
estimulos, dentre eles produtos bacterianos, proteinas do complemento (C5a),

imunocomplexos (IC), quimiocinas e citocinas®.

Os mondcitos ddo origem a macrofagos e sao considerados fagdcitos eficientes, eles
englobam os patdgenos e debris celulares e podem permanecer por meses ou anos nos tecidos,
atuando como verdadeiras sentinelas. Outra funcdo é processar e apresentar antigenos via
moléculas do complexo de histocompatibilidade principal (MHC), estimulando a resposta
mediada por LT. Na inflamacdo, os macrofagos atuam como células apresentadoras de
antigenos (APCs) potencializando a ativacdo de LT e linfocitos B (LB) pela expressdo de
moléculas coestimuladoras e liberacdo de citocinas pro-inflamatdrias como Interleucinas (IL)-

1, IL-6, 1L-12, Fator de Necrose Tumoral alfa (TNF-a) e quimiocinas®.
XXXV
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As células NK tém origem na medula 6ssea a partir de um progenitor comum aos
LTs constituindo de 5% a 20% das células mononucleares do sangue. Tem propriedades
citotoxicas e capacidades de produzir citocinas. Sdo consideradas células efetoras do sistema
imune inato que reconhecem e lisam células transformadas, isto é, células de tumor e

infectadas por virus, bactérias e protozoarios®> 41,

Estas células, também recrutam neutrofilos e macréfagos, ativam células dendriticas
(CDs) e LT e LB. C¢élulas infectadas por virus e células tumorais frequentemente apresentam
baixa expressdao de MHC classe I, tornando-se vulneraveis a acdo das NK. A capacidade
tumoricida das NKs é aumentada por citocinas como interferons (IFN) e interleucinas (IL-2 e
IL-12), regulando o sistema imune, o que favorece o desenvolvimento da resposta de células
Th132 41,

Inicialmente as células progenitoras dos LT migram da medula dssea para o timo,
onde as suas fases de desenvolvimento podem ser identificadas por alteragcdes na expresséo de
marcadores de sua superficie celular. Na etapa inicial da maturagdo ha proliferagdo celular
dos timdcitos na regido mais externa do cortex, e a medida que os timocitos maturam, migram

do cortex para a medula timica®3-34,

A interacdo dos timdcitos com as células do microambiente timico é fundamental
para a proliferacdo e diferenciacdo celular. Os timdcitos bem sucedidos na expressao
completa de Receptores de Células T (TCR) com cadeias af3 ou yo, sdo submetidos a dois
processos diferentes como selecdo positiva e negativa. Posteriormente, parte dessas células é
selecionada para diferenciar-se em células CD4+ ou CD8+3>-%,

A selecdo positiva associa a apresentacdo dos peptideos através das moléculas de
MHC Classe | e Classe Il para os LT CD8" e LT CD4", respectivamente. Vale ressaltar que
estes LT posteriormente vdo desempenhar um papel importante na imunorregulagéo e na

imuno-estimulagdo®.

Os linfocitos ThO evoluem para diferenciacdo Thl ou Th2 ainda em um estagio
inicial da ativacdo celular As células Thl caracterizam-se principalmente pela producdo de
IFN-y e IL-2 enquanto as células Th2 produzem IL-4, IL-5, IL-6 e IL-13. Caracteristicamente,
as citocinas do perfil Thl ou Th2 direcionam para o desenvolvimento de sua respectiva via,
inibindo a expressdo do padrdo oposto. Deste modo, uma vez polarizada a resposta imune

para o padrdo Thl, a via Th2 sera inibida e vice-versa. Isso ocorre devido a regulacéo do nivel

XXXV
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de receptores de membrana, da expressao diferencial de fatores de transcri¢do e de mudancas

epigenéticas, como demonstrado na Figura 05°°.

Figura 05-Representacdo esquematica das diferentes vias de
diferenciacéo das células Th0 destacando as principais

citocinas Thl, Th2, Th17 e Treg.
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Fonte: Souza AWS et al., 20103,
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IL-10 IL-13

As células Thl e Th2 sdo consideradas subconjuntos dos LT CD4", que tem entre

suas funcdes, ativar macrofagos e secretar citocinas Thl tais como IFN-y e IL-2 e por sua vez

facilitar a produgéo de LT citotoxicos. Estas citocinas estdo envolvidas principalmente na

resposta imune contra protozoarios, bactérias, virus intracelulares e tumores®®,

Enquanto que as células Th2 irdo secretar as citocinas IL-4, IL-5, IL-6 e IL-13 e

direcionar a resposta imune contra os helmintos e patégenos extracelulares, assim como

induzir as células B a produzir anticorpos (resposta imune humoral), além de suprimir a acéo

de células T citotoxicas®-3e,

Na resposta imune, observa-se que células Thl e Th2 séo para a populacdo de LT

CD4* como os homdlogos do LT citotdxicos (Tc) tipos 1 e 2 (Tcl /Tc2), sdo para LT CD8",
XXXV
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E importante enfatizar que no decorrer de uma resposta imune, as citocinas
produzidas por linfécitos Thl e Th2, juntamente com linfécitos T citotoxicos tipos 1 (Tcl) e 2
(Tc2) sdo importantes para a eficacia da resposta. A expansdo desregulada de um ou outro
subconjunto pode contribuir para a disfungdo do sistema imune mediado por células T em

pacientes com cancer?’.

As células Th17 representam um subtipo de LT efetores importantes na protecao
contra infeccdo por microrganismos extracelulares e tem como funcdo mediar a inflamagéo
tecidual precoce, produzindo IL-17 e quimiocinas responsaveis pelo recrutamento de células
Th1 aos sitios inflamatdrios, independente do acimulo de células T regulatérias (Treg) no
local, para tornar as celulas-alvo menos suscetiveis & imunorregulacdo e diminuir o poder

imunossupressor das Tregs®* 38,

As Tregs tem seu desenvolvimento e maturacdo no timo e funcdo, entre outras, é
secretar IL-10 que estdo envolvidas na homeostase e tolerancia periférica ao antigeno auto-
imune, impedindo ou diminuindo as consequéncias das reacfes de hipersensibilidade e das

doencas autoimunes®.

Células com funcao imunorreguladora estdo envolvidas na modulacéo e controle dos
processos de eliminacdo de patdgenos onde ha destruicdo de tecidos préprios, exposicao de
auto-antigenos e producéo de citocinas pré-inflamatérias, condi¢bes que favorecem a inducéo
e a manutencdo dos eventos autoimunes e necessitam ser controlados. Essas células atuam em
uma complexa rede de mecanismos reguladores destinados a assegurar a modulacdo das
respostas imunoldgicas frente aos diversos antigenos provenientes de agentes infecciosos,

tumores, alo-antigenos, auto-antigenos e alérgenos*.

Estas células tem entre suas caracteristicas alta expressdo de CD25 no linfécito T
CD4", assim como do marcador Foxp3. A medula 6ssea é considerada um importante
reservatorio para estas células e apresentam quantidade mais elevada de células Treg
CD4+/CD25hi/FoxP3* que o sangue periférico, entretanto, as células T circulantes podem
ainda ser recrutadas para a MO leucémica e com isso, aumentar ainda mais o nimero destas

células no espagco medular em pacientes com leucemia*®.

Alguns autores demostraram que a percentagem de LTreg foi significativamente
maior nos pacientes com LLA-B e LLA-T em comparacdo aos individuos saudaveis, assim

como foi observado reducéo da secrecdo de IL-2 e aumento de IL-10 e TGF-p. Estes
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resultados indicam que as células Treg podem suprimir a resposta imune através da baixa

regulacéo de IL-2 e o aumento da expressdo de IL-10 e TGF-B%.

Ressaltamos que a funcdo das células T efetoras, tais como Thl, Th2 e Thl7, é

controlada por células Treg (CD4"CD25"Foxp3*), o que faz manter a tolerancia periférica®.

Entre os LT com funcdo imunorreguladora temos as células T reguladoras de
ocorréncia natural (Treg CD4*CD25*CD127low, Foxp3*), as células Trl que regulam
mediante a producéo de IL-10 e suprimem o desenvolvimento de algumas respostas de LT in

vivo. Existem ainda varias outras células com funcao reguladora, dentre eles células NKT3,

E importante ressaltar que Individuos com leucemia apresentam uma intensa reducao
no nimero de células T CD4" e CD8" no momento do diagnéstico e estas ndo se recuperam
durante a terapia. Além disso, estes pacientes apresentam diminuicdo do numero de LT que

deixam o timo, ocorrendo consequentemente, uma reducéo significativa dos linfocitos naive3.

No entanto, a frequéncia de linfocitos T CD4+CD25" em pacientes com LLA-B ao
diagnostico esta diminuida, embora populaces de Linfocitos Tregs CD4+*CD25*Foxp3* e
Linfocitos Treg CD4*/CD25%/IL-10* estejam elevadas, sugerindo uma melhor funcédo destas

células em criancas com LLA-B%.

Durante a resposta imune, os linfécitos T CD4+ apresentam um papel importante na
producdo de citocinas, estas sdo pequenas moléculas de proteinas sollveis (8-14 kDa)
produzidas e secretadas por uma variedade de células cuja funcdo é mediar e regular a

hematopoese®™ 43,

As citocinas podem ser detectadas em fluidos e tecidos biologicos, a elevacao da sua
concentracdo indica a ativacdo de vias envolvidas no processo da resposta inflamatoria ou
desenvolvimento da doenca. Portanto, pode-se concluir que as citocinas séo usadas como
potenciais biomarcadores de varias doencas e as alteragdes na sua concentracdo podem ser

utilizadas no seguimento desta patologia*3-4,

Por outro lado, os macrofagos induzidos por células Th2, chamados macréfagos M2,
S80 responsaveis por promover o crescimento e progressdo do tumor atraves da elaboracdo da
citocina imunossupressora, a IL-10, enquanto as quimiocinas pré-inflamatorias produzidas
pelos leucécitos ou tecidos neoplasicos recrutam células Th2 e Treg. Em se tratando das
quimiocinas, estas podem mediar a anergia das células T e desativar a sua capacidade para

destruir células neopléasicas®®.

x|



41

Zhang em 2000, apds estudo no sangue periférico de criangas com LLA observou a
reducdo das citocinas Thl (IL-2 e IFN-y) ao diagnoéstico, assim como a recuperagdo das
citocinas com o alcance da remissdo completa da leucemia em alguns pacientes, considerando
a eliminacdo de células tumorais que estaria associada a reversao de producdo de citocinas
Th1%,

No caso do IFN-y, o sistema imune inato induz sua secregdo através da estimulagdo
dos receptores Toll-like (TLRs) e outras vias de sinalizacdo em resposta a biomoléculas
extracelulares especificos como padrées moleculares associados aos patégenos ou aos danos
(PAMPS ou DAMPS)*47.

A citocina IL-2, apresenta trés subunidades proteicas: alfa, beta e gama, ela € um
fator de crescimento de célula T e tem seu efeito bioldgico induzido pelo receptor de IL- 2
(IL- 2R). Esta Interleucina induz a ativacdo e proliferacdo de células T e NK que véo
estimular a citotoxidade antitumoral, portanto a propriedade béasica da IL-2 é ativar células

efetoras para levar a lise seletiva das células tumorais*®-°,

Quanto ao papel das quimiocinas na resposta imune, sabe-se que sdo constituidas por
citocinas quimiotaticas de polipeptideos de 8 a 12 kDa com duas pontes de dissulfeto internas.
Movimentam as células brancas direcionando-as tanto na circulagdo sanguinea, quanto nos
vasos linfaticos e tecidos, incluindo ambiente estromal e matrizes extracelulares, para locais

de inflamagao tecidual®.

Atualmente a familia de quimiocinas humanas tem 50 membros e séo subdivididos
em 04 grupos com base no nimero e localizacdo dos residuos de cisteina N-terminais. As
duas principais familias de quimiocinas sé&o CC e CXC, onde a primeira corresponde a
residuos de cisteinas adjacentes e a outra a residuos separados por um aminodacido diferente

de cisteinas. Na Tabela 06 esta demonstrado sua classificagio31455°,
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Tabela 06-Alteragdes nos ligantes de quimiocina CC e a expressdo do receptor nas doencas

humanas
Receptor Ligantes de Quimiocinas Tipos de células Ligacdo com doengas
CCR1 CCL3 (MIP-10), CCL5 (RANTES), Células T, Artrite reumatoide,  Esclerose
CCL7 (MCP-3), CCL14 (HCCY), eosinofilos, multipla, cancer colorretal
CCL4, CCL6, CCL8, CCL13, basdfilos
CCL15, CCL16, CCL23
CCR2 CCL2 (MCP-1), CCL8(MCP-2), Mondcitos, células Aterosclerose, artrite reumatoide,
CCL7 (MCP-3), CCL13 (MCP-4), dendriticas esclerose multipla, resisténcia para
CCL16 (HCC4), CCL5, CCL8 (imatura), células T patdgeno intracelular, diabetes
de memdria mellitus tipo 2
CCR3 CCL11 (eotaxin), CCL13 (eotaxin-  Eosinofilos, Asma e rinite alérgica, carcinoma
2), CCL7 (MCP-3), CCL5 basodfilos, renal
(RANTES), CCL8 (MCP-2), mastocitos, Th2,
CCL13 (MCP-4), CCL4, CCL11, plagquetas
CCL15, CCL24, CCL26, CCL28
CCR4 CCL17 (TARC), CCL22 (MDC) Células T (Th2), Infeccdo parasitaria, rejeicao de
células dendriticas enxerto, homing célula T para pele
(madura), basofilos,
macréfagos,
plaquetas
CCR5 CCL3 (MIP-1¢), CCL4 (MIP-1), CélulasT, Co-receptor  HIV-1  (Tropismo
CCL5 (RANTES), CCL11 mondcitos linhagem-T), rejeicéo de
(eotaxin), CCL14 (HCC1), CCL16 transplante, cancer de mama,
(HCC4), CCL7 Cancer colorretal
CCR6 CCL20 (MIP-3pB, LARC) Células T (células T Imunidade humoral de mucosa,
regulatoria e asma alérgica, homing célula T
memodria), célula B, intestinal, cAncer colorretal
células dendriticas
CCRY7 CCL19 (ELC), CCL21 (SLC) Células T, Células Transporte de linfocitos T e células
Dendriticas para linfonodo, imunidade celular
(madura) tipo 2, melanoma, céncer de mama,
cancer de pulméo de néo pequenas
células, carcinoma gastrico, cancer
colorretal, LLC de célulaB, LLC
CCRS8 CCL1 (1309) Células T (Th2), Migracao de células dendriticas
mondcitos, células para linfonodo, imunidade celular
dendriticas tipo 2, formagéo de granuloma
CCR9 Células T, Células Homing de células T e células
plasmaticas IgA plasmaticas IgA+ para o intestino,
CCL25 (TECK) doenga inflamatéria  intestinal,
melanoma, cancer de mama, LLA-T
CCR10 CCL27 (CTACK), CCL28 (MEC) Homing de célula T para intestino e
pele, Melanoma, CTCL
ACKR3  CCL11,CCL12 Cancer de pulmao,
rabdomiossarcoma
ACKR6 CCL18 Cancer de mama

Fonte: Adaptado de Charo F & Ransohoff RM, 2006; Vela M et al., 2015501,

A movimentacdo de células é baseada na mediacdo de quimiocinas e tem sido

caracterizada em quase todos os tipos celulares, embora a funcédo fisiologica mais associada

com a estimulagdo das quimiocinas seja seu recrutamento®.
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A via de sinalizagdo convencional atribuida a receptores de quimiocinas também
envolve a mobilizacéo de calcio a partir de armazenamentos intracelulares. Ressaltamos que o
pareamento de cada quimiocina com seu receptor através de sua ligacdo aos receptores dos
componentes extracelulares é de fundamental importancia para o inicio dos eventos de
sinalizacdo. Em alguns casos, os ligantes de quimiocinas, como CCL2 ou CXCLS8, séo

capazes de ligar-se a diferentes receptores, conforme observado na Tabela 074°.

Tabela 07-Ligantes de quimiocina CXC, XC e a expressao do receptor nas
doencas relacionadas.

Receptor  Ligantes de Quimiocinas Tipo Celular Doenca Relacionada
CXCR1 CXCLS8 (IL-8), CXCL6  Neutrofilos e Mondcitos Doenca Inflamatoria de pulméao, COPD,
(GCP2), CXCL5 melanoma, cancer de mama, cancer de
(ENAT8) ovario, cancer de prostata
CXCR2 CXCL8, CXCL1 (GRO Neutrdfilos mondcitos Doenca Infamatdria de pulmdo,
a), CXCL2 (GRO ), células endoteliais COPD, angioestatico para crescimento
CXCL3 (GROy),  microvascular tumoral, melanoma, cancer de mama,
CXCL5 (ENATS), cancer de ovario, cancer de prostata,
CXCLS6, CXCL7 carcinoma de célula renal, carcinoma
de esdfago
CXCR3 CXCL4 (PF4), CXCL9 CélulasThl, mastocitos Doenca inflamatoria de pele, esclerose
(MIG), CXCL10 (IP- células mesangiais Células mdltipla, rejeigdo a transplante, LLA,
10), CXCL11 (I-TAC) endoteliais microvascular, LLC célula B, angioestatico para
células neoplasicas crescimento tumoral
CXCR4 CXCL12 (SDF-1) Altamente expresso Correceptor HIV-1 (tropismo célula T),
metastase  tumoral, = hematopoiese,
melanoma, cancer de mama, cancer de
préstata, cancer de bexiga, cancer de
pancreas, cancer colorretal, cancer
renal, osteossarcoma, NSCLC, LMA,
LLA, LLC, LNH, mieloma multiplo
neuroblastoma
CXCR5 CXCL13 (BCA-1) Células B, células T Formacéo de foliculos de células B,
helper folicular LLC célula B, linfoma do manto
CXCR6 CXCL16 (SR-PSOX) Células T CD8+, células Doenca inflamatéria de figado,
natural killer, células T aterosclerose (CXCL16)
CD4+ de memoria
CX3CR1 CXCL1 (fractalkine) Macréfago, células Aterosclerose, cancer de mama, cancer
endoteliais, células de de prdstata, cancer colorretal
musculo liso
XCR1 XCR1 Células T, células natural ~ Artrite reumatoide, nefropatia IgA,

(lymphotactin), XCL2

killer

resposta tumoral

Fonte: Adaptado de Charo F & Ransohoff RM, 2006; Vela M et al., 2015°%52,

As quimiocinas podem ser constitutivas ou induzidas (inflamatdrias). As
constitutivas sdo produzidas por varios tecidos e tem a funcdo de recrutar leucdcitos como
linfocitos, na auséncia de inflamacéo, enquanto as induzidas s&o produzidas por varias células
em resposta a estimulos inflamatorios e tem como funcgéo recrutar leucdcitos para o local da
inflamac&o®2.
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Existem grupos diferentes de quimiocinas capazes de direcionar o trafico exclusivo
de celulas imunes, tanto para condic¢Ges inflamatorias quanto para homeostaticos. Entretanto,
durante a inflamacdo patogénica, tal como a infeccdo, trauma ou céncer, a producdo de um
grupo alternativo de quimiocinas pode ser induzido e ser direcionada ao local da

inflamagao394°,

Em relacdo as citocinas inflamatorias como o fator de necrose tumoral (TNF-o) e
interferon-y (IFN-vy), estes induzem a transcrigdo de uma grande variedade de quimiocinas,
que incluem CCL2, CCL3, CCL4, CCL5, CCL25, CCL27, CXCL9 e CXCL10, e por sua vez

atraem células ativadas de ambos os sistemas imune inato e adaptativo®.

Enfatizamos que, as quimiocinas tém efeito tanto pr6 quanto anti-tumor dentro do
microambiente tumoral e que estas funcdes sdo realizadas através da regulacdo da infiltracéo
de células imunitarias. No entanto, mediadores de quimiocina recrutam neutrofilos para os

locais neoplasicos e tem sido sugerida como um mecanismo de defesa do tumor®®.

Dentre as funcbes das quimiocinas, pode-se afirmar que geralmente, as quimiocinas
CXC atraem neutrofilos (CXCL1, CXCL2, CXCLS8) e linfocitos Thl (CXCL9, CXCL10,
CXCL11), enquanto as quimiocinas CC atraem linfocitos Th2 (CCL17 e CCL22), linfocitos
Th17 (CCL20) e mondcitos (CCL2, CCL7, CCL13)*" 1,

Até 0 momento ja foram identificados 11 receptores diferentes para quimiocinas CC
(CCR1 a CCR11) e sete receptores para as quimiocinas CXC (CXCR1 a CXCR7) e estes
podem ser especificos para uma determinada quimiocina (CCR6, CCR9 e CXCR6) ou o

mesmo receptor pode ligar-se a varias quimiocinas®2,

Destacamos que em doengas como 0 cancer, 0 aumento da expressdo de quimiocinas
leva a infiltracdo de células imunes podendo ser correlacionadas com o aumento da sobrevida
do paciente, por exemplo, a expressdo CXCR4 tem sido correlacionada com uma variedade de

cancer incluindo malignidades hematoldgicas como LLA e leucemia mieloide®.

A quimiocina CCL2, ap0s ser estimulada por IL- 2, IL-12 e IFN- v, ira ativar os
macrofagos para que estes tenham a capacidade de destruir as células tumorais. Neste
processo, ocorre o recrutamento do linfécito Treg, responsavel pela supressdo imune durante
0 desenvolvimento do tumor, expressam CCR4 e sdo atraidos para o local do tumor por
CCL22, que é ligante para CCR43" %,

Consistentemente, podemos afirmar que as CCL2 e CCL5 também sdo conhecidos

por causar afluxo de Treg para os tecidos periféricos inflamados. As quimiocinas tém dois
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efeitos opostos sobre a progresséo do tumor e sua resposta vai depender da presenca de outros

mediadores celulares e moleculares ou da quantidade de quimiocinas presentes®’.

As células apresentadoras de antigenos (APC) tem papel importante na resposta
imune, sendo as células dendriticas (CD) as mais importantes. Tem como principal funcéo,
apos a fagocitose de antigenos (ex.: células tumorais), processar e apresentar antigenos em sua
superficie para outras células através das moléculas de MHC e tornam-se ativados pelo CCR7
e assim s&o responsivas a MIP-3f / CCL19 e CCL2%,

Estes ligantes de receptores de quimiocinas, permitem que as células dendriticas
migrem para os orgados linfoides secundarios, onde irdo estimular as células T para iniciar a

reatividade imune®.

Pode-se afirmar que as quimiocinas de drgdos linfoides secundarios sdo conhecidas
por diminuir a carga tumoral devido a migracdo de CDs mais direcionadas para os nddulos

linfaticos, com isso, desencadeando as respostas imunitarias contra tumores®’,

As células T fazem parte da imunidade adaptativa, elas reconhecem os antigenos
apresentados pelas APCs enquanto célula T naive (expressam CXCR4 e CCR7) presentes na
corrente sanguinea e 6rgdos linfoides secundarios, passam a ser células T de memoria e
efetoras (responsiveis & CCL5, CCL2, CCL8 e CCL7; expressam CXCR5 e CXCR3) e

dirigem-se ao sitio da lesdo ou tumor para as respostas inflamatorias®’.

Entretanto, os linfocitos B (LB) leucémicos podem apresentar antigenos tumorais
através das moléculas de MHC e fornecer o primeiro sinal de ativacdo de células T, mas como
ndo expressam B7.1, o segundo sinal ndo pode ser emitido, resultando em ativacédo

incompleta dos LT°2-4,

EK em 2005 e 2011°4%° relata que apds analise dos fatores envolvidos com a resposta
imune, relatou que a imunossupressdo comumente ocorre em pacientes em tratamento com
drogas antineoplésicas e no processo de reconstituicdo imunoldgico e esta relacionado com a
natureza da doenca, o tipo e dosagem de drogas e a idade do paciente poderéo levar a efeitos
colaterais importantes durante o tratamento, como infeccGes graves e ser responsavel por

aproximadamente 80% dos oObitos das criangas com LLA.

Muitos tratamentos tém sido propostos na tentativa de se buscar a efetividade na cura
das leucemias e para a LLA se propde atualmente o Protocolo GBTLI-LLA 2009. No entanto,
se observa que muitos destes pacientes apresentam recaidas importantes, com alteracbes

imunolégicas marcantes ao longo do tratamento. Desta forma, compreender 0s mecanismos
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imunes envolvidos na imunossupressdo durante a fase de indugdo do tratamento, assim
como a reconstituicdo imune nestes pacientes € de fundamental importancia para o sucesso

do tratamento atualmente proposto.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

= Descrever a resposta imune celular, perfil de citocinas, quimiocinas e pesquisar
possiveis biomarcadores imunes de acordo com o grupo de risco de tratamento com o
protocolo GBTLI LLA-2009, em pacientes com LLA na faixa etaria de zero a menor de

18 anos durante a terapia de inducao.

2.2. Objetivos Especificos

Analisar os parametros do hemograma como populacdo de leucdcitos totais, linfocitos

totais, neutrofilos, mondcitos, hemoglobina, hematdcrito e plaquetas em pacientes na

faixa etaria de zero menor de 18 anos portadores de LLA ao diagnostico, D8, D15 e

final da terapia de indugdo (D35) do protocolo GBTLI LLA-2009;

= Caracterizar as populacdes celulares em sangue periférico de linfécitos totais, linfocitos
T (LT), LTCD4", LTreg (CD4*/CD25*/FoxP3*), LTCD8*, NK e NKT na populacéo de
pacientes durante o protocolo de inducédo (DO, D8, D15 e D35);

= Descrever o perfil de citocinas séricas Thl, Th2, Treg e Thl7 e quimiocinas séricas
MCP-1, RANTES, IL-8, MIG e IP-10 nas quatro etapas da pesquisa;

= Relacionar o perfil da resposta imune através de biomarcadores imunes com 0s grupos

de risco de tratamento da terapia de indugdo em pacientes na faixa etaria de zero a

menor de 18 anos portadores de LLA em uso do protocolo GBTLI LLA-2009.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Modelo do estudo

E um estudo ndo experimental, longitudinal de coorte e prospectivo. Os pacientes
foram acompanhados de acordo com o intervalo de tempo compreendido entre o diagnostico e
o dia 35 da inducéo.

A intensidade da imunossupressdo através de biomarcadores imunes foi demonstrada
no tratamento de pacientes na faixa etaria de zero a 18 anos com leucemia linfoblastica aguda
(LLA), nos diferentes grupos de tratamento e na fase de inducdo do protocolo GBTLI-LLA
2009.

3.2. Aspectos Eticos da Pesquisa

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da Fundacéo
Hospitalar de Hematologia e Hemoterapia do Amazonas (FHEMOAM), com o Ndmero de
CAAE: 18309913.6.0000.00009.

3.3. Populacéo de referéncia

Pacientes na faixa etaria de zero a menor de 18 anos com diagndstico de leucemia
aguda (LA).

3.4. Populacéo de estudo
3.4.1. Casos

Pacientes na faixa etaria de zero a menor de 18 anos atendidos na FHEMOAM, que
apresentarem alteracdo no hemograma com suspeita de serem portadores de LA, com clinica

de anemia e/ou infeccédo e/ou sufusdes hemorragicas.

Na FHEMOAM séo atendidos em torno de 1400 pacientes de primeira vez por ano
com suspeita de LA. Os pacientes foram examinados, colhido a historia clinica com anamnese
e exame fisico, coletado amostras de sangue periférico para hemograma e posteriormente
realizado mielograma para diagndstico de LLA e confirmacdo pela citomorfologia,

imunofenotipagem por citometria de fluxo (CF), estudo citogenético e biologia molecular.
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A selecéo foi realizada a partir da confirmagdo de LLA de novo. Preenchido os
critérios de inclusdo da pesquisa e foi solicitada a participacdo dos pacientes para 0s pais ou
responsaveis legais, em caso de menores de idade. Apds o consentimento da familia, foi lido o
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) para o (s) responsavel (eis) e realizado

a assinatura do documento, em duas vias e entregue uma via ao (s) responsavel (eis).

Também foi solicitado a crianca sua participacdo na pesquisa e aquelas acima de 06
anos de idade e alfabetizadas foi lido o Termo de Assentimento Informado (TAI) e apds seu
consentimento foi solicitado sua assinatura no documento, em duas vias e entregue uma via

para a crianca/ responsavel (eis).

Apos a assinatura dos pais e da crianca, a mesma foi encaminhada a sala de coleta de
amostras para procedimento da coleta de rotina e da pesquisa. Novas coletas foram realizadas
no D8, D15 e D35 da Inducéo do protocolo GBTLI LLA-2009.

No periodo da pesquisa, 0s pacientes estavam internados na FHEMOAM ou em
outro servico de saude, alguns ao final da inducdo encontravam-se de alta, no seu domicilio.
No D35 as criancas compareceram a FHEMOAM para coleta de mielograma e exame

laboratorial da avaliagdo do tratamento e nesta data foi feito também a coleta para a pesquisa.

Um banco de dados foi abastecido com os resultados dos exames da pesquisa para
posterior analise. Em caso de abandono ou obito, os dados foram computados até data do

mesmo.

O periodo de coleta de dados de casos e controles foi de agosto de 2014 a julho de
2015.

3.4.2. Grupo controle (Criangas sem LLA)

Para valores de referéncia comparativos na analise do hemograma, perfil celular e de

citocinas e quimiocinas foi utilizado um grupo controle.

3.5. Critérios de Incluséo e Exclusao
3.5.1. Casos

Os critérios de inclusdo utilizados foram: Idade: zero a menor de 18 anos, LLA de
novo admitido no Servico de Hematologia Pediatrica da FHEMOAM no periodo de agosto de

2014 a maio de 2015, paciente em fase de inducéo do protocolo GBTLI LLA-2009. Como
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critérios de exclusdo foram utilizados o0s seguintes pardmetros: Material biologico
insuficiente, coagulado, mal conservado ou com contaminacdo, material coletado apds a data
programada e criancas portadores de Sindrome de Imunodeficiéncia Adquirida diagnosticado

apo6s inclusdo no estudo.

3.5.2. Grupo controle (Criangas sem LLA)

Neste grupo foram definidos como critérios de inclusdo: Idade de zero a menor de 18
anos, resultado com valores normais do hemograma. As criangas sem infeccdo prévia ha
menos de 04 semanas. Como critérios de exclusdo foram utilizados os seguintes dados:
Material biolégico insuficiente, coagulado, mal conservado ou com contaminacdo.
Participaram deste grupo, criancas e adolescentes saudaveis, filhos de servidores da
FHEMOAM, irmé&os de pacientes em tratamento para leucemia e criancas de bairro centro sul
da cidade.

Solicitada a participacdo das criancas saudaveis para 0s pais ou responsaveis legais, e
ap6s o consentimento da familia, foi lido o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(TCLE) para o (s) responsavel (eis) e realizado a assinatura do documento, em duas vias e

entregue uma via ao (S) responsavel (eis).

A crianca acima de 06 anos de idade e alfabetizadas e aos adolescentes, foi lido o
Termo de Assentimento Informado (TAI) e ap6s seu consentimento foi solicitado sua

assinatura no documento, em duas vias e entregue uma via para a crianca/ responsavel (eis).

Apds a assinatura dos pais e da crianca, a mesma foi encaminhada a sala de coleta de

amostras para procedimento da coleta de rotina e da pesquisa.

Um banco de dados foi abastecido com os resultados dos exames da pesquisa para

posterior analise.

O periodo de coleta de dados de controles foi de maio a julho de 2015.

3.6. Etapas do Projeto

As etapas da investigacdo deste projeto estdo demonstradas na Figura 06.
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Figura 06 - Etapas do projeto de Pesquisa.
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*PR: Populagdo de Referéncia; PE: Populacdo de Estudo; LA: Leucemia Aguda; LLA: Leucemia
Linfoblastica Aguda; P: Participantes; NP: Nao Participantes.

3.7. Tamanho da amostra
A coleta da amostra para a pesquisa foi realizada de forma sequencial de acordo com

0 cronograma estabelecido para a realizacéo da pesquisa.

Em média séo diagnosticados 40 pacientes com LLA por ano, portanto, a prevaléncia
estimada € de 0,0285 (2,85%). A amostra adotada foi a amostra aleatdria simples (AAS), com

um erro de 5%, sendo um total de 41 pacientes®’.

3.8. Coleta de dados

3.8.1.Procedimentos para Coleta de Dados

A coleta de dados foi realizada a partir das consultas aos prontuérios, fichas sociais
dos pacientes e as informagdes foram anotadas nos formularios da pesquisa. Esses dados
foram revisados pela pesquisadora e arquivados em pasta especifica, dentro do servi¢o de
Hematologia Pediatrica da FHEMOAM para posterior analise.
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3.8.2. Fluxograma do trabalho de pesquisa

O fluxograma das atividades realizadas durante a pesquisa esta descrito na Figura 07.

Figura 07 - Fluxograma de Atividades desenvolvidas.
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3.9. Coleta e Processamento do Material Biologico

3.9.1.Coleta de Sangue periférico dos Pacientes com LLA (DO, D8, D15 e D35).

Para este procedimento foi coletado um total de 3 ml e distribuidos entre os frascos
com Acido Etilenodiamino-tetracético (EDTA) para o hemograma e estudo do perfil celular
por citometria de fluxo (1 ml) e um frasco sem anticoagulante para estudo das
citocinas/quimiocinas séricas (2 ml). As amostras foram colhidas na sala de procedimentos ou
na enfermaria onde os pacientes estavam internados. Casos excepcionais cujo 0 paciente nao
pode dirigir-se a FHEMOAM, a coleta foi realizada no servigo de saude que 0 mesmo estava

internado.

As amostras foram identificadas com o cddigo do projeto e enviadas ao laboratorio
de marcadores celulares para o hemograma e posterior encaminhamento ao laboratério
multidisciplinar para identificagdo dos marcadores celulares por citometria de fluxo. As
amostras sem anticoagulante, destinada a dosagem das citocinas e quimiocinas séricas, foram
segregadas em aliquotas e congeladas em freezer -80°C devidamente identificadas até o

momento da realizacéo dos testes.

3.9.2. Coleta de Sangue Periférico dos individuos controle (Crianca sem LLA).

A coleta foi realizada na sala de procedimentos, no laboratério de analises clinicas
da FHEMOAM e em sala disponibilizada em bairro da cidade. Apos a identificacdo dos tubos
com o cddigo do projeto, o material foi coletado por puncdo venosa um total de 3 ml e
distribuidos entre os frascos com EDTA para o hemograma e estudo do perfil celular (1 ml),
outro frasco sem anticoagulante para estudo das citocinas e quimiocinas séricas (2 ml) por
citometria de fluxo. Ap6s o registro para 0 hemograma, as amostras foram encaminhadas ao
laboratorio de marcadores celulares da FHEMOAM para a realizacdo do hemograma e
posterior encaminhamento ao laboratorio multidisciplinar para identificacdo dos marcadores
celulares por citometria de fluxo. As amostras sem anticoagulante, para fins de dosagem das
citocinas e quimiocinas séricas, foram segregadas em aliquotas e congeladas em freezer -80°C

e identificadas para posterior realizagdo dos testes.



54

3.10. Testes hematoldgicos (Hemograma)

Para a realizacdo dos testes hematologicos, foram realizadas a contagem global dos
leucdcitos totais e diferencial, das hemécias, das plaquetas, determinagdo do hematdcrito,
dosagem de hemoglobina e indices hematimétricos em contador hematoldgico automatizado
ADVIA®2120i Hematology System (Siemens Healthcare, Erlangen, Germany)

Paralelo ao hemograma automatizado foi realizado leitura das laminas por

microscopia de luz, apds a sua preparacao, seguindo o protocolo abaixo:

Inicialmente procedeu-se a identificacdo das l&minas com as iniciais do paciente e 0s
tubos com o cddigo do projeto e data. A coleta de sangue foi realizada em uma veia periférica
e as primeiras gotas de sangue sdo colocadas em duas laminas histoldgicas, com posterior
esfregaco analitico com o auxilio de uma terceira lamina (extensora), que é posicionada em
um angulo de 30 a 45 graus. A lamina extensora é recuada em direcdo a gota de sangue,
permitindo que o sangue se distribua por meio da borda da lamina. A lamina foi ent&o
deslocada para frente em um movimento relativamente rapido, formando o esfregaco. O
volume recomendado para o tubo foi respeitado, para evitar desproporcdo sangue/EDTA, o
que poderia causar erro pré-analitico. Nos esfregacos sanguineos, os corantes utilizados foram
0 May-Grunwald-Giemsa. A leitura foi feita em microscdpico com objetiva de pequeno
aumento (objetiva de 10x), seguido pela leitura com éleo de imersdo com objetiva de grande

aumento (100x).

3.11. Imunofenotipagem por Citometria de Fluxo (CF)

Para este procedimento foram coletados por pungdo venosa, 1 ml de sangue
periférico em tubo contendo EDTA como anticoagulante para a caracterizacdo do perfil

celular utilizando a técnica de CF.

As celulas foram marcadas com anticorpos monoclonais conjugados a fluorocromos
(Tabela 08) que se fixam em epitopos especificos e sdo captadas pelo CF para a
caracterizacdo das populacOes celulares. Neste estudo foi utilizado um painel de anticorpos
monoclonais marcados com fluorocromos especificos, para detecgdo dos linfocitos totais
(FSCxSSC), linfécitos T (CD3*), LT auxiliar (CD3*/CD4"), LT citotoxico (CD3*/CD8") e LT
reguladores (CD25/CD4*/FoxP3"), além das células NK (CD16"/CD56*/CD3) e NKT
(CD16%/CD56*/CD3").

liv
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Inicialmente, foram identificados e distribuidos anticorpos de superficie em 5 tubos
de citometria conforme descricdo na Tabela 09, em seguida adicionado 100 pL de sangue
total nos tubos 1 a 3 e 200 YL nos tubos 4 e 5. Estes foram homogeneizados e incubados por
30 minutos a temperatura ambiente (TA) e ao abrigo da luz. Apds o periodo de incubagéo foi
feito a lise das hemacias com o uso da solugéo de lise (BD FACS™ Lysing Solution, Cat. N°
349202, Lot: 24299, BD® Biosciences), diluida 10 vezes em agua destilada (AD). Os tubos
foram novamente homogeneizados e incubados por 10 minutos nas mesmas condicOes.
Passado a fase de incubacéo, os tubos foram centrifugados a 1500 rpm por 5 minutos. Em
seguida o sobrenadante foi descartado e acrescentado 2 mL de PBS-W (8,0 g de NaCl, 1,16 g
de Na;HPOg4, 0,2 g de KH2POg4, 0,2 g de KCl e 5,0 g de BSA, gsp 1L H20 destilada, pH: 7,2)
para lavagem do pellet formado. Os tubos foram homogeneizados e centrifugados novamente.
Apds a centrifugacdo, o sobrenadante foi descartado e adicionado 300 puL de PBS-W nos
tubos sendo armazenados em geladeira até o momento da leitura pelo Citdmetro de Fluxo
FACSCalibur®.

Tabela 08 - Distribui¢éo dos anticorpos monoclonais de superficie e

intracelular
TUBO FITC PE Percp APC
1.CN - - - -
” LT Anti- CD8+ Anti- CD4+ Anti- CD3+
' (2uL) (2uL) (2uL)
3 NK Anti- CD16* Anti- CD56+ Anti- CD3 ™
' (2uL) (2uL) (2uL)
4.CN Treg - - - -
Anti- CD25+* Anti- CD4+
5. Treg - -
(10pL) (2uL)

Dando continuidade na marcacéo intracelular, foi adicionado 2 ml de PBS-P (8,0g de
NaCl, 1,169 de Na;HPOQO4, 0,2g de KH2PO4, 0,2g de KCI, 5,09 de BSA e 5,0g de Saponina,
gsp 1L H20 destilada, pH:7,2) nos tubos 4 e 5 para permeabilizacdo celular, homogeneizados
e incubados por 10 minutos a TA e ao abrigo da luz. Posteriormente foram centrifugados a
1500 rpm por 5 minutos e descartado o sobrenadante. O pellet foi ressuspendido em 2 ml de
PBS-W, homogeneizado, centrifugado a 1500 rpm por 5 minutos, descartado o sobrenadante,
adicionado 100 pL de PBS- P no tubo 4 e 1B/uL do anticorpo de FoxP3 (Tabela 09) diluido
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em PBS- P (1:10) no tubo 5. Os tubos foram incubadas por 20 minutos ao abrigo da luz em
TA.

Tabela 09 - Distribui¢do dos anticorpos monoclonais intracelular.

TUBO FITC PE Percp APC
4.CN Treg - - - -
Foxp3+
5. Treg - - -
(10pL)

Ap6s o periodo de incubacdo das células, foram lavadas com 2 ml de PBS-W,
homogeneizadas, centrifugadas a 1500 rpm por 5 minutos, descartado o sobrenadante e
ressuspendido o pellet em 300 puL de PBS-W, homogeneizado e armazenado em geladeira até

0 momento da leitura.

A aquisicdo das amostras foi realizada no Citdmetro de Fluxo FACSCalibur®
(Becton, Dickinson and Company, San Jose, CA, USA) da FHEMOAM, utilizando o software
Cell-Quest. Para a identificacdo morfométrica e imunofenotipica das células foi utilizado o
programa FlowJo (v9.4), com o auxilio de “gates” para a sele¢ao das populagdes de interesse
em graficos que combinaram caracteristicas morfolégicas (tamanho e granulosidade) com
caracteristicas imunofenotipicas através das fluorescéncias dos anticorpos monoclonais
utilizados para identificar as células alvos. Os graficos utilizados foram do tipo “dot plot”,
“contour plot” e histograma, por apresentarem uma melhor visualizagdo das estratégias de
analise. A descricdo dos anticorpos utilizados, fluorescéncia, clones, lotes, nidmeros do

catalogo, marca e perfis celulares analisados estdo descritos na Tabela 10.

Tabela 10 - Descricdo dos anticorpos, fluorescéncias, clones, lotes, nimero
dos catélogos, marca e perfil celular dos anticorpos monoclonais utilizados
na citometria de fluxo.

Perfil
Tubo  Anticorpo Fluorescéncia  Clone Lote Cat.N° Marca
Celular
01 - - - - - - CN
Human PercP SK7 41864 347344  BD® Biosciences
Anti-CD3 .
Linf. T
Human ® DO CD4*e
02 Anti-CD4 PE RPA T4I .75982 555346 BD® Biosciences cDs*
Human m

® D e
Anti-CD8 FITC HIT8a 15483 555634 BD® Biosciences
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Human ® i
Anti-CD3 PercP SK7 41864 347344 BD® Biosciences Células
NK e
03 Ar';:’_”c“gm FITC 3G8 74331 555406  BD® Biosciences
NKT
Xﬁ{?%‘D% PE B159 67211 555516  BD® Biosciences
CN
04 - - - - Intracelul
ar
Ar'jtt{”c“g‘% FITC M-A251 66993 555431  BD® Biosciences
05 A:'t‘i‘_rgaD”4 PE RPA-T4 75982 555346  BD® Biosciences  Linf. Treg
An';‘fg:)i% AF647 250D/C7 68982 560015  BD® Biosciences

3.11.1. Identificacdo da Populacdo de Linfécitos Totais, Linfdcitos T e subpopulactes

(CD4* e CD8").

A identificacdo da populacdo de Linfécitos Totais foi realizada primeiramente com

um grafico de SSC x FSC (Figura 08A) e uma “gate” foi criada na regido de linfocitos totais.

Em seguida foram elaborados trés gréficos: 1) Para Linfocitos T: CD3 PercP x FSC (Figura
8B); 2) Para linfécitos TCD4": CD3 PercP x CD4 PE (Figura 8C); Para linfécitos TCD8":
CD3 PercP x CD8 FITC (Figura 8D). Em seguida foram selecionadas as populagdes positivas
com o auxilio de uma “gate” para CD3" (Linfécitos T), CD3*CD4" (Linfécitos T CD4") e
CD3*CD8" (Linfdcitos T CD8").

Ivii
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Figura 08 - Identificacdo dos Linfécitos Totais, Linfocitos T e
subpopulag6es (CD4+*e CD8*) no programa FlowJo (v9.4).
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Fonte: Programa FlowJo (v9.4).

3.11.2. Identificacdo da populacdo dos Linfdcitos T regulatérios (CD4*CD25*FoxP3™)

Para a identificacdo dos linfocitos T regulatérios (Treg) foi realizado a anélise inicial
com um grafico de SSC x FSC (Figura 09A) e uma “gate” foi criada na regido de linfocitos
totais. Apos, foi elaborado gréafico de SSC x CD4 PE (Figura 09B) e em seguida foi feito um
grafico CD25 FITC x FoxP3 AF647 (Figura 09C) com a populacdo de LTCD4". A populagdo

positiva para CD4*CD25"FoxP3* foi selecionada, caracterizando os linfocitos Treg.
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programa FlowJo
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3.11.3. Identificacdo das Células NK (CD3"CD16*CD56") e NKT (CD3"CD16"CD56").

A identificacdo das populacGes de Células NK (CD3CD16°CD56") e NKT
(CD3*CD16'CD56") foram elaboradas primeiramente com um grafico de SSC x FSC (Figura

10A) e uma “gate” foi criada na regido de linfocitos totais. Apds, foi elaborado grafico de

SSC x CD3 PercP (Figura 10B). Em seguida foram elaborados dois graficos: 1) CD3 com
CD56 PE x CD16 FITC (Figura 10C); 2) CD3" com CD56 PE x CD16 FITC (Figura 10D).

Ao final

CD3"CD16"CD56" (Células NKT).

lix

foram selecionados as populagdes CD3'CD16'CD56" (Células

NK) e
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Figura 10-ldentificacdo das Células NK (CD3-CD16*CD56*) e NKT
(CD3*CD16*CD56*) no programa FlowJo (v9.4).
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3.12. Dosagem de Citocinas e Quimiocinas Plasmaticas por CBA (Cytometric Bead

Array).

A dosagem de citocinas e quimiocinas das amostras de soro dos pacientes e controles
foi realizada pela técnica de Citometria de Fluxo com os kits BD™ Cytometric Bead Array
(CBA) Human Th1/Th2/Th17 Cytokine Kit (Cat. N° 560484, Lot.: 5030932, marca BD®
Biosciences, San Diego, CA, USA) e BD™ Cytometric Bead Array (CBA) Human Chemokine
Kit (Cat. N° 552990, Lot.: 5069733, marca BD® Biosciences, San Diego, CA, USA), seguindo
as orientacOes descritas pelo fabricante. As citocinas e quimiocinas quantificadas foram: IL-
2, IL- 4, IL- 6, IL- 10, TNF-a, IFN-y, IL- 17A, IL-8 (CXCL8), RANTES (CCL5), MIG
(CXCL9), MCP-1 (CCL2) e IP-10 (CXCL10). Os Kits BD™ CBA utilizam uma série de
particulas (microesferas ou beads) de tamanho conhecido e com intensidades de
fluorescéncias distintas para detectar simultaneamente através de uma superficie de captura as
varias citocinas e quimiocinas soltveis. Cada bead de captura estava conjugada com um

anticorpo especifico para cada citocina. A ggtecgéo das citocinas presentes na amostra foi
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realizada através de anticorpos conjugados ao fluorocromo ficoeritrina (PE) que fornecem um sinal
fluorescente em proporcdo a quantidade de citocina e quimiocina da amostra ligada as beads. Os
complexos formados de bead de captura + citocina/quimiocina da amostra + anticorpo de detec¢do sdo
quantificados através da CF. A intensidade da Fluorescéncia PE de cada complexo revelou a
concentragdo em pg/mL de cada citocina. Para a aquisi¢do das amostras foi utilizado o Citbmetro de
Fluxo FACSCanto Il (Becton, Dickinson and Company, San Jose, CA, USA) do Instituto Lebnidas e

Maria Deane (ILMD) - Fiocruz Amazonia.

Para o célculo das concentraces em pg/mL e Intensidade Média de Fluorescéncia (MFI) de
cada citocina foi utilizado o software FCAP-Array™ (v3.0.1).

3.13. Analises Descritivas, Estatistica Convencional e Networks

Os dados demogréficos, epidemioldgicos e caracteristicas clinicas dos pacientes foram
apresentados em formas de tabelas e gréficos, elaboradas com o programa Excel 2013 (Microsoft
Corporation, Redmond, WA, USA).

A analise estatistica convencional dos dados obtidos foram realizadas utilizando o software
GraphPad Prism 5.0 (San Diego, CA, EUA). Todos os dados foram considerados como apresentando
uma distribuicdo ndo paramétrica, ap6s a verificacdo de distribuicdo de normalidade dos dados com o
teste de Shapiro-Wilk. As comparacdes de valores medianos entre dois grupos de dados foram realizadas
com teste de Mann-Whitney, enquanto que para as comparagdes entre 0s grupos de trés ou mais
varaveis, a analise de dados foi realizada por meio do teste de Kruskal-Wallis, seguido de pds-teste de

Dunns (Dunn's Multiple Comparison Test) para multiplas comparacdes entre 0s grupos.

A elaboracéo das Networks (redes) e demonstracdo das interacbes complexas entre as células,
citocinas e quimiocinas avaliadas no estudo foi realizada a partir da associacdo desses marcadores em
cada grupo clinico. Inicialmente, foi realizado o teste de correlagcdo de Spearman para avaliar a relagédo
entre o percentual das células e os niveis de cada citocina/quimiocina (pg/mL), com o auxilio do
software Graphpad Prism 5.0 (San Diego, CA, EUA). Com os dados gerados ap6s a analise de
correlacéo, foi realizada a construcéo das networks (redes) com o software Cytoscape 3.0.1 (Cytoscape
Consortium San Diego, CA, USA), seguindo as recomendacOes e instrucdes presentes no software. A
forma e a espessura das linhas foram ajustadas para representar os tipos de correlagBes existentes
(positivas ou negativas), além da intensidade dessas correlacdes.
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4. RESULTADOS

Foram coletadas 104 amostras de 29 pacientes com leucemia linfoblastica aguda
atendidos na Fundacdo Hospitalar de Hematologia e Hemoterapia do Amazonas
(FHEMOAM). Além dos pacientes, foram recrutadas 28 criangas sem leucemias como grupo

controle.

4.1. Dados demografico-epidemioldgicos e caracteristicas clinicas pré-
diagnostico

Os dados demografico-epidemiolédgicos dos pacientes com LLA e grupo controle
estdo descritos na Tabela 11, sendo obtidos ap6s a assinatura do TCLE/TAI e aplicagdo da
ficha de cadastro de laboratério para registro de resultados de exames: Hematoldgicos,
Mielograma, Imunofenotipagem, Liquor, Cariotipo, Doenca Residual Minima por citometria
de fluxo (CF-DRM), Doenca Residual Minima por reacéo de cadeia polimerase (PCR- DRM),
caracteristicas das células, quantificacdo das citocinas e quimiocinas, além da ficha do estado

nutricional.

Tabela 11-Dados demograficos dos pacientes e controles.

: N Intervalo de
Pacientes (n=29) Controles (n=28) p valor Confianca

Género
Masculino:Feminino 20 (69%): 9 (31%) 15 (53.6%):13 (46.4%) 0.2829
Naturalidade

Manaus/AM 17 (58.6%) 24 (85.7%)

S]‘Jtr:i‘:j,pios IAM 9 (31%) 4 (14.3%) 0.0473

Outros estados 3 (10.4%) -
Procedéncia

Manaus/AM 15 (51.7%) 27 (96.4%)

%ﬁ;‘:il ios/AM 11 (37.9%) 1 (3.6%) 0.0006

Outros estados 3 (10.4%) -
Idade (média + DP)) 51+4,4 78+43 0.0129 5
Faixa etaria (anos)
<1 0 0

la<b 19 (65.5%) 8 (28.6%)

5a<9 4 (13.8%) 9 (32.1%) 0.0175

9a<14 2 (6.9%) 8 (28.6%)

14 a<18 4 (13.8%) 3 (10.7%)

“p valor obtido com o Teste Exato de Fisher ou Teste Qui-Quadrado (%)
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Como pode ser observado na tabela 08, A média de idade dos pacientes foi menor
que a do grupo controle, (5,1 + 4,4) para os pacientes e (7,8 + 4,3) para 0 grupo controle.
Entre as criancas com LLA, a faixa etaria com maior numero de casos foi de 1 a < 5 anos,

representando 65,5% dos casos. As outras faixas etdrias foram < 1 ano: 0%, 5 a < 9 anos:

13,8%, 9 a < 14 anos: 6,9% e 14 a < 18 anos: 13,8%.

Em relacdo ao género, os pacientes com LLA apresentou predominio do sexo
masculino 20/29 (69%) em relacdo ao sexo feminino que foi 9/29 (31%) com razdo de M:F de
2.2:1. No caso da naturalidade, observou- se que 17/29 (58,6%) eram de Manaus, 9/29 (31%)
do interior do Amazonas e 3/29 (10,4%) de outros Estados. Quanto a procedéncia, 15/29
(51,7%) eram de Manaus, 11/29 (37,9%) do interior do Amazonas e 3/29 (10,4%) de outros

Estados.

Quanto aos parametros clinicos pré-diagndstico, observou-se que 4/29 (13,8%) dos
pacientes fizeram uso de corticoide e 25/29 (86,2%) ndo fizeram uso deste medicamento.
Nenhum dos pacientes recebeu algum tipo de vacina até 04 semanas antes do diagndstico. Em
relacdo a transfusdo de sangue, 23/29 (79,1%) dos pacientes receberam algum tipo de
transfusdo de concentrado de hemécias ou concentrado de plaquetas ou ambos, apenas 6/29
(20,7%) ndo receberam nenhuma transfusdo. Ao diagnéstico 16/29 (55,2%) dos pacientes
apresentava alguma clinica sugestiva de infeccdo e 13/29 (44,8%) ndo apresentou sinais
clinicos de infeccdo. Enquanto que nas 4 semanas antes do diagndstico, 25/29 (86,2%)
apresentaram pelo menos um pico febril e 4/29 (13,8%) ndo apresentaram nenhuma

manifestacdo febril neste periodo pré-diagnostico da LLA.

4.2. Caracteristicas diagnosticas da imunofenotipagem por citometria de
fluxo, citogenética e do sistema nervoso central ao diagnostico.
Ao analisar a Tabela 12 observamos que dos 29 pacientes com LLA, 25/29 (86,2%)
eram LLA B Comum, 1/29 (3,45%) LLA Ph+, 2/29 (6,9%) LLA pré B e 1/29 (3,45%) LLA T.
Neste estudo néo foi registrado nenhum caso de LLA B Madura, LLApro Be LLA

Transicional.

Quanto ao marcador CD10* (marcador para LLAB), 28/29 (96,55%) eram CD10* e
somente 1/29 (3,45%) era CD10 negativo, que foi o Gnico caso de LLA T.
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Tabela 12-Caracteristicas diagnosticas da
Imunofenotipagem por citometria

de fluxo
Caracteristica %

Imunofenotipagem

LLAProB 0

LLA B Comum 25 (86.2%)

LLA B Comum Ph* 1 (3,45%)

LLAPréB 2 (6,9%)

LLA Transicional 0

LLA B Madura 0

LLAT 1 (3.45%)
CD 10+

Positivo 28 (96.55%)

Negativo 1 (3.45%)
Fendtipo anémalo

Sim 21 (72.4%)

N&o 5 (17.4%)

CD 13/ CD33 negativo* 3 (10.3%)

“*” A pesquisa do fenotipo andémalo foi pesquisado somente para os marcadores
CD13 e CD33 e estes encontravam-se negativos.

A presenca de fendtipo andmalo foi encontrada em 21/29 (72,4%), enquanto que
5/29 (17,3%) ndo apresentava nenhum fendtipo andmalo. Em 3/29 (10,3%) foi pesquisado

apenas o marcador CD13/CD33, sendo confirmado o resultado negativo.

Dos 29 pacientes com LLA, apenas 13/29 (44,8%) tiveram resultado de cariétipo e

desses, 8/29 (27,6%) com resultado normal e 5/29 (17,2%) com resultado alterado.

Um total de 27/29 (93,1%) dos pacientes encontrava-se com liquor normal (SNC-1:
auséncia de células leucémicos identificados no liquor), 1/29 (3,45%) com SNC-2 (presenca
de células blasticas numa amostra que contém <5 leucécitos/mL) e 1/29 (3,45%) com SNC-3
(uma amostra que contém >5 leucécitos e células blasticas identificaveis, ou na presenca de

massa ou nervo craniano, paralisia cerebral com células leucémicas no LCR).

4.3. Estratificacdo dos Grupos de Risco nas fases da pesquisa

Os pacientes com LLA foram estratificados nos diferentes grupos de riscos nas fases
da pesquisa. Como observado na Figura 11, no DO, 19/29 (65,5%) dos pacientes com LLA
encontravam-se no Grupo de Baixo Risco (BR), 8/29 (7,6%) no Alto Risco (AR), 1/29

(3,45%) LLA-T e 1/29 (3,45%) LLA Philadelfia positivo (Ph+).
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Figura 11-Estratificacdo dos pacientes por Grupo e Subgrupo de
Risco nas fases da pesquisa
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No D8 nédo foi observado grandes mudancas em relacdo ao DO, 18/28 (64.3%)
encontravam- se no grupo BR, 8/28 (28.5%) no Alto Risco Respondedor Rapido (AR RR),

1/28 (3,6%) subgrupo Ph* Respondedor Rapido (Ph+ RR), e 1/28 (3,6%) T Respondedor
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Lento (T RL). O nimero de 6bitos do DO ao D8 foi 1/29 com uma taxa de letalidade de
3,45%.

Em relacdo ao D15 houve uma mudanga importante apos analise da Doenca Residual
Minima por Citometria de Fluxo (CF-DRM). Dos 18/28 pacientes que se encontravam no
grupo de BR no D8, 5/18 (27.8%) foram reestratificados para o subgrupo AR RL, 10/18
(55.6%) foram reestratificados para o subgrupo de Baixo Risco Intermediario (BRI) e apenas
2/18 (11.1%) para o subgrupo de Baixo Risco Verdadeiro (BRV), sendo que ocorreu 1 débito
neste grupo de BR.

Analisando no D15, os 8/28 pacientes do subgrupo AR RR do D8, 1/8 (12.5%), foi
reestratificados para o subgrupo AR RL, ocorreu 1/8 dbito neste subgrupo e permaneceram
como AR RR 6/8 (75%) dos pacientes. Para o subgrupo AR RL foram reestratificados mais 5
pacientes procedentes do BR, ficando com 6/26 (23%) dos pacientes. O paciente do subgrupo
AR Ph* RR 1/26 (3.6%) foi reestratificado para Ph* RL e o paciente com LLA T RL 1/26
(3.6%) permaneceu sem alteracdo. O nimero de 6bitos do DO ao D15 foram 3/29, com uma
taxa de letalidade de 10,3%.

Ao analisar o D35, observou-se que no subgrupo BRV dos 2 pacientes do subgrupo
BRV do D15, apenas 1/2 (50%) permaneceu neste subgrupo 1/26 (4,4%). Em relacdo a LLA,
ocorreu 1/2 (50%) 6bito apds o D15. Dos 10 pacientes do Subgrupo BRI do D15, 1/10 (10%)
foi reestratificado para o subgrupo AR RL, ocorreu 1/10 (10%) 6bito e permaneceram como
BRI 8/10 (80%) ou seja 8/23 (34,8%) dentre todos ao pacientes vivos. Os pacientes do
subgrupo AR RR, 6/23 (26%) do D15 continuaram o tratamento sem mudanca de subgrupo
de risco no D35. No subgrupo AR RL ocorreu um 6bito dos 6 pacientes ap6s o D15, porém
recebeu um paciente reestratificado do subgrupo BRI, permanecendo com 6/23 (26%)
pacientes. O nimero de obitos do DO ao D35 foi de 6/29, com uma taxa de letalidade em
10.6%.

4.4. Estado nutricional

Observando o estado nutricional dos pacientes com LLA durante o estudo, notamos
que no DO, 19/29 (65.5%) encontravam-se eutroficos, 7/29 (24.15%) com desnutricdo leve,
1/29 (3.45%) com desnutricdo moderada e 2/29 (6.9%) néo foram avaliados.
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Analisando o D8 18/28 (64.2%) encontravam-se eutroficos, 7/28 (25%) com
desnutricdo leve, 1/28 (3.6%) com desnutricdo moderada, em 2/28 (7.2%) nao foi realizado a

avaliacdo e 1/29 (3,45%) néo foi realizado por obito.

No D15 17/26 (65.4%) encontravam-se eutréficos, 5/26 (19.2%) com desnutricao
leve, 2/26 (7.7%) com desnutricdo moderada, em 2/26 (7.7%) ndo foi realizado a avaliagdo
nutricional e 3/29 (10.3%) nao foi realizado por 6bito.

Quanto ao D35, 15/23 (65.3%) encontravam-se eutroficos, 4/23 (17.4%) com
desnutricdo leve, 3/23 (13%) com desnutricdo moderada, 1/23 (4.4%) néo realizado e 3/23

(13%) ndo realizada a avaliagdo nutricional por 6bito.

4.5. Analise do Hemograma

Como demonstrado na figura 12 observou-se que na contagem dos leucécitos totais
houve reducdo significativa nos dias D8, D15 e D35 quando comparado com 0 grupo
controle. Também houve diminuicdo estatisticamente significante dos leucdcitos totais entre
os pacientes com LLA do DO quando comparados com D8, D15 e D35. (Figura 12A). Em
relacdo aos blastos, foram verificadas diferengas estatisticamente significativas quando
avaliado pacientes com LLA do DO em relacdo ao D8, D15 e D35 (Figura 12B).

Na analise dos linfocitos totais, notou-se que houve diminuicdo estatisticamente
significativa nos dias, D8, D15 e D35 quando comparados com o grupo controle. Assim como
observou-se diminuicdo estatisticamente significante quando comparado 0s pacientes com
LLA do DO com D8 e D15 (Figura 12C). Na figura 12D pode se observar significativa
diminuicdo de neutréfilos nos pacientes com LLA nos dias DO, D8, D15 e D35 quando
comparados com grupo de criangas saudaveis (controle). Por outro lado, observou-se
diminuigdo significativa dos monocitos no DO, D8, D15 e D35, quando comparado com

controles saudaveis (Figura 12E).

Como demonstrado na Figura 12F, observou-se diminuicdo estatistica significativa
das plaquetas no DO, D8, D15 e D35 quando comparados os pacientes com LLA e o0 grupo
controle. Quando avaliamos o hematocrito (Figura 12G) e a concentragdo da hemoglobina
(Figura 12H) observamos que nos quatro tempos analisados os valores encontravam-se

estatisticamente significativos, ou seja, abaixo dos resultados dos controles saudaveis.

Ixvii



Figura 12-Analise do Hemograma em pacientes com leucemia
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Quantificagdo de leucdcitos, linfécitos totais, neutréfilos, mondcitos, plaquetas, hematdcrito e hemoglobina no ADVIA®2120i

Hematology System, contagem absoluta de blastos por leitura manual. Neutropenia leve: contagem de neutréfilos entre 1000 e
1500/mm3, neutropenia moderada: neutréfilos entre 1000 e 500/mm?3 e neutropenia severa: neutréfilos abaixo de 500/mm3. Os
resultados sdo expressos em gréaficos de dispersdo de contagem individual por populagdo no DO, D8, D15 e D35. Foram analisados 26
pacientes com LLA-B comum no DO, 25 pacientes no D8, 22 pacientes no D15, 20 pacientes no D35, além de 28 criangas saudaveis.

«“*#” & usado para identificar o grupo de pacientes que apresentava resultados com significancia estatistica em comparagdo com o grupo

controle, nos quais “*” (p<0,05), “**” (p<0,001), “**+* (p<0,0001) “ F & usado para identificar o grupo de pacientes que
apresentavam valores significativamente diferentes (p<0,05) em comparacédo com os demais grupos. Resultados obtidos através do
teste ndo paramétricos Kruskal-Wallis, seguido de pds-teste de Dunns para multiplas comparacdes entre os grupos, além Teste de

Mann-Whitney.

Ixvii



69

Analisando os dados do hemograma pela estratificagdo de Grupo de Risco,
observamos diminuicdo estatisticamente significativa dos leucdcitos totais no grupo de Baixo
Risco (BR) no D8 e D15 e no grupo de Alto Risco (AR) no D8, D15 e D35 quando
comparado ao grupo controle e no D35 entre os grupos BR e AR (Figura 13A).

N&o foi encontrada nenhuma alteracdo com significancia estatistica ao avaliar 0s
blastos e plaquetas (Figuras 13B e 13F). Entretanto, para os linfocitos totais (Figura 13C)
encontramos diminuicdo estatisticamente significativa no grupo BR no D8 e D15 e no grupo
AR no D8, D15 e D35, quando comparados com o grupo de criangas saudaveis. Ao analisar
os neutrofilos (Figura 13D), houve diminuigdo estatisticamente significante para o grupo BR
no DO, D8 e D15 enquanto para o grupo de AR ocorreu em todos os tempos avaliados quando

comparado aos controles saudaveis.

Observando os mondcitos (Figura 13E), notamos diminuicdo estatisticamente
significante para o grupo BR no D8 e D15 e para o grupo AR em todas as fases da pesquisa
quando comparados ao grupo controle e entre os pacientes com LLA do grupo BR e AR no
DO e no D35.

Para a analise do hematocrito (Figura 13G), observamos a diminuicdo
estatisticamente significante no grupo BR no DO, D8 e D15 e para o grupo AR em todas as
fases avaliadas quando comparados ao grupo controle. No caso da hemoglobina (Figura 13H),
todas as fases analisadas nos grupos BR e AR estavam significantemente diminuidas em

comparagao ao grupo controle.
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Figura 13-Analise do Hemograma em pacientes com
leucemia linfoblastica aguda segregados de acordo
com o grupo de risco
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Quantificagdo de leucdcitos, linfécitos totais, neutrdfilos, mondcitos, plaquetas, hematocrito e hemoglobina no ADVIA®2120i Hematology
System, contagem absoluta de blastos por leitura manual. Os resultados sdo expressos em gréaficos de dispersdo de contagem individual por
populacéo no DO, D8, D15 e D35 e nos diferentes grupos de risco. Foram analisados 11 pacientes com LLA-B comum no D0-BR, 15
pacientes no DO-AR, 11 pacientes no D8-BR, 14 pacientes no D8-AR, 11 pacientes no D15-BR, 11 pacientes no D15-AR, 09 pacientes no
D35-BR e 11 pacientes no D35-AR, além de 28 criangas saudaveis. “*” ¢ usado para identificar o grupo de pacientes que apresentava

resultados com significancia estatistica em comparagdo com o grupo controle, nos quais “*” (p<0,05), “**” (p<0,001), “***” (p<0,0001).

F> ¢ usado para identificar o grupo de pacientes que apresentavam valores significativamente diferentes (p<0,05) em comparagdo com 0s
demais grupos. Resultados obtidos através do teste ndo paramétricos Kruskal-Wallis, seguido de pos-teste de Dunns para multiplas

comparagdes entre 0s grupos, além do Teste Mann-Whitney.
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4.6. Perfil Celular, Citocinas e Quimiocinas.

Na andlise da populacédo celular por citometria de fluxo observamos na Figura 14A
aumento significativo da populacdo de linfécitos totais nos pacientes com LLA nos dias DO,
D8 e D15 em comparagdo com o grupo controle. Pode se observar ainda diminuicéo
significativa destas células quando comparamos os pacientes com LLA ente os dias, DO e

D35. Néo foi observada diferenca neste grupo nos demais tempos avaliados.

Para os linfocitos T foi observado diminuicdo estatistica significante nos dias DO e
D8 quando comparamos os pacientes com LLA e o grupo controle. Por outro lado, observou-
se aumento estatisticamente significativo quando comparou-se os pacientes com LLA no DO
com o D15 e D35. Esta diferenca também foi observada nos pacientes com LLA quando
comparou-se 0 D8 e D35, (Figura 14B).

Como demonstrado na Figura 14C e Figura 14E houve aumento significativo de
linfocitos T CD4* e CD8* nos tempos avaliados quando comparado com o grupo controle. A
razdo entre linfocitos CD4*/CD8* (Figura 14F) ndo apresentou significancia estatistica entre

pacientes e controles saudaveis, e os pacientes com LLA entre si nos diferentes tempo.

Quando avaliou-se a populacéo de células Treg foi observado aumento significativo
destas células nos diferentes tempos analisados, D15 e D35, tanto quando comparado ao

controle e quanto ao DO.

Ainda foi observado diminuicdo significativa das células NK no DO, D15 e D35 em
relagdo ao controle (Figura 14G). Ao analisar as celulas NKT notamos diminuicgéo
significativa nos pacientes com LLA no DO quando comparado com 0 grupo de criangas
saudaveis. Por outro lado observou-se aumento estatisticamente significante quando

comparou-se 0s pacientes com LLA nos dias DO com D15 e D35 (Figura 14H).
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Figura 14-Analise do Perfil Celular por Citometria de
Fluxo em pacientes com leucemia
linfoblastica aguda———
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comparagdo com o grupo controle ou entre os grupos. Foram analisados 26 pacientes com LLA no DO, 25 pacientes no D8, 22 pacientes no

D15 e 20 pacientes no D35, além de 28 criangas saudaveis. “*”(p<0,05), “**” (p<0,001), “***” (p<0,0001 f—¢ usado para identificar o
grupo de pacientes que apresentavam valores significativamente diferentes (p<0,05) em comparagdo com os demais grupos de pacientes com
LLA. Resultados obtidos através do teste ndo paramétricos Kruskal-Wallis, seguido de pds-teste de Dunns para multiplas comparacdes entre

0s grupos, além do Teste Mann-Whitney. Ixxii
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Considerando as diferencas clinicas relacionadas aos diferentes grupos de risco,
realizamos uma analise estratificada de acordo com estes grupos. Observamos que na
populacdo de linfdcitos totais (Figura 15A) houve aumento significativo de linfécitos totais
nos pacientes do grupo BR no DO e o do grupo de AR no DO, D18 e D15 em relagédo ao grupo

controle.

Por outro lado, foi observado (Figura 15B) diminuicdo estatisticamente significante
de linfécitos T no DO do grupo AR em relacdo ao grupo controle. Também foi observada
diminuicdo significante entre os pacientes com LLA no DO do grupo BR com o DO do grupo
AR.

Para os linfocitos T CD4" e linfécitos T CD8", houve aumento estatisticamente
significativo em todas as fases e em todos os grupos de risco (Figura 15C e Figura 15E). Néao

foi observado alteracéo significativa na razao entre os linfécitos T CD4*/CD8* (Figura 15F).

Na populacéo de linfécitos Treg (Figura 15D), encontramos aumento significante nos
dias D15 e D35 no grupo AR e D35 do grupo BR em comparacao ao grupo controle e entre os
pacientes BR e AR no DO.

No caso da populacdo de células NK, observamos diminuicdo estatisticamente
significante no DO do grupo AR em comparagdo com o grupo controle (Figura 15G).

Analisando as células NKT (Figura 15H) encontramos diminuicdo com significancia
estatistica no grupo AR no DO quando comparada com o grupo controle e entre 0s grupos BR
e AR no DO.
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Figura 15-Analise do Perfil Celular por
Citometria de Fluxo em pacientes com
Leucemia linfoblastica aguda agrupado de
acordo com o grupo de risco
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Perfil imune celular de linfdcitos totais, subpopulagdo de linfécitos T CD4* e CD8*, Razéo de linfocitos T CD4*/CD8", Células Treg, NK e
NKT de pacientes com leucemia linfoide aguda. O periodo da analise foi nos dias DO, D8, D15 E D35 do tratamento. Imunofenotipagem por
citometria de fluxo utilizando painel de tripla marcagdo para quantificar a percentagem de linfécitos (FSC x SSC), linfécitos T CD4*
(CD3*/CD4"), linfécitos T CD8* (CD3*/CD8*), linfécitos Treg (CD25'/CD4*/FoxP3*), células NK (CD16*/CD56*/CD3) e NKT
(CD16*/CD56*/CD3*). Os resultados sdo expressos em graficos de dispersdo de valores individuais destacando as populagdes e
subpopulagdes de linfécitos. Foram analisados 11 pacientes com LLA-B comum no DO-BR, 15 pacientes no DO-AR, 11 pacientes no D8-BR,
14 pacientes no D8-AR, 11 pacientes no D15-BR, 11 pacientes no D15-AR, 09 pacientes no D35-BR e 11 pacientes no D35-AR, além de 28
criangas saudaveis. “*” ¢ usado para identificar o grupo de pacientes que apresentavam resultados com significancia estatistica em
comparagio com o grupo controle ou entre os grupos, sendo que “*’(p<0,05), “**” (p<0,001), “**** (p<0,0001). F¢ usado para
identificar o grupo de pacientes que apresentavam valores significativamente diferentes (p<0,05) em compara¢do com os demais grupos de
pacientes com LLA. Resultados obtidos através do teste ndo para&%{ﬁps Kruskal-Wallis, seguido de p6s-teste de Dunns para multiplas
comparagdes entre 0s grupos, além do Teste Mann-Whitney.
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Um outro parametro avaliado nestes pacientes nos diferentes tempos foi o perfil de
citocinas séricas. Nenhuma alteracdo significativa foi observada para IL- 2 (Figura 16A), IL-
4 (Figura 16B), IFN-y (Figura 16F) e IL- 17A (Figura 16G), quando comparado tanto os
pacientes com LLA com o grupo controle e entre os pacientes nos diferentes tempos. Por
outro lado, observou-se aumento significante de IL-6 no DO dos pacientes com LLA quando
comparado com os controles. Foi observada diminuicao significativamente entre os pacientes
com LLA no DO com o D8 (Figura 16C). No entanto, quando comparados pacientes com
LLA no DO com criangcas saudaveis, foram observadas concentraces baixas, nédo
significativas, da IL- 2, IL- 4, TNF- a e IFN- vy (Figuras 16A, 16C, 16E e 16F).

Quanto a avaliagdo da IL- 10 observou-se concentracdo mais elevadas
estatisticamente significante no DO e D8 quando comparado ao grupo de criancas saudaveis e
diminuicdo significante entre os pacientes com LLA quando comparado os dias DO com D15
e D35 (Figura 16D). Analisando o TNF- a, notou- se diminuigdo significante desta citocina
em todos os tempos avaliados quando comparado com o grupo controle (Figura 16E).
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Figura 16-Analise das Citocinas circulantes em pacientes

com leucemia

linfoblastica aguda no DO, D8, D15 e D35.
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As citocinas IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-17A, TNF-a e IFN-y, foram quantificadas pela técnica de CBA (Cytometric beads array). Os

resultados foram expressos como valores médios +desvio padrao de citocinas séricas (pg/mL) em gréficos de coluna. Foram analisados 26

pacientes com LLA no DO, 25 pacientes no D8, 22 pacientes no D15 e 20 pacientes no D35, além de 28 criangas saudaveis. “*” ¢ usado para

identificar o grupo de pacientes que apresentavam resultados com significancia estatistica em comparagdo com o grupo controle ou entre os

grupos, sendo que “*”(p<0,05), “**” (p<0,001), “***” (p<0,0001). k% usado para identificar o grupo de pacientes que apresentavam

valores significativamente diferentes (p<0,05) em comparacéo com os demais grupos de pacientes com LLA. Resultados obtidos através do

teste ndo paramétricos Kruskal-Wallis, seguido de p6s-teste de Dunns para multiplas comparagdes entre os grupos, além do Teste Mann-

Whitney. Ixxvi
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A figura 17 demonstra o perfil de citocinas pela estratificagdo dos grupos de risco,
BR e AR. Também ndo foi observada diferenca estatistica significante para IL-2 (Figura
17A), IL-4 (Figura 17C), IFN-y (Figura 17F) e IL-17A (Figura 17G), quando comparado ao

controle ou entre os diferentes tempos de tratamento dos pacientes com LLA.

Quanto a IL-6, podemos observar o aumento de sua concentracdo estatisticamente
significativo no DO do grupo de AR quando comparado com o grupo controle (Figura 17B).
No D15, a analise de sua concentracdo no grupo de BR esta mais elevada, coincidindo com
elevado nimero de DRM positiva nesta fase. Apos reestratificacdo de grupo de risco e
intensificacdo do tratamento, ao analisar o D35, observamos a diminuicdo de sua

concentracdo no grupo de BR e elevacao ndo significativa no grupo de AR.

Em contrapartida foi observado elevada concentracdo significativa de IL-10 (Figura
17D), no grupo BR no DO e no grupo AR o DO e o D8 quando comparado com 0 grupo

controle.

Para o TNF-a, foi observado diminui¢do estatisticamente significativa em todos os

tempos avaliados e em ambos 0s grupos de risco. (Figura 17E).
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Figura 17-Analise das Citocinas circulantes em
pacientes com leucemia linfoblastica nos diferentes
grupos de Risco no DO, D8, D15 e D35.

A B
2.0q 250~
2004
o~ 1.5 ©
] @ *
gj gj 150
z5 10 i
= 5 & 100
3 =
= 051 = 50+
0.0- 0-
Z @ @ @ xr x ¢ oo o Z X @ @ o x @ @ ©
O o <« 0 < @0 < o < O o < 0 < o < a <
B888% %88 B8 885388
o o o A o o o A
Pacientes LLA B Comum
C D
24 254w
ok
20
3 3
— T~
E_l c O 159
35 1 55
= a 2a 109 ox
o = =
= 5]
£ <
= 54
0- 0-
Z @ x @ x o o x o Z x o x @ x o x x x
O o <« 0 < @ < o < O o < 0 < o < a <
B888% %88 R888% %88
o o o Ao o o o o
E F
— 81 204
[
g
2 4 >~ 154
83 s3
o E - s E 104
= £ 1.0+ T =
o o A faag=)
z2e Joe
[} ok dokk = 54
° 0.5
§ ok ko ok
<
w 0.0- 0-
zZ @ X ¥ xr @ x© x o Z X @ @ @ o x @ @ o
O o <« o < o < m < O o < o < o < o <
B888%8% 88 B8 882 %88
o o o Ao o o o o
G
154
<
S
.\ 104
© 3 0
£
c &
=l
e
& 5
I
£
0
Z o r x @ @© @ x o
O o0 < o < o < o <
82885888
o o o o

As citocinas IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-17A, TNF-a e INF-y, foram quantificadas pela técnica de CBA (Cytometric beads array). Os
resultados foram expressos como valores médios +desvio padrao de citocinas séricas (pg/mL) em graficos de coluna. . Foram analisados 11
pacientes com LLA-B comum no DO-BR, 15 pacientes no DO-AR, 11 pacientes no D8-BR, 14 pacientes no D8-AR, 11 pacientes no D15-
BR, 11 pacientes no D15-AR, 09 pacientes no D35-BR e 11 pacientes no D35-AR, além de 28 criangas saudaveis. “*” é usado para

identificar o grupo de pacientes que apresentavam resultados com significancia estatistica em comparagdo com o grupo controle ou entre 0s

grupos, sendo que “*” (p<0,05), “**” (p<0,001), “***” (p<0,0001). % usado para identificar o grupo de pacientes que apresentavam
valores significativamente diferentes (p<0,05) em comparacéo com os demais grupos de pacientes com LLA. Resultados obtidos através do
teste ndo paramétricos Kruskal-Wallis, seguido de p6s-teste de Dunns para multiplas comparagdes entre os grupos, além do Teste Mann-
Whitney.
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Quanto aos dados das quimiocinas séricas podemos observar que a Interleucina (IL)-
8 (CXCLB8) encontrou- se aumentada nos pacientes com LLA no DO e no D35, quando
comparada com controle saudavel, porém ndo foi observado significancia estatistica (Figura
18A).

Quando avaliamos a quimiocina RANTES (CCL5), observamos diminuigdo
estatisticamente significante nos pacientes com LLA nos dias DO, D8 e D15 quando

comparado ao grupo controle (Figura 18B).

Enquanto que para o MIG (CXCL9), notamos diminuigéo significativa nos pacientes
com LLA quando comparado os dias DO com D8, com D15 e com D35 (Figura 18C).

Por outro lado, observou-se que MCP-1 (CCL2), encontrava- se aumentada em todos
0s tempos avaliados, porém significantemente aumentada apenas no DO, quando comparado

com os controles saudaveis (Figura 18D).

Como demonstrado na Figura 18E, observou- se diminuicdo estatisticamente
significativa da IP-10 (CXCL10) no D15 dos pacientes com LLA quando comparado com o
DO.
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Figura 18-Analise das Quimiocinas circulantes em pacientes com leucemia

linfoblastica aguda no DO, D8, D15 e D35.
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As quimiocinas IL-8, RANTES, MIG, MCP-1 e IP-10, foram quantificadas pela técnica de CBA (Cytometric beads array). Os resultados

foram expressos como valores médios +desvio padréo

de citocinas séricas (pg/mL) em gréaficos de coluna. Foram analisados 26 pacientes

com LLA no DO, 25 pacientes no D8, 22 pacientes no D15 e 20 pacientes no D35, além de 28 criangas saudaveis. “*” ¢ usado para

identificar o grupo de pacientes que apresentavam resultados com significancia estatistica em comparacéo com o grupo controle ou entre os

grupos, sendo que “*”(p<0,05), “**” (p<0,001), “***” (p<0,0001). F% usado para identificar o grupo de pacientes que apresentavam
valores significativamente diferentes (p<0,05) em comparagdo com os demais grupos de pacientes com LLA. Resultados obtidos através do

teste ndo paramétricos Kruskal-Wallis, seguido de p6s-teste de Dunns para multiplas comparagdes entre os grupos, além do Teste Mann-

Whitney.
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Ao analisar as quimiocinas séricas por estratificagdo de Grupo de Risco, observamos
que a IL-8 apresentou aumento estatisticamente significativo entre pacientes com LLA no
grupo BR e AR no D35 (Figura 19A).

No caso do RANTES (Figura 19B) observamos diminuicdo estatisticamente
significativa no grupo BR no DO, D8 e D15 e no grupo AR no DO e D8 quando comparados

ao grupo de criangas saudaveis.
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Figura 19-Analise das quimiocinas circulantes em pacientes com leucemia
linfoblastica nos diferentes grupos de Risco no DO, D8, D15
e D35.
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As quimiocinas IL-8, RANTES, MIG, MCP-1 e IP-10, foram quantificadas pela técnica de CBA (Cytometric beads array). Os resultados
foram expressos como valores médios +desvio padrdo de citocinas séricas (pg/mL) em graficos de coluna. . Foram analisados 11 pacientes
com LLA-B comum no DO-BR, 15 pacientes no DO-AR, 11 pacientes no D8-BR, 14 pacientes no D8-AR, 11 pacientes no D15-BR, 11
pacientes no D15-AR, 09 pacientes no D35-BR e 11 pacientes no D35-AR, além de 28 criangas saudaveis. “*” ¢ usado para identificar o
grupo de pacientes que apresentavam resultados com significancia estatistica em comparagdo com o grupo controle ou entre os grupos, sendo
que “*’(p<0,05), “**” (p<0,001), “**** (p<0,0001). ¥ usado para identificar o grupo de pacientes que apresentavam valores
significativamente diferentes (p<0,05) em comparacéo com os demais grupos de pacientes com LLA. Resultados obtidos através do teste n&o

paramétricos Kruskal-Wallis, seguido de p6s-teste de Dunns para multiplas comparagdes entre os grupos, além do Teste Mann-Whitney.
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4.7. Interagdes entre os Biomarcadores celulares e soltveis circulantes nos

pacientes com Leucemia Linfoblastica Aguda

Com o intuito de verificar o grau de relagcdo entre os biomarcadores celulares e
solGveis na LLA, foram realizadas varias analises de correlacdo para avaliar a associagdo
entre as células, as citocinas/quimiocinas estudadas. Os resultados das comparagdes estdo
demonstrados na Figura 20, com a descricdo das interagbes em cada grupo estudado.

Ao analisarmos a interacdo entre os biomarcadores celulares e soltveis (citocinas e
qguimiocinas) nos grupos de pacientes com LLA e os individuos controles (CN), observamos
que o grupo CN apresenta rede de acdo moderada influenciada pelos linfécitos totais em
associacdo com a IL-8, IFN-y e IL-4, com regulacdo mediada pela IL-10. Vale salientar as

correlagdes negativas das células NK com os Linfocitos T, T CD4* e IFN-y (Figura 20A).

Os pacientes com LLA ao diagnoéstico (D0), apresentaram uma rede mais robusta,
com interligacdo entre as células analisadas e as moléculas sollveis dosadas. Notam-se
interacdes fortes entre as quimiocinas MCP-1, IL-8 e MIG com as citocinas IL-6 e IFN-y,
respectivamente, sugerindo intenso processo inflamatério nesse grupo. As interacGes
observadas no grupo CN estdo mantidas no grupo com LLA-DO, com ganho de interacdes

positivas para os Linfdcitos Treg e para as quimiocinas MCP-1, MIG e IP-10 (Figura 20B).

As interacOes desses pacientes durante o D8 (Figura 20C) parece ser ampliada, com
aumento das correlacfes de células e moléculas inflamatorias nessa fase do tratamento. H&
um aumento da comunicacdo entre os linfocitos T CD4" e células NK com as moléculas
inflamatorias IP-10, IL-8, IL-6, TNF, IL-2 e IFN-y, sendo observada intercomunicacdo entre
elas. Além disso, os pacientes parecem perder o processo de regulacdo da resposta imune,

com diminuig&o ou perda de ag&o da citocina IL-10 e dos linfocitos Treg.

Durante o periodo de inducdo no D15, € observada regulagdo da resposta imune com
aumento da acdo da citocina IL-10 nessa fase. As principais relacdes inflamatorias estdo
perdidas no D15, no entanto, parece haver um processo integrado entre as células NK e as

citocinas IL-6 e TNF, além do aumento de correlagcdes negativas (Figura 20D).

Em relagdo a fase final do processo de inducdo (D35), nota-se aumento de
correlacBes negativas, além das interacGes entre os linfécitos totais, linfécitos T CD4", MCP-
1, IL-8, IL-6 e TNF, sendo notado nessa fase o repovoamento das células presentes no sangue

periférico, com um perfil mais inflamatdrio, também observado no DO e D8 (Figura 20E).
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Figura 20-Redes de Biomarcadores celulares e solGveis
circulantes em pacientes com Leucemia Linfoblastica Aguda
no DO, D8, D15 e D35 e em criangas saudaveis.
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Os Biomarcadores Celulares (Linfécitos totais, Linfécitos T, Linfécitos T CD4*, Linfécitos Treg, linfécitos T CD8*, Células
NK e NKT) e Soluveis (Citocinas: IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-17A, TNF-a ¢ IFN-y; Quimiocinas: IL-8, RANTES, MIG,
MCP-1 e IP-10), foram analisados em sangue total e soro de pacientes com LLA B comum. Cada linha de ligacéo
representa uma correlagdo significativa entre um par de biomarcadores. As linhas continuas representam correlagdes
positivas, enquanto que as linhas tracejadas representam correlagdes negativas. O grau de significancia é representado pela
espessura da linha. As correlagdes foram obtidas através do Teste de Spearman “r” e utilizadas para classificar as conexdes
como fraca, moderada ou forte (positivas ou negativas). A auséncia da linha, como a néo existéncia de correlagdo. Foram

analisados 26 pacientes com LLA nesta fase. Elaborado atMéQé!; programa Cytoscape versdo 3.2.
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5. DISCUSSAO

Em nosso estudo caracterizamos a resposta imunoldgica dos pacientes com leucemia
linfoblastica aguda (LLA) através de biomarcadores imunes. O resultado da pesquisa foi
associado com as respostas ao tratamento por estratificacdo de grupo de risco do protocolo
brasileiro GBTLI LLA-2009, nas fases do diagnostico (D0), dia 8 (D8), dia 15 (D15) e no
final da terapia de indugdo (D35). Para isso, foi analisado o hemograma e caracterizadas as
populacdes celulares de linfocitos totais, linfocitos T (LT), LT CD4", linfécitos Treg
(CD4"CD25"FoxP3*), LT CD8", células Natural Killer (NK) e Natural Killer T (NKT), além
do perfil das citocinas Thl, Th2, Treg, Th1l7 e quimiocinas.

Dentre os achados que apresentaram maior significancia podemos citar os LT CD4",
LT CD8" e linfécitos Treg, as citocinas IL-10, TNF-o e a quimiocina RANTES.

Participaram deste estudo 29 pacientes com LLA na faixa etaria de zero a menor que
18 anos, em tratamento na Fundagdo Hospitalar de Hematologia e Hemoterapia do Amazonas
- FHEMOAM e 28 criancas saudaveis como grupo controle, totalizando 132 amostras. O

periodo de coleta foi de agosto de 2014 a julho de 2015.

Todos os pacientes receberam tratamento com o protocolo brasileiro GBTLI LLA-
2009, utilizando as medica¢es quimioterapicas de acordo com a estratificacdo de grupo de
risco e acompanhados pela mesma equipe médica da FHEMOAM.

Dos 29 pacientes com LLA, 20 eram do sexo masculino e 09 do sexo feminino, e a
razdo M:F foi de 2,2:1. Essa razdo entre 0s géneros foi maior que as publicacdes da literatura,
que variam de 1.3:1 a 1.9:1. Em nosso estudo, o aumento desta razdo pode ser justificado pelo

tamanho da amostra®* %8,

A media de idade dos pacientes foi de 5,1+4,4 anos. Esses valores sdo proximos ao
encontrado nos trabalhos publicados com pacientes com LLA (6,3+0,5 a 6,50+4,89 anos)®*°.
A maioria dos pacientes foram incluidos na faixa etaria de 1 a menor de 5 anos, o que esta de
acordo com dados da literatura®* %, Mais da metade dos pacientes eram naturais e

procedentes de Manaus e parte do interior e alguns de outros estados da regido norte.

O grupo controle foi composto por 28 criancas saudaveis, a maioria natural e
procedente de Manaus, e apresentava média de idade de 7,8+4,3. No estudo de Luczynski W,

et al., 2005°°, a média de idade encontrada no grupo controle foi 7.32+4.09 anos.
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Ao diagnostico a maioria dos pacientes encontrava-se eutrofico e um pouco mais de
um quarto dos pacientes apresentava algum tipo de desnutricdo, o que foi compativel com
estudo de Borim LNB et al., 2000,

Ao analisar os dados clinicos prévios ao diagnostico que constavam na Ficha de
Cadastro, foi observado que a febre foi o sintoma mais frequente, corroborando com 0s
achados de Souza DWL et al., (2015)°®. O uso prévio de corticoide ocorreu em um pequeno
grupo de pacientes, mas foi observado que ndo houve impacto na resposta inicial ao

tratamento. A maioria dos pacientes recebeu algum tipo de hemocomponente.

O diagnéstico imunofenotipico predominante foi a LLA B e dentre estas, a LLA B
Comum foi a prevalente. Em nossos resultados, a LLA B Comum encontrava-se maior que o
descrito na literatura® 6!, que evidenciam um pouco mais de cinquenta porcento de
prevaléncia desse diagnostico imunofenotipico de leucemia. Dentre os casos diagnosticados,
havia um paciente portador de Sindrome de Down. A maioria dos casos era CD10 positivo e

muitos apresentavam fenétipos anémalos, compativel com a literatura®>.

Mais da metade dos pacientes ndo tem resultado de cariétipo por diversos motivos.
Dentre os cinco pacientes com resultados alterados, um apresentava a t(9;22), conforme
descrito por Swerdlow SH et al., (2008), é considerada de mal prognéstico e o paciente foi

reestratificado para esquema terapéutico especifico do protocolo GBTLI LLA-2009.

Apenas um paciente apresentava infiltracdo no sistema nervoso central o que

corrobora com a literatura, que refere que € raro o envolvimento ao diagnostico na LLAZ.

Apbs confirmacdo do diagnostico de LLA, mais da metade dos pacientes foram

estratificados para o grupo de Baixo Risco (BR) e quase um terco para o Alto Risco (AR).

Quanto & mudanca de grupo de risco, a etapa de maior impacto foi a avaliagdo no D15,
com o auxilio dos exames citomorfoldgicos e da doenca residual minima por citometria de
fluxo (CF-DRM). Com a utilizagdo do exame da DRM para avaliagéo de resultados, ocorreu o
maior numero de reestratificagdo, principalmente no grupo de Baixo Risco (BR), na qual a
grande maioria apresentava CF-DRM positivo. Chiaretti S, Zini G, Bassan R et al., 20148,
referem que o nivel de DRM ¢é o melhor exame de indicador prognéstico na avaliacdo da
resposta da terapia de inducao da remisséo.

A taxa de letalidade nesta fase do estudo foi de 20,6%, sendo que os dados de cada

paciente foram computados até a data do 6bito.
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Alguns dados ndo mostrados, como a avaliacdo de resposta por faixa etaria e por
género, demonstram que os pacientes da faixa etaria, de 6 a menor que 9 anos, apresentaram
maior mudanca de grupo de risco, todos 0s quatro pacientes desse grupo foram alocados para
outro subgrupo. Em relacdo ao género, o masculino teve pior resposta ao tratamento que o
feminino, ocorrendo a mudanca de grupo de risco em 70% e 55,5% respectivamente.
Observamos que o género feminino apresentava concentracGes de IL-8, RANTES e MIG
diminuidos em relacdo ao masculino, assim como IL-4, IL-6 e IL-17A, e aumento de

LTCD4", linfécitos Treg e IL-2 em comparagdo ao género masculino.

Todos os pacientes com LLA do estudo apresentaram anemia ao diagnostico. Estudo
realizado por Souza DWL et al., 2015% descreveu que 85% dos pacientes apresentavam
anemia nesta fase, 0 que estaria associado a doenca mais avancada. Na contagem de
plaquetas, a maioria encontrava-se maior que 20.000/mm?3, provavelmente devido as
transfusdes recebidas em outros servicos de saide. A média da contagem de leucdcitos foi de
28.746,9463.386,3, com a mediana de 8.670. Mais da metade dos pacientes com LLA
estavam com leucdcitos iniciais abaixo de 10.000/mm3 e a maioria abaixo de 50.000/mm?3,

estes dados corroboram com achados descritos na literatura®.

Analisando o hemograma, observamos o aumento da populacdo de linfdcitos totais
nos primeiros quinze dias do tratamento, porém ao realizar a avaliacdo por grupo de risco, 0

BR encontrava-se aumentado apenas no DO e 0 AR no DO, D8 e D15.

Para a populacdo de LT observamos que estava com diminui¢do estatisticamente
significativa, principalmente ao diagndstico e no grupo AR e permaneceu diminuida no D8,

porém houve elevacdo néo significativa ao final da inducéo nos dois grupos de risco.

O percentual dos linfécitos T CD4* e CD8" estavam aumentados em todas as etapas
do estudo. Os LT CD8" podem ser responsaveis pela atividade citotoxica contra o tumor e

geralmente sdo recrutados pela quimiocina RANTES nesses quadros patologicos®” .

Alta razdo entre LT CD4/CD8" podem demonstrar linfocitos residuais
correspondendo & resposta precoce favoravel®?, no entanto, em nosso estudo, a razdo entre os
LT CD4*/CD8" nao apresentou nenhum resultado estatisticamente significante, fato este

também observado por Luczynski W et al., (2005)

Bhattacharya K, Chandra S, Mandal C, (2013) descrevem que 0 aumento do nimero
das Treg pode ser observado tanto no microambiente do tumor quanto em sangue periférico e

que o0 aumento dos linfécitos Treg CD4*CD25"FoxP3" sugerem melhor prognoéstico ao
IXXX
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paciente. Em nosso estudo, os linfocitos Treg dos pacientes com LLA ao diagnostico
encontravam-se com reducdo significativa quando comparados com individuos saudaveis,
entretanto o grupo AR apresentava-se significativamente mais baixo que o grupo de BR,
sugerindo melhor resposta ao grupo de BR, 0 que corrobora com os achados descritos nos
estudos acima citado.

No caso das células tumorais, elas apresentam baixa expressao de MHC de Classe I,
0 que a torna vulneravel a acdo das NK. A atividade antineoplasica dessas células podem ser
aumentadas pela presenca das citocinas IL-2 e IL-12, assim como a destruicdo de células alvo
revestidas por imunoglobulinas 1gG via receptores Fc®2. Em nosso estudo, observamos
diminuicdo das células NK com significancia estatistica nos dias DO, D15 e D35 quando
comparado pacientes com LLA com grupo de pacientes saudaveis. A producdo da célula NK
pode ser prejudicada em pacientes com LLA devido a diminuicdo da expressao de ativacao de

seus receptores ou seus ligantes, assim como a baixa producéo de algumas citocinas®> 2,

O papel das Células NKT tem sido sugerido na resposta para mediar ambas as
funcdes protetoras e imunomoduladoras em vérias leucemias®?. No nosso estudo, as células
NKT estavam diminuidas ao diagnéstico e apresentaram aumento gradativo durante o

tratamento, mantendo a proporgao maior para o grupo AR.

A IL-2 é uma citocina de resposta Thl importante e capaz de promover a
proliferacdo da célula T, secrecdo de anticorpos pelas células B e ativacdo das células NK?3,
Em nossa pesquisa, ao avaliar as citocinas Thl e Th2, observamos diminuicao destas citocinas
em todos os tempos avaliados, tanto da IL-2, quanto do IFN-y, porém ndo foram
estatisticamente significantes, resultados estes semelhantes aos achados de Wu CP et al., 2012
e de Luczynski W et al., 2005. Neste Gltimo estudo os autores pesquisaram células T com co-

expressdo de IL-4 e células T com co-expressdo de de IFN- .

Estudos realizados em pacientes com LLA, por Zhang et al., (2000) e Luczynski et
al., (2005) revelaram aumento da IL-4 que é uma citocina de resposta Th2. Em nossa
pesquisa, observamos que a IL-4 encontrava-se diminuida em relacdo ao grupo controle,
porém ao analisar a razdo Th1/Th2 de pacientes com controles, observamos que a razdo da IL-
4 encontrava-se mais elevada que a razdo da IL-2, quando comparadas ao grupo de individuos

controles e esta razdo permaneceu elevada durante toda a inducéo.

Ao analisar por grupo de risco, observamos que a razdo Th1/Th2, do grupo BR
apresentava maior concentracdo de I1L-4 em todos os tempos analisados, apresentando pico no
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D15. Este resultado poder estar associado com aumento da resposta imunossupressora da IL-
4 e é considerada funcdo pré-tumor, assim como a diminuicdo da proliferacdo de linfécitos,
da diferenciacio e ativacdo de LT CD8" e da ativacdo de macréfagos®. Esses dados podem
sugerir a presenca de doenca comprovada atraves da CF-DRM no D15 e sua reducéo no D35,
apos intensificacdo do tratamento e recupera¢do medular.

As respostas Thl e Th2 dependem da ativacdo dos linfécitos T via moléculas de
MHC. A ativacdo pelo complexo peptideo/MHC pode ndo ocorrer devido a ndo propagacéao
do segundo sinal atraves da ligacdo da molécula B7.1 com CD28 (CD80) do linfocitos, que
em tese poderia favorecer a geracdo de células Thl, ou pela interacdo de moléculas B7.2/
CD28 do LT (CD86) as células Th2'',

Na auséncia deste segundo sinal o LT torna-se anérgico ou seja, nao ativado. Células
leucémicas podem apresentar antigenos tumorais através das moléculas de MHC, porém, ndo
expressam a molécula co-estimulatoria B7.1, portanto ndo ativam células T. Porém, tem sido
relatado em outros estudos que alguns clones Th2 utilizam IL-4 como um fator de
crescimento autocrino e ndao necessitam de co-estimulacdo de CD28 para a producédo de 1L-4,

podendo assim justificar o aumento desta citocina em nosso estudo®” 3954,

No caso da citocina pré-inflamatdria IL-17A, esta apresentava-se elevado em todas
as fases deste estudo, porém ndo estatisticamente significante, no entanto no D8 encontrava-se
acima de 5 pg/mL. Em relacdo a IL-6, observamos aumento em todas as etapas, porém néo
houve diferenca estatistica significante entre os grupos, apenas diminuicdo significativa
quando comparado o DO com D8 dos pacientes com LLA.

Em estudo de Wu CP et al.,, (2012) foi observado aumento da IL-10, que é
considerada importante fator imunossupressor capaz de modificar a resposta imune do
organismo, da expressdao antigénica do MHC-I1 e mediar interregulacédo entre células Thl e
Th2. Em nosso estudo, observamos aumento significativo ao diagnéstico e apds a pré-fase
com corticoterapia (D8), seguido de diminuicdo significante no D15 e D35, quando
comparados com DO, sugerindo diminuic¢do da imunorregulagéo e resposta ao tratamento. Nos
grupos de BR e AR a IL-10 encontrava-se significantemente elevada ao diagnostico e no D8
somente para 0 AR, 0 que sugere controle da imunorregulacdo através das citocinas

regulatdrias no decorrer do tratamento.

No caso da citocina pro-inflamatoria TNF-a, ela apresenta um papel importante na

participacdo da ativagdo das células endoteliais e estas por sua vez, desencadeiam a adesao
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dos leucdcitos no endotélio vascular e induzem a expressdo pro-inflamatéria das
quimiocinas®. Em nosso estudo a quantificacio desta citocina encontrava-se com niveis
reduzidos estatisticamente significantes em todos os tempos avaliados quando comparado 0s
pacientes com LLA e o grupo controle, que pode sugerir diminuicdo da resposta imune inata e
adquirida, assim como da secrecdo de quimiocinas 0 que poderd promover a proliferacdo

tumoral.

A CXCLS8 (IL- 8) e CCL2 (MCP-1) produzidas nos locais de infeccdo se ligam aos
proteoglicanos na matriz extracelular e em moléculas similares na superficie das células
endoteliais, atraem neutréfilos através da liberacdo dessas citocinas pelos macrofagos ativados
e sdo estimuladas a penetrar no tecido inflamado. Ja é descrito que niveis de IL-8 no plasma e
expressdao de mRNA de IL-8 pelos blastos leucémicos foram associados a um pior resultado
em adulto com LLA e também indicam pior evolucdo em paciente com leucemia linfocitica
cronica (LLC)32 3,

Em nosso estudo, a IL-8 encontrava-se elevada nos pacientes com LLA ao
diagnostico nos dois grupos de risco e ao término da Inducdo no grupo de AR quando
comparada com os individuos controles, porém ndo foi observada diferenca estatistica. Ao
final do tratamento da inducdo durante a recuperacdo medular houve aumento significativo
desta quimiocina no grupo AR quando comparado ao grupo BR. Este fato sugere que a
presenca desta citocina pode estar relacionada ao pior progndstico, como ja descrito por

outros autores, como citado anteriormente.

Quanto a MCP-1, em nossa pesquisa sua concentragdo encontrava-se aumentada em
todos os tempos estudados, porém significantemente aumentada apenas ao diagnostico
quando comparado com os controles saudaveis. Observamos aumento nao significativo no
D35 de sua concentragdo no grupo de AR, sugerindo permanéncia de resposta inflamatéria

neste grupo de risco.

A quimiocina CCL5 (RANTES) também pode estar envolvida com a progressdo do
tumor de uma forma autdcrina, assim como pode ser associada a angiogénese promovida pela
MCP-1 e metastase do tumor.®’. Em nossa pesquisa, observamos diminuicio estatisticamente
significante desta quimiocina nos pacientes com LLA nos dias DO, D8 e D15 quando
comparado ao grupo controle e entre 0os grupos de risco. Nos grupos de tratamento,
observamos que no DO e D8 os pacientes apresentam valores semelhantes, sendo que o BR

estava significantemente menor que os controles.
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Para a CXCL9 (MIG) e CXCL10 (IP-10), que s&o quimiocinas inflamatdrias, elas
direcionam linfocitos para o local da inflamagdo. No caso do cancer, a producdo dessas
citocinas € induzida por citocinas inflamatérias como IFN-y e TNF-a, que por sua vez irao
atrair células do sistema imune inato e adaptativo®? >, Em nosso estudo observamos que ao
diagndstico (D0) a MIG estava elevada, porém sem significancia estatistica e que ocorreu
diminuicao significante no D8, D15 e D35 quando comparado com o DO. Ao analisarmos 0s
resultados entre os grupos de BR e AR, ndo foi observado alteracdes significantes entre os

grupos.

Analisando a IP-10, esta se encontrava mais elevada que o do grupo dos controles
saudaveis, porém sem significancia estatistica. Comparando DO com D15, este apresentou
diminuicdo significante no D15, o que sugere diminuicdo de migracdo de linfocitos e
consequentemente melhora da doenca. Quando comparamos o0s resultados entre os grupos de
BR e AR, observamos que a IP-10 no grupo de BR encontravam-se sempre mais elevada que

no grupo de AR, porém sem significancia estatistica.

Quando observamos as interacdes entre os biomarcadores celulares e sollveis
circulantes nos pacientes com LLA comparadas com os CN, notamos que ao diagndstico
ocorreu 0 ganho de células reguladoras Treg com interagfes positivas com a quimiocina
inflamatéria MCP-1, demonstrando imunorregulacdo da resposta imune o que facilitaria a
proliferacdo tumoral. Durante a avaliacdo do D15, onde maioria dos pacientes encontrava-se
com CF-DRM positivo, os pacientes ainda apresentavam ampliacdo das interagdes da IL-10
nesta fase, sugerindo ainda a regulagé@o da resposta imune. A perda das interacGes da IL-10
com as moléculas inflamatérias ao término do tratamento de inducdo, assim como a Treg,

sugere diminuigédo da imunorregulacao.

Observamos aumento da resposta inflamatoria por meio do aumento da concentracao
da IL- 6 em todas as fases do estudo quando comparado com o grupo de controles. No DO
notamos que a concentracao desta citocina encontrava-se semelhante nos dois grupos de risco.
No entanto, no D15 observou-se aumento de sua concentracdo no grupo de BR, que coincidiu
com o grande nimero de CF- DRM positiva neste grupo nesta fase da pesquisa. Apos
intensificacdo do tratamento, ao analisar o D35, o grupo de BR apresentava- se com

concentragdes menores quando comparado com o grupo de AR.

Também observamos o aumento da resposta inflamatoria pela presenca de IFN-y,
TNF-0, MCP-1 nesta fase de recuperagédo medular e controle da doenca.
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CONCLUSAO

No presente estudo observamos que o perfil da resposta imunoldgica dos pacientes

com LLA apresentavam desregulacdo ao diagnéstico e durante o tratamento. Diante dos

resultados do presente estudo podemos concluir que:

A atividade dos neutréfilos estava prejudicada pela neutropenia, assim também a dos

mondcitos, comprometendo a resposta imune inata;

Para os linfdcitos totais no hemograma ocorreu diminuicdo e podem sugerir baixa
producdo medular pela ocupacdo e substituicdo do estroma da medula dssea por
células leucémicas e/ou pela acdo da quimioterapia. A diminuicdo do LT também

pode ocorrer devido sua ativacdo parcial por um segundo sinal ineficaz;

Os LT CD4+ e LT CD8+, encontravam-se significantemente aumentados em todas

as etapas de nosso estudo sugerindo ativacao e proliferacédo celular;

Os linfécitos Treg CD4+CD25+FoxP3+ encontravam-se diminuidos em sangue
periférico ao diagnostico o que pode ocorrer devido ao seu recrutamento para o
espaco medular. Apds inicio de tratamento e controle da doenga esse recrutamento

ndo se fez mais necessario, justificando seu aumento no D15 e D35;

As células NK, apresentavam-se diminuidas no DO, D15 e D35 o que sugere menor
recrutamento de neutrofilos, macréfagos ao local inflamado, assim como a
diminuicdo de producdo de IL-2 e IFN-y. O grupo de AR estava menor que o BR,

sugerindo menor acgdo efetora desta célula no grupo de AR;

A célula NKT apresentava sua agdo imunossupressora comprometida ao diagndstico
com melhora gradativa com o decorrer do tratamento pela recuperacdo celular. O
grupo de BR apresentava-se mais elevada que o AR 0 que sugere que neste grupo

ocorreu maior imunossupressao tumoral;

A diminuicdo nas concentragdes de IFN-y e IL-2 e aumento de IL-10 sugere uma

regulacao da resposta Thl e inducdo de imunotolerancia ao tumor;

O aumento de IL-6 ao diagndstico sugere resposta inflamatoria nesta fase, e 0 grupo

de AR encontrava-se mais elevado ao diagnostico;
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» O recrutamento de macrdfagos pela TNF-a esta prejudicado pela diminuigdo dessa
citocina inflamatéria em todas as etapas da pesquisa e este fato levara a menor

ativacdo de LT e secrecdo de outras citocinas inflamatorias;

= As quimiocinas estudadas MCP-1, RANTES, IL-8, MIG e IP-10 parecem regular a
migracdo de leucdcitos de forma especifica da medula para o sangue periférico nas
diferentes fases da resposta ao tratamento.

Estudos posteriores se faz necessario para entender melhor a resposta imune dos
pacientes com LLA, para compreender o resultado por grupo risco, assim como 0s bons e

maus respondedores ao tratamento.
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Apéndice A - Protocolo de Tratamento GBTLI LLA-2009 (Grupo Baixo Risco
Verdadeiro -BRV).

Medicagdo | Dose | Via | Dia
Pré- Fase
MIT Metotrexate De acordo com a idade IT 1
Prednisona 60 mg/m? VO la7
Inducéo
Dexametasona 6 mg/m? VO 8a?29
Vincristina 1.5 mg/m? EV 8,15,22¢e29
Daunoblastina 25 mg/m2 EV 8, 15
] 12,15, 18, 21
L-asparaginase 5000 Ul/m? IM 24, 27, 30, 33.
Metotrexate De acordo com a idade 15635
*MADIT Aracytin De acordo com a idade IT (8 se SNC.-2)
Dexametasona 2 mg/m2 (Max. 2 mg)
Consolidacao da Remissao
. 2-5,9-12, 16-
Aracytin 75 mg/m? SC 19, 23-26
6-mercaptopurina 50 mg/m2 VO la29
Metotrexate De acordo com a idade
*MADIT Aracytin De acordo com a idade IT 15, 29
Dexametasona 2 mg/m? (Méx. 2 mg)
Intensificacéo
Metotrexate 1 g/m2 EV 1, 15, 29, 43
A partir da
< . . hora 36 do
Acido folinico 15 mg/m?2 EV Metotrexate de
6/6
6-mercaptopurina 50 mg/m? VO 1- 56
Metotrexate De acordo com a idade
*MADIT Aracytin De acordo com a idade IT 8, 22, 36, 50
Dexametasona 2 mg/m? (Méx. 2 mg)
Consolidagao Tardia
Dexametasona 6 mg/m?2 VO 1-7, 1‘;: 1,29-
Vincristina 1,5 mg/mz EV 1, 8, 15, 22, 29
Doxorrubicina 30 mg/m? EV 8, 22
L- asparaginase 5.000 Ul/m? IM 10, 12, 14, 16
. 37-40, 44- 47,
Aracytin 75 mg/m2 SC 51-54
Tioguanina 60 mg/m? VO 36- 57
Metotrexate De acordo com a idade
*MADIT Aracytin De acordo com a idade IT 36, 57
Dexametasona 2 mg/m? (Méx. 2 mg)
Manutencéo
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Metotrexate Grupo 1 200 mg/ m2 Da semana 22
200 mg/ m2, escalonando EV a semana 106,
Grupo 2 25mg/ m? até o teto de acada3
300 mg/ m2. semanas
A partir da
< . - hora 36 do
2
Acido folinico 5mg/ m VO Metotrexate- 2
doses
Por 10 dias a
6-mercaptopurina 100 mg/ m? VO partir da hora
24 do
Metotrexate
Dose padronizada do MADIT
Ara-C | Volume Final
Idade (anos MTX (m
(anos) (mg)) (mg) (ml)
>1 <3 10 20 6,7
. >3<9 12 24 8,0
MADIT >9 15 30 10,0

Dexametasona: 2 mg/ m2 ( max. 2 mg)

Fonte: Elaborado pela autora a partir do Protocolo de Tratamento GBTLI LLA (2009).
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Apéndice B - Protocolo de Tratamento GBTLI LLA-2009 (Grupo
Baixo Risco Intermediério - BRI).

Medicago | Dose Via Dia
Pré- Fase
MIT Metotrexate De acordo com a idade IT 1
Prednisona 60 mg/m2 VO la7
Inducéo
Dexametasona 6 mg/m2 VO 8a29
Vincristina 1.5 mg/m? EV 8,15,22¢e 29
Daunoblastina 25 mg/m2 EV 8,15,22¢e 29
. 12,15, 18, 21
L-asparaginase 5000 Ul/m?2 IM 24, 27, 30, 33.
Metotrexate De acordo com a idade 15 E 35.
Aracytin De acordo com a idade (8,22, 29 se
*MADIT IT houver
Dexametasona 2 mg/m2 (M&x. 2 mg) infiltragdo em
SNC)
Consolidacao da Remissao
Ciclofosfamida 1 g/m2 EV 1,29
Mesna Hora O e 4 da 300 mg/m? EV 1,29
ciclofosfamida
. 2-5,9-12, 16-
Aracytin 75 mg/m2 SC 19, 2326
6-mercaptopurina 50 mg/m2 VO la29
Metotrexate De acordo com a idade
*MADIT Aracytin De acordo com a idade IT 15, 29
Dexametasona 2 mg/m2 (Méx. 2 mg)
Intensificacéo
Metotrexate 1 gmg/m? EV 1, 15, 29, 43
A partir da
< . - hora 36 do
Acido folinico 15 mg/m2 EV Metotrexate,
de 6/6
6-mercaptopurina 50 g/m? VO 1- 56
Metotrexate De acprdo coma
idade
*MADIT . De acordo com a IT 8, 22, 36, 50
Aracytin .
idade
Dexametasona | 2 mg/m? (Méx. 2 mg)
Consolidagao Tardia
1-7, 14-21,
Dexametasona 6 mg/m? VO 9.35
Vincristina 1.5 mg/m? EV 1.8, 213 22,
Doxorrubicina 30 mg/m? EV 8, 22
Ciclofosfamida 1g/m? EV 36
Mesna 300 mg m? EV Na hodr: Oe4
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ciclofosfamida

L- asparaginase 5000 Ul/m? IM 10, 12, 14, 16
. 37-40, 44- 47
2 ) 1
Aracytin 75 mg/m SC 51-54
Tioguanina 60 mg/m2 VO 36- 57
Metotrexate De acordo com a idade
*MADIT Aracytin De acordo com a idade IT 36, 57
Dexametasona 2 mg/m? (Méx. 2 mg)
Manutencéao
2
Grupo 1 2288 rrnng// rr:z Da semana 22
g/ m, a semana 106,
Metotrexate escalonando 25mg/ m? EV
Grupo 2 ; acada3
até o teto de 300 mg/
2 semanas
A partir da
. .. hora 36 do
2
Acido folinico 5mg/ m VO Metotrexate- 2
doses
Por 10 dias a
. ) partir da hora
Merptopurina 100 mg/ m VO 24 do
Metotrexate
Dose padronizada do MADIT
Ara- .
Idade (anos) MTX (mg)) C Volume Final
(mg) (mb
>1 <3 10 20 6,7
*MADIT >3<9 12 24 8,0
>9 15 30 10,0

Fonte: Elaborado pela autora a partir do Protocolo de Tratamento GBTLI LLA (2009).
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Apéndice C - Protocolo de Tratamento GBTLI LLA-2009 (Grupo

Alto Risco Respondedor Répido - AR RR).
Medicagdo | Dose | Via | Dia
Pré- Fase
MIT Metotrexate De acordo com a idade IT 1
Prednisona 60 mg/m? VO 1-7
Inducéo
Prednisona 40 mg/m? VO 8-29
Vincristina 1.5 mg/mz2 EV 8,15,22e 29
Daunoblastina 25 mg/m2 EV 8,15e 22
. 8,11,14,17,20,23,
L-asparaginase 5000 Ul/m?2 IM 26.29 e 32.
Metotrexate De acordo com a idade 15e 35.
*MADIT Aracytin De acordo com a idade IT (E:,n?ﬁt,rzzéh:gxqer
Dexametasona 2 mg/m2 (Méx. 2 mg) SNC)
Consolidacao da Remissao
Vepesid-16 150 mg/m? EV 1,8,15
Aracytin 60 mg/m? SC 1-2, 8-9, 15- 16
Tioguanina 60 g/mz2 VO 1-21
Metotrexate 2 g/m2 EV 22,43
A partir da hora
. . . 36 do
Acido folinico 15 mg/m?2 EV Metotrexate- 4
doses
Vincristina 1,5 mg/m? EV 29
Prednisona 40 mg/m? VO 29- 36
6-mercaptopurina 50 mg/m2 VO 29- 57
Metotrexate 25 mg/m2 IM 29, 36, 50, 57
Metotrexate De acordo com a idade
*MADIT Aracytin De acordo com a idade IT 15, 29, 50
Dexametasona 2 mg/m2 (M&x. 2 mg)
INTENSIFICACAO
Vincristina 1,5 mg/m? EV 1,8,15
Doxorrubicina 25 mg/m2 EV 1,8,15
L-asparaginase 6000 Ul/m?2 IM 1, 3,5, 8, 10,12
Dexametasona 10 mg/m2 VO 1-14
Vepesid- 16 150 mg/m? EV 29, 36, 43
. 29-30, 36-37, 43-
Aracytin 60 mg/m? SC 44, 50-51
Tioguanina 60 mg/m? VO 29-57
Metotrexate De acordo com a idade
*MADIT Aracytin De acordo com a idade IT 15, 29, 50
Dexametasona 2 mg/mz (Méx. 2 mg)
Interfase
Metotrexate 2 g/m? EV 1,22, 43
A partir da hora
Acido folinico 15 mg/m? EV 36 do

Metotrexate de
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6/6
L- asparaginase 10000 Ul/m? IM 2,23,44
6-mercaptopurina 60 g/m? VO 1-15 %27 6, 43-
Metotrexate 25 mg/m2 IM 8, 15, 50, 57
Vincristina 1,5 mg/m? EV 22,29
Prednisona 40 mg/m? VO 22- 29
Metotrexate De acordo com a idade
*MADIT Aracytin De acordo com a idade IT 8, 29, 50
Dexametasona 2 mg/mz (Méx. 2 mg)
Consolidacao Tardia
Vincristina 1,5 mg/m?2 EV 1,8,15
Daunoblastina 25 mg/m2 EV 1,8,15
L- asparaginase 6000 mg/m2 IM 13,5, 8, 10, 12
Prednisona 40 mg/m? VO 1-14
Ciclofosfamida 500 mg/m? EV 29, 43
Mesna 300 mg/m? EV N".’l hora O e 4 da
ciclofosfamida
Aracytin 60 mg/m2 sC 29-30, 43-44
6- Tioguanina 60 mg/m2 VO 29-49
Metotrexate De acordo com a idade 15, 36, 57
Aracytin De acordo com a idade (17, 22, 24, 29 se
receber
*MADIT IT radioterapia, a
Dexametasona 2 mg/m2 (Méx. 2 mg) partir de entéo
nédo faz mais
MADIT)
**Radioterapia Profilatica
Terapéutica
MANUTENCAO
Grupo 1 200 mg/ m? a cada 21 dias
200 mg/mz2, a cada 21 dias Da semana 22 a
Metotrexate Grupo 2 escalonando 25mg/ m? até o EV semana 106
teto de 300 mg/mz2.
A partir da hora
< . - 36 do
Acido folinico 5 mg/ m2 VO Metotrexate- 2
doses
. Por 10 dias a
6-mercaptopurina 100 mg/ mzjg!a (Mx 175 VO partir da hora 24
mg/dia) do Metotrexate
A cada 4
Vincristina 1,5 mg/ m2. EV semanas a partir
da semana 34-
12 doses
A cada 4
Prednisona 40 mg/ m?- Por 7 dias VO semanas a partir
da semana 34
*MADIT Metotrexate De acordo com a idade IT A cada 8
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Aracytin De acordo com a idade semanas
Dexametasona 2 mg/m? (Méx. 2 mg)
Dose padronizada do MADIT
Ara-C Volume Final
Idade (anos MTX (m
(anos) (mg)) o) )
>1 <3 10 20 6,7
N >3<9 12 24 8,0
MADIT >9 15 30 10,0

Dexametasona: 2 mg/ m2 (max. 2 mg)

Fonte: Elaborado pela autora a partir do Protocolo de Tratamento GBTLI LLA (2009).
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Apéndice D - Protocolo de Tratamento GBTLI LLA-2009 (Grupo
Alto Risco Respondedor Lento — AR RL).

Medicagdo | Dose Via Dia
Pré- Fase
MIT Metotrexate De acprdo coma IT 1
idade
Prednisona 60 mg/m? VO 1-7
Inducéo
Prednisona 40 mg/m?2 VO 8-29
Vincristina 1.5 mg/m? EV 8,15,22e 29
Daunoblastina 40 mg/m?2 EV 8, 15,22¢ 23
. 8, 11, 14,17, 20,
L- asparaginase 5000 Ul/m? IM 23.26. 29 E 32.
Ciclofosfamida 1g/ m? de 12/12 hs EV 22,23
NahoraOe 4 da
Mesna 300 mg/ m* EV Ciclofosfamida
Metotrexate De acprdo coma
idade 15¢ 35
*MADIT Aracytin De acprdo coma IT (8, 22 se SNC-3)
idade
Dexametasona 2 mg/m? (Méx. 2 mg)
Consolidacao da Remisséo
Vincristina 1,5 mg/ m2 EV 1, 15, 43, 57
Vepesid-16 200 mg/ m2 EV 1, 15, 43, 57
Dexametasona 6 mg/ m2 VO 1-14, 43- 57
Doxorrubicina 25 mg/ m2 EV 1,23, 43
Metotrexate 39/ m2 EV 22
A partir da hora
Acido folinico 15 mg/ m2 EV 36 do
Metotrexate, de
6/6
Ciclofosfamida 500 mg/ m# de 12/12 EV 23-24
hs (3 doses)
Na horaOe 4 da
Mesna 300 mg/ m? EV Ciclofosfamida
Prednisona 60 mg/ m? VO 22-29
Metotrexate De acgrdo coma
idade
*MADIT . De acordo com a IT 15, 29, 57
Aracytin .
idade
Dexametasona 2 mg/m? (Méx. 2 mg)
Intensificacéo
Vincristina 1,5 mg/mz EV 1,8,15
Doxorrubicina 25 mg/m2 EV 1,8,15
L- asparaginase 6000 Ul/m?2 IM 1,35 8,10, 12
Dexametasona 10 mg/m? VO 1-14
Vepesid- 16 150 mg/m? EV 29, 36, 43
Aracyrin 60 mg/m2 SC 29-30, 36-37,
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43-44, 50-51
Tioguanina 60 mg/m? VO 29-57
Metotrexate De acprdo coma
idade
*MADIT . De acordo com a IT 15, 29, 50
Aracytin .
idade
Dexametasona 2 mg/mz (Max. 2 mg)
Interfase
Metotrexate 5 g/m? EV 1,22,43
A partir da hora
Acido folinico 15 mg/m?2 EV 36 do MTX DE
6/6hs
L-asparaginase 10000 Ul/mz2 IM 2,3,44
6-mercaptopurina 60 mg/m? VO 1-15, 2:;36’ 43-
Metotrexate 25 mg/m? IM 8, 15, 50, 57
Vincristina 1,5 mg/m? EV 22,29
Prednisona 40 mg/m? VO 22-29
Metotrexate De acgrdo coma
idade
*MADIT . De acordo com a IT 8, 29, 50
Aracytin )
idade
Dexametasona 2 mg/m?2 (Max. 2 mg)
Consolidacao Tardia
Vincristina 1,5 mg/m? EV 1,8,15
Daunoblastina 25 mg/m2 EV 1,8,15
L-asparaginase 6000 mg/m2 IM 13,5,8, 10,12
Prednisona 40 mg/m?2 VO 1-14
Ciclofosfamida 500 mg/m? EV 29,43
Mesna 300 mg/m? EV Na hora 0 e 4 da
ciclofosfamida
Aracytin 60 mg/m2 SC 29-30, 43-44
6- Tioguanina 60 mg/m? VO 29-49
Metotrexate De acgrdo com a 15, 36, 57 (17,
idade 22,24, 29- se
Aracytin De acgrdo com a _recebe_r
*MADIT idade IT radioterapia- a
partir de entdo
Dexametasona 2 mg/m? (Méx. 2 mg) ndo faz mais
MADIT)
**Radioterapia Profilatica 12 Gy A partir do dia
Terapéutica 18 Gy 15.
Manutencao
Grupo 1 200 mg/ m_2 acada 21
dias
Metotrexate 200 _mg/ m?, a cada 21 EV Da semana 22 a
Grupo 2 dias escalgnando semana 106
25mg/ m2 até o teto de
300 mg/ mz2,
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A partir da hora
Acido folinico 5 mg/ m? VO 36 do MTX- 2
doses
. Por 10 dias a
6- merptopurina 100 1n;g5/r:]n;g:2)(Mx VO partir da hora 24
do Metotrexate
Acada4
Vincristina 1,5 mg/ m2, EV Sg;n::risaﬁapgzlr
12 doses
A cada 4
Prednisona 40 mg/ m2- Por 7 dias VO semanas a partir
da semana 34
Metotrexate De acprdo coma
Idade A cada 8
*MADIT . De acordo com a IT
Aracytin . semanas
idade
Dexametasona 2 mg/m2 (Max. 2 mg)
Dose padronizada do MADIT
Idade (anos) MTX (mg)) Ara-C (mg) Volu(rrnel)Flnal
>1 <3 10 20 6,7
* >3<9 12 24 8,0
MADIT >9 15 30 10,0
Dexametasona: 2 mg/ m2 (max. 2 mg)
Radioterapia
Pacientes com
leucometria inicial >
100.000/mmd ou do
Subgrupo RL
receberdo radioterapia . .
**Radioterapia com 12Gy em SNC A partllgdo dia
Aqueles com SNC-3 '
ao diagnostico
Terapéutica receberdo a
radioterapia craneana
com 18 Gy.

Obs: Pacientes irradiados seré suspenso posteriormente 0 MADIT

Fonte: Elaborado pela autora a partir do Protocolo de Tratamento GBTLI LLA (2009).
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Apéndice E - Protocolo de Tratamento GBTLI LLA-2009 (Grupo
T-derivada Respondedor Réapido — LLA-T RR).

Medicagdo | Dose | Via | Dia
Pré- Fase
MIT Metotrexate De acordo com a idade IT 1
Prednisona 60 mg/m2 VO 1-7
Inducéo
Prednisona 40 mg/m? VO 8- 29
Vincristina 1.5 mg/m? EV 8,15,22e29
Daunoblastina 40 mg/m?2 EV 8, 15,22
14, 16, 18, 20,
L- asparaginase 10000 Ul/m? IM 22,24, 26, 28,
30.
Ciclofosfamida 500 mg/ T; de 12/12 EV 8
NahoraOe 4 da
Mesna 300 mg/ m® EV Ciclofosfamida
Metotrexate De acordo com a idade 8 15635
*MADIT Aracytin De acordo com a idade IT ’
Dexametasona 2 mg/m2 (Méx. 2 mg)
Consolidacdo da Remisséo
Vepesid-16 150 mg/m? EV 1,8,15
Aracytin 60 mg/m2 SC 1-2,8-9, 15- 16
Tioguanina 60 mg/ m? VO 1-15
Ciclofosfamida 1 g/m? EV 1
Mesna 300 mg/m? EV Nahora O 4 da
ciclofosfamida
Metotrexate 2 g/mz2 EV 22,43
< - A partir da hora
Acido folinico 15 mg/m? EV 36 de 6/6
Vincristina 1,5 mg/m? EV 29
Prednisona 40 mg/m? VO 29-36
6-mercaptopurina 50 mg/m2 VO 29-57
Metotrexate 25 mg/m2 IM 29, 36, 50, 57
Metotrexate De acordo com a idade
*MADIT Aracytin De acordo com a idade IT 15, 29, 50
Dexametasona 2 mg/m2 (M&x. 2 mg)
Intensificacéo
Vincristina 1,5 mg/ m? EV 1, 8,15
Doxorrubicina 25 mg/ m? EV 1, 8,15
L- asparaginase 6000 Ul/ m2 IM 1,35, 8,10, 12
Prednisona 40 mg/ m2 VO 1-14
Vepesid- 16 150 mg/ m? EV 29, 36, 43
. 9-30, 36-37, 43-
Aracytin 60 mg/ m? SC 44, 50-51
6- Tioguanina .. 60 mg/ m? VO 29-57
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Metotrexate De acordo com a idade
*MADIT Aracytin De acordo com a idade IT 1,2250
Dexametasona 2 mg/mz (Max. 2 mg)
Interfase
Metotrexate 29/ m2 EV 1,22,43,64
A partir da hora
Acido folinico 15 mg/ m2 EV 36 do
Metotrexate, de
6/6
L- asparaginase 10000 Ul/ m2 IM 2,23, 44
6-mercaptopurina 60 mg/ m? VO 115, 2:;36’ 43-
Metotrexate 25 mg/ m2 IM 8, 15, 50, 57
Vincristina 1,5 mg/ m? EV 22,29
Prednisona 40 mg/ m2 VO 22-29
Metotrexate De acordo com a idade
*MADIT Aracytin De acordo com a idade IT 8,29, 50
Dexametasona 2 mg/m2 (Max. 2 mg)
Consolidacao Tardia
Vincristina 1,5 mg/mz2 EV 1,8,15
Daunoblastina 25 mg/m2 EV 1,8,15
L- asparaginase 6000 Ul /m2 IM 1,35 8,10, 12
Prednisona 40 mg/m? VO 1-14
Ciclofosfamida 500 mg/m? EV 29, 43
Mesna 300 mg/m? EV N? hora 0 e 4 da
ciclofosfamida
. 30-31, 44-45,
Aracytin 60 mg/m2 SC 51.52
6- Tioguanina 60 mg/m2 VO 30-57
Metotrexate De acordo com a idade
*MADIT Aracytin De acordo com a idade
Dexametasona 2 mg/m2 (Max. 2 mg) IT 1,29, 57
Radioterapia Profilatica 12 Gy
Terapéutica 18 Gy
Manutencgéao
Metotrexate 200 mg/m.2 a cada 21 EV A cada 21 dias
dias por 18 meses
A partir da hora
Acido folinico 5 mg/m? VO 36 do MTX- 2
doses
A partir da hora
6-mercaptopurina 100 mg/m? VO 24 do MTX por
10 dias
Pulso A
Vincristina 1,5 mg/mz2 VO 1,8,15
Dexametasona 6 mg/m? 1-5, 10-14
Metotrexate De acordo com a idade Iniciar na
*MADIT Aracytin De acordo com a idade IT semana 9. A
Dexametasona 2 mg/m2 (Max. 2 mg) cada 8 semanas
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Dose padronizada do MADIT

Idade (anos)

MTX (mg))

Ara-C (mg)

Volume Final

(mi)

*MADIT

>1 <3

10

20

6,7

>3<9

12

24

8,0

>9

15

30

10,0

D

exametasona: 2 mg/ m2 (max. 2 mg)

Radioterapia

**Radioterapia

Profilatica

Pacientes com
leucometria
inicial >
100.000/mm? ou
do Subgrupo RL
receberdo
radioterapia com
12Gy em SNC

Terapéutica

Aqueles com
SNC-3 ao
diagnostico
receberdo a
radioterapia
craneana com 18
Gy.

A partir do dia
15

Obs: Pacientes irradiados, sera suspenso posteriormente 0 MADIT

Fonte: Elaborado pela autora a partir do Protocolo de Tratamento GBTLI LLA (2009).

cXiv




115

Apéndice F - Protocolo de Tratamento GBTLI LLA-2009 (LLA
T-derivada Respondedor Lento LLA-T RL).

Medicagao | Dose Via Dia
Pré- Fase
MIT Metotrexate De acordo com a idade IT 1
Prednisona 60 mg/m2 VO 1-7
Inducéo
Prednisona 40 mg/m? VO 8-29
Vincristina 1.5 mg/m? EV 8,15,22¢e 29
Daunoblastina 40 mg/m? EV 8,9, 10,15
14, 16, 18, 20,
L- asparaginase 10000 Ul/m2 IM 22, 24, 26, 28,
30.
Ciclofosfamida 500 mg/ r::: de 12/12 EV 8
NahoraOe 4 da
Mesna 300 mg/ m? EV Ciclofosfamida
Metotrexate De acordo com a idade 8 15635
*MADIT Aracytin De acordo com a idade IT ’
Dexametasona 2 mg/m2 (Méx. 2 mg)
Consolidacdo da Remisséo
Vincristina 1,5 mg/m? EV 1, 15, 43, 57
Vepesid-16 200 mg/m?2 EV 1, 15, 43, 57
Dexametasona 6 mg/m? VO 1-14, 43-57
Doxorrubicina 25 mg/m2 EV 1,23, 43
Metotrexate 5 g/m? EV 22
A partir da hora
.- . 36 do
Acido folinico 15 mg/m?2 EV Metotrexate, de
6/6hs
Ciclofosfamida 500 mg/m?- 3 doses EV 23e24
A partir da hora
Mesna 300 mg/m?2 EV Oe4dda
Ciclofosfamida
Prednisona 60 mg/m2 VO 22-29
Metotrexate De acordo com a idade
*MADIT Aracytin De acordo com a idade IT 15
Dexametasona 2 mg/m2 (M&x. 2 mg)
Intensificacéo
Vincristina 1,5 mg/ m? EV 1,8, 15
Doxorrubicina 25 mg/ m2 EV 1,8, 15
L- asparaginase 6000 Ul/ m2 IM 1,35, 8,10, 12
Prednisona 40 mg/ m2 VO 1-14
Vepesid- 16 150 mg/ m? EV 29, 36, 43
. 29-30, 36-37,
Aracytin 60 mg/ m? SC 43-44, 50-51
6- Tioguanina 60 mg/ m2 VO 29-57
*MADIT Metotrexate De acordo com a idade IT 1,2250
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Aracytin De acordo com a idade
Dexametasona 2 mg/m2 (Méx. 2 mg)
Interfase
Metotrexate 59/ m2 EV 1,22, 43
A partir da hora
Acido folinico 15 mg/ m2 EV 36 do
Metotrexate, de
6/6
L- asparaginase 10000 UIl/ m? IM 2,23,44
6-mercaptopurina 60 mg/ m2 VO 1-15, 2;36’ 43-
Metotrexate 25 mg/ m? IM 8, 15, 50, 57
Vincristina 1,5 mg/ m2 EV 22,29
Prednisona 40 mg/ m2 VO 22-29
Metotrexate De acordo com a idade
*MADIT Aracytin De acordo com a idade IT 8, 29, 50
Dexametasona 2 mg/m2 (Méx. 2 mg)
Consolidacao Tardia
Vincristina 1,5 mg/m? EV 1,8,15
Daunoblastina 25 mg/m2 EV 1,8,15
L- asparaginase 6000 Ul /m2 IM 1,35,8,10,12
Prednisona 40 mg/m? VO 1-14
Ciclofosfamida 500 mg/m? EV 29,43
Mesna 300 mg/m? EV Na hora O e 4 da
ciclofosfamida
Aracytin 60 mg/m? SC 29- 30, 43- 44
6- Tioguanina 60 mg/m2 VO 29- 57
Metotrexate De acordo com a idade 1, 29,57
Aracytin De acordo com a idade (16, 18, 23, 25,
30 no caso de
indicagdo de
*MADIT IT radioterapia. A
Dexametasona 2 mg/m2 (M&x. 2 mg) partir de entdo
ndo devera mais
realizar
MADIT)
. . Profilatica 12 Gy
Radioterapia Terapéutica 18 Gy
Manutencao
Grupo 1 200 mg/m_2 acada 21
dias
Metotrexate 290 mg/m? a cada 21 EV Da semana 22 a
Grupo 2 dias, escalpnando 25 semana 106
mg/m?2 até o teto de
300 mg /m?
A partir da hora
< - 36 do
Acido folinico 5 mg/m? VO Metotrexate- 2
doses
6-mercaptopurina 100 mg/m2 VO A partir da hora
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24 do
Metotrexate por
10 dias
De 4/4 semanas
L a partir da
Vincristina 1,5 mg/m? EV semana 34- total
de 12 doses
A cada 4
semanas a partir
Prednisona 40 mg/mz2- por 7 dias VO da semana 34-
total de 12
doses.
Metotrexate De acordo com a idade Iniciar na
“MADIT Aracytin De acordo com a idade IT semana 30. A
Dexametasona 2 mg/m2 (Max. 2 mg) caga 8 semanas
' até semana 106
Dose padronizada do MADIT
Ara-C Volume Final
Idade (anos) MTX (mg)) (mg) (ml)
>1 <3 10 20 6,7
* >3<9 12 24 8,0
MADIT >9 15 30 10,0
Dexametasona: 2 mg/ m2 (max. 2 mg)
Radioterapia
Pacientes com
leucometria
inicial >
Profilética 100.000/mm3 ou
do Subgrupo RL
receberdo
radioterapia com . .
**Radioterapia 12Gy em SNC A partllgdo dia
Aqueles com '
SNC-3 ao

Terapéutica

diagnostico

receberdo a

radioterapia
craneana com 18

Gy.

Obs: Pacientes irradiados, serd suspenso posteriormente 0 MADIT

Fonte: Elaborado pela autora a partir do Protocolo de Tratamento GBTLI LLA (2009).
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Apéndice G - Protocolo de Tratamento GBTLI LLA-2009 (Grupo
LLA Ph+ - Respondedor Rapido LLA-Ph+ RR).

Medicac&o | Dose | Via | Dia
Pré- Fase
MIT Metotrexate De acgrdo coma IT 1
idade
Prednisona 60 mg/m? VO 1-7
Inducéo
Prednisona 40 mg/m? VO 8-29
Vincristina 1.5 mg/m? EV 8,15,22e 29
Daunoblastina 40 mg/m? EV 8,15,22¢29
16, 18, 20, 22,
L- asparaginase 10000 Ul/m2 IM 24, 26, 28, 30,
32.
. . 500 mg/ m2 de
lofosf EV
Ciclofosfamida 12/12 hs- 2 doses 8
NahoraOe 4 da
2
Mesna 300 mg/m EV Ciclofosfamida
Metotrexate De acprdo coma
idade
. De acordo com a 8,15e35
* 1
MADIT Aracytin idade IT (22 se SNC-3)
XIVE
Dexametasona 2 mg/me (Max. 2
mg)
Consolidacao da Remissao
Vepesid-16 150 mg/m? EV 1,8,15
Aracytin 60 mg/m? SC 1-2, 8-9, 15- 16
Tioguanina 60 mg/m2 VO 1-15
Mesilato de Imatinibe 340 mg/m? VO 1-21
Metotrexate De ac_ordo coma
idade
*MADIT Aracytin De acordo com a T |15
idade
2
Dexametasona 2 mg/m? (Mx. 2
mg)
Bloco 2
Metotrexate 2 g/ m2 EV 1
A partir da hora
Acido folinico 15 mg/ m? EV 36 do
Metotrexate, de
6/6
6- Tioguanina 100 mg/ m? VO 2-5
Ciclofosfamida 200 mg/ m2 EV 5e6
Mesna 300 mg/ m2 EV NahoraQe 4 da

Ciclofosfamida
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19/ m212/12 hs- 2

Aracytin doses EV 7
Metotrexate De acgrdo coma
idade
*MADIT Aracytin De acordo com a T 8
idade
NIV
Dexametasona 2 mg/m? (Max. 2
mg)
Bloco 3
Metotrexate 59/ m2 EV 1
A partir da hora
Acido folinico 15 mg/ m2 EV 36 do
Metotrexate, de
6/6
6-mercaptopurina 100 mg/ m2 VO 2-5
2 -
Aracytin 19/ m212/12 hs- 2 Ev 5
doses
L- asparaginase 10000 Ul/ m2 IM 7
Metotrexate De acgrdo coma
idade
*MADIT Aracytin De acordo com a IT 8
idade
XV
Dexametasona 2 mg/m? (Max. 2
mg)
Intensificacéo
Vincristina 1,5 mg/mz2 EV 1,8,15
Doxorrubicina 25 mg/m2 EV 1,8,15
L- asparaginase 6000 Ul/m?2 IM 1,3,5,8, 10, 12
Prednisona 40 mg/m? VO 1-14
Vepesid-16 150 mg/m? EV 29, 36, 43
. 29-30, 36-37
2 ) )
Aracytin 60 mg/m EV 43-44
6- tioguanina 60 mg/m? VO 30-51
Mesilato de Imatinibe 340 mg/mz2 VO 1-22, 36-57
Metotrexate De acprdo coma
idade
*MADIT Aracytin De acordo com a T 15, 43
idade
IVE
Dexametasona 2 mg/m? (Max. 2
mg)
Bloco 2
Metotrexate 2 g/ m2 EV 1
A partir da hora
Acido folinico 15 mg/ m2 EV 36 do
Metotrexate, de
6/6
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6- Tioguanina 100 mg/ m? VO 2-5
Ciclofosfamida 200 mg/ m2 EV 5e6
NahoraOe 4 da
2
Mesna 300 mg/'m EV Ciclofosfamida
. 19/ m212/12 hs —
A EV 7
racytin 2 doses
Metotrexate De acgrdo coma
idade
*MADIT Aracytin De acordo com a T 8
idade
NIV
Dexametasona 2 mg/me (Max. 2
mg)
Bloco 3
Metotrexate 59/ m2 EV 1
A partir da hora
Acido folinico 15 mg/ m2 EV 36 do
Metotrexate, de
6/6
6-mercaptopurina 100 mg/ m2 VO 2-5
Aracytin 19/ m212/12 hs EV 5
L- asparaginase 10000 Ul/ m2 IM 7
Metotrexate De acgrdo coma
idade
*MADIT Aracytin De acordo com a IT 8
idade
NIV
Dexametasona 2 mg/me (Max. 2
mg)
Consolidacao Tardia
Vincristina 1,5 mg/m?2 EV 1,8,15
Daunoblastina 25 mg/m2 EV 1,8,15
L- asparaginase 6000 Ul /m2 IM 1,35 8,10,12
Prednisona 40 mg/m2 VO 1-14
Ciclofosfamida 500 mg/m?2 EV 29, 43
Mesna 300 mg/m? EV N? hora 0 e 4 da
ciclofosfamida
. 30-31, 44-45
2 ) )
Aracytin 60 mg/m SC 51.52
6- Tioguanina 60 mg/m2 VO 30-57
Mesilato de Imatinibe 340 mg/m? VO 8-22, 36-47
Metotrexate De ac_ordo coma
idade
*MADIT Aracytin De acordo com a IT 1,29, 57
idade
2
Dexametasona 2 mg/m? (Mx. 2
mg)
Radioterapia Profilatica 12 Gy
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Terapéutica | 18 Gy
Manutencao
Metotrexate 200 mg/m.2 a cada EvV A cada 21 dias
21 dias por 18 meses
A partir da hora
Acido folinico 5 mg/m? VO 36 do MTX-2
doses
A partir da hora
6-mercaptopurina 100 mg/m? VO 24 do MTX por
10 dias
Mesilato de Imatinibe 340 mg/m? VO > 19(:;1iacsda 21
Pulso A
Vincristina 1,5 mg/m? VO 1,8,15
Dexametasona 6 mg/m? 1-5, 10-14
Mesilato de Imatinibe 340 mg/m? 1-14
Pulso B
Ciclofosfamida 500 mg/m? le8
NahoraOe 4 da
Mesna 300 mg/m? Ciclofosfamida
Aracytin 60 mg/m? 1-2, 7-8
Mesilato de Imatinibe 340 mg/m? 1-14
Metotrexate De acgrdo coma
idade .
. De acordo com a Iniciar na
*MADIT Aracytin idade IT semana 9. A
. cada 8 semans
Dexametasona 2 mg/m? (Max. 2
mg)
Dose padronizada do MADIT
Idade (anos) MTX (mg)) | Ara-C (mg) Vqu(r:qel)Fmal
>1 <3 10 20 6,7
“MADIT >3<9 12 24 8,0
>9 15 30 10,0
Dexametasona: 2 mg/ m2 (max. 2 mg)
Radioterapia
Pacientes com
leucometria
inicial >
Profilatica 100.000/mm3 ou
**Radioterapia do Subgrupo RL A partir do dia
receberdo 15.
radioterapia com
12Gy em SNC
AL Aqueles com
Terapéutica SNC-3 a0
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diagnostico
receberdo a
radioterapia
craneana com 18
Gy.

Obs: Pacientes irradiados, sera suspenso posteriormente 0o MADIT

Fonte: Elaborado pela autora a partir do Protocolo de Tratamento GBTLI LLA (2009).
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Apéndice H - Protocolo de Tratamento GBTLI LLA-2009 (Grupo Ph+ -

Respondedor Lento - LLA-Ph+ RL).
Medicac&o | Dose | Via | Dia
Pré-Fase
MIT Metotrexate De acgrdo coma IT 1
idade
Prednisona 60 mg/m2 VO 1-7
Inducdo
Prednisona 40 mg/m? VO 8-29
Vincristina 1.5 mg/m? EV 8,15,22e 29
Daunorrubicina 40 mg/m? EV 8,9,10e 15
. 16, 18, 20, 22, 24
_ 2 ) ) ) 1 1
L-asparaginase 10000 Ul/m IM 26. 28, 30, 32.
. . 500 mg/ m2 de
Ciclofosfamida EV 8
' : 12/12 hs- 2 doses
Na hora O e 4 da
2
Mesna 300 mg/ m EV Ciclofosfamida
Mesilato de 340 mg/ m2 VO 16- 33
Imatinibe
De acordo com a
Metotrexate .
idade
. De acordo com a 8,15e 35
* 1
MADIT Aracytin idade IT (22 se SNCH)
WIVE
Dexametasona 2 mg/me (Max. 2
mg)
Bloco 1
Ifosfamida 1,8 g/ m? EV 1-4
Mesna 400 mg/ m? EV Na hora 0, 4 e 8da
Ifosfamida
Vepesid-16 150 mg/ m2 EV 1-4
Mesilato de 340 mg/ m? VO g- 22
Imatinibe
Metotrexate De acgrdo coma
idade
*MADIT Aracytin De acordo com a IT 15
idade
NIVE
Dexametasona 2 mg/m? (Max. 2
mg)
Bloco 2
Metotrexate 2 g/ m? EV 1
A partir da hora 36
Acido folinico 15 mg/ m2 EV do Metotrexate, de
6/6
6- Tioguanina 100 mg/ m2 VO 2-5
. . 200 mg/ m2de
Ciclofosfamida 12/12 hs. 4 doses EV 5e6
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Na horaOe 4 da
2
Mesna 300 mg/' m EV Ciclofosfamida
. 1 g/ m?2de 12/12
A EV 7
racytin hs- 2 doses
Metotrexate De acgrdo coma
idade
*MADIT Aracytin De acordo com T 8
idade
NIVE
Dexametasona 2 mg/me (Max. 2
mg)
Bloco 3
Metotrexate 59/ m2 EV 1
A partir da hora 36
Acido folinico 15 mg/ m? EV do Metotrexate, de
6/6
6- Meracptopurina 100 mg/ m2 VO 2-5
. 19/ m212/12 hs-
A EV
racytin 2 doses 5
L- asparaginase 10000 Ul/ m2 IM 7
Metotrexate De acgrdo coma
idade
*MADIT Aracytin De acordo com a T 8
idade
WIVE
Dexametasona 2 mg/m? (Max. 2
mg)
Intensificacao
Vincristina 1,5 mg/m? EV 1,8,15
Doxorrubicina 25 mg/m2 EV 1,8,15
L- asparaginase 6000 Ul/m?2 IM 1,3,5,8, 10, 12
Prednisona 40 mg/m?2 VO 1-14
Vepesid-16 150 mg/m? EV 29, 36, 43
Aracytin 60 mg/m? SC 29-30, 3;337’ 43-
6- tioguanina 60 mg/m? VO 30-51
Mesilato de 340 mg/m? VO 1-22, 36-57
Imatinibe
Metotrexate De acgrdo coma
idade
*MADIT Aracytin De acordo com T 15, 43
idade
NIVE
Dexametasona 2 mg/m? (Max. 2
mg)
Consolidagdo Tardia
Vincristina 1,5 mg/mz2 EV 1,8,15
Daunoblastina 25 mg/m? EV 1,8, 15
L- asparaginase 6000 Ul/ m? IM 1,3,5,8,10,12
Prednisona 40 mg/m?2 VO 1-14
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Ciclofosfamida 500 mg/m? EV 29,43
Na horaOe 4 da
2
Mesna 300 mg/m Ciclofosfamida
Avracytin 60 mg/m? sC 3031, ‘;‘;'45’ >l
6- Tioguanina 60 mg/m? VO 30-57
Mesilato de 340 mg/m? VO 8-22, 36-47
Imatinibe
De acordo com a
Metotrexate .
idade
*MADIT Aracytin De acordo com a IT 1,29, 57
idade
WIVE
Dexametasona 2 mg/m? (Max. 2
mg)
Radioterapia Profilética 12 Gy
Terapéutica 18 Gy
Manutenc¢ao
200 mg/m? a A cada 21 dias por
Metotrexat . EV
elotrexate cada 21 dias 18 meses
A partir da hora 36
Acido folinico 5 mg/m? VO do Metotrexate de
6/6 horas- 2 doses
A partir da hora 24
6-mercaptopurina 100 mg/m? VO do Metotrexate por
10 dias
Mesilato de 340 mg/m? VO 1-14
Imatinibe
Pulso A
Vincristina 1,5 mg/mz2 EV 1,8,15
Dexametasona 6 mg/m? VO 1-5, 10-14
Mesilato de 340 mg/m? VO 1-14
Imatinibe
Pulso B
Ciclofosfamida 500 mg/m? EV le8
Na horaOe 4 da
2
Mesna 300 mg/m EV Ciclofosfamida
Aracytin 60 mg/m? SC 1-2, 7-8
Mesilato de 340 mg/m? VO 1-14
Imatinibe
Metotrexate De ac_ordo coma
idade
. De acordo com a Iniciar na semana
MADIT Aracytin idade T 9. A cada 8 semans
NIVE
Dexametasona 2 mg/m? (Max. 2

mg)

Dose padronizada do MADIT

Idade (anos)

MTX (mg)) | AraC(mg) |

Volume Final
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(mi)

*MADIT

>1 <3

10

20

6,7

>3<9

12

24

8,0

>9

15

30

10,0

Dexametasona: 2 mg

/ m? (méx. 2 mg)

Radioterapia

**Radioterapia

Profilatica

Pacientes com
leucometria
inicial >
100.000/mm?d ou
do Subgrupo RL
receberdo
radioterapia com
12Gy em SNC

Terapéutica

Aqgueles com
SNC-3 ao
diagnostico
receberdo a
radioterapia
craneana com

18 Gy.

A partir do dia 15.

Obs: Pacientes irradiados, sera suspenso posteriormente o MADIT

Fonte: Elaborado pela autora a partir do Protocolo de Tratamento GBTLI LLA (2009).
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Apéndice | - Ficha de Cadastro e Identificacdo do Paciente.

130 E2ASTACO X
AMAZONAYS

UNIVERSIDADE DO ESTADO DO AMAZONAS-UEA

Y
v

FUNDACAO HOSPITALAR DE HEMATOLOGIAE
HEMOTERAPIA
DO AMAZONAS-FHEMOAM

PROGRAMA DE POS- GRADUAGAO EM HEMATOLOGIA-PPGH
MESTRADO EM CIENCIAS APLICADAS A HEMATOLOGIA
PROJETO: ESTUDO DO PERFIL IMUNOLOGICO EM CRIANGAS COM LEUCEMIA
LINFOIDE AGUDA NO AMAZONAS

Ficha de Cadastro (Identificacdo)

Nome do paciente:

Nome da Mae:
Registro: Registro do Projeto: Idade:

Naturalidade: Procedéncia:
() Manaus e regido Metropolitana de Manaus () Manaus e regido Metropolitana de Manaus
() Interior do Estado do Amazonas: () Interior do Estado do Amazonas:
() Outros estados: () Outros estados:
() Outros paises: () Outros paises:
Género: ( )M ()F Data do nz_ascnr’ler_lto._/_/_.
Raca: () Branca ( ) Ndo Branca Data do Q|§gnost|co:_/7/ '
() indigena Data do inicio do tratamento__ / /.

Data do término da inducdo:__ /[ .
Idade: em anos

( )0a<l ( )9a<i4 Data de iniciodacoleta; /| .
( )la<5 ( )l4a<1s Data de término da coleta:__ / [/
( )5a<9
*Infecgdo ha até 4 semanas antes da coleta/ No exame Fisico:
diagndstico? *Linfonodos: () N&o palpaveis ( ) >2cm:;
( )Né&o( )Sim: .
*Recebeu algum medicamento ha 4 semanas? *Hepatomegalia: ( )N&o( )Sim___ cm
( )Néo ( )Sim: *Esplenomegalia:( )N& ( )Sim____cm
Recebeu alguma vacina ha 4 semanas? *Testiculos: () normais () alterados:
( )N&o ( )Sim: Direito___ Esquerdo___ (se aumentado colocar X
*Recebeu transfusao? no lado comprometido).
( )Néo ( )Sim: *LesGes de pele?
*Febre? ( )N&o ( )Sim:
( )N&o ( )Sim:
*Perda de peso?
( )N&o ( )Sim:

CXXV
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Responsavel pela Avaliacéo:

Data: [/ [

CXXV




Apéndice J - Ficha de Cadastro (Estado Nutricional do

UEA

UNIVEISIDALE

PO ESTADRO X
AMAZONAS

Paciente).

UNIVERSIDADE DO ESTADO DO AMAZONAS-UEA

FUNDACAO HOSPITALAR DE HEMATOLOGIA E HEMOTERAPIA

DO AMAZONAS-FHEMOAM
PROGRAMA DE POS- GRADUACAO EM HEMATOLOGIA-PPGH
MESTRADO EM CIENCIAS APLICADAS A HEMATOLOGIA
PROJETO: ESTUDO DO PERFIL IMUNOLOGICO EM CRIANGAS COM LEUCEMIA

LINFOIDE AGUDA NO AMAZONAS

Ficha de Cadastro (Estado Nutricional)

129

-1;/’6 .

Nome do paciente:

Nome da Mae:

Registro:

Registro do Projeto:

Idade:

AO
DIAGNOSTICO

D8

D15

D35

Data

Peso (Kg)

Estatura (cm)

Circunferéncia
branquial(cm)

Prega cutanea
tricipital (mm)

Estado Nutricional

AO
DIAGNOSTICO

D8

D15

D35

Data

Desnutricdo leve

Desnutricdo
moderada

Desnutri¢do grave

Eutrofia

Responsavel pela Avaliagdo:

Data: [/ [

CXXi
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Apéndice K - Ficha de Cadastro (Laboratorio).
UEA

20STER UNIVERSIDADE DO ESTADO DO AMAZONAS-UEA 00
FUNDAGAO HOSPITALAR DE HEMATOLOGIA E
HEMOTERAPIA
DO AMAZONAS-FHEMOAM
PROGRAMA DE POS- GRADUACAO EM HEMATOLOGIA-PPGH
MESTRADO EM CIENCIAS APLICADAS A HEMATOLOGIA
PROJETO: ESTUDO DO PERFIL IMUNOLOGICO EM CRIANCAS COM LEUCEMIA
LINFOIDE AGUDA NO AMAZONAS

Ficha de Cadastro (Laboratorio)

Nome do paciente:

Nome da Mae:
Registro: Registro do Projeto: Idade:
Grupo de risco: Acometimento extramedular:
() B-derivada RB () Ph* Testiculo: () Sim () Néo
( ) B-derivada AR ( ) Lactente MLL neg SNC: ( )Sim ( )Nao
( ) T-derivada () Lactente MLL pos Oultros:

Mudanga de grupo de risco: () Sim ( )Né&o
Grupo de risco da mudanca:

Raio-x de tdrax:
Realizado: ( ) Sim ( )Né&o
Resultado: ( ) normal ( ) alterado:

Resultado do hemograma ao diagnostico: Leucometria inicial /mm?:
Leucocitos/mm3: ()<10.000
Blastos: (' )=10.000 e < 50.000
Hemoglobina/ hematdcrito: ( )=50.000 e < 100.000
Plaquetas: ()>100.000
Linfécitos:
Concentracdo de hemoglobina inicial: Plaquetas iniciais:
( )<7g% () <20.000/mms3
( )=7g% e <10g% ( )>20.000<50.000
( )=109% ( )>50.000 <100.000
( )>100.000
Resultado do liquor ao diagnostico: **Medula dssea
Leucocitos/mm3: D15:( ML, ( M2, ( )M3
Blastos: ()presentes (') ausentes D35:( M1, ( M2, ( )M3
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Proteinas mg/dl:
*Situacdo SNC ()1 ()2 ()3

Infecgdo: presentes ao diagndstico: ( ) Sim ()Né&o

Local da Infeccéo:

() Pele () Gastrointestinal
() Sepse () Vias Urinérias
( )oral () Pulméo

() cateter () Retal

() Foco infeccioso néo localizado
() Outras:

Culturas:
() Hemoculturas: ( )Pos ( )Neg
() Urinoculturas: ( )Pos ( )Neg
() Cult. de orofaringe: ( )Pos
( I)Neg

Outra cultura:

Uso de cateter venoso central: () Sim (

) Néo

Tipos de infeccéo:
( ) Bacteriana () Viral

Neutropenia:
() Maior que 7 dias

( ) Fungica () Desconhecido () Menor que 7 dias
*Situagdo SNC Caracteristicas
SNC1 Auséncia de células leucémicas identificaveis no LCR
SNC2 Presenca de células blésticas numa amostra que contém <5 leucécitos / mL
Uma amostra que contém > 5 WBC / ul de células blasticas identificaveis, ou a
SNC3 presenca de uma massa ou nervo craniano paralisia cerebral com células leucémicas no
LCR
Fonte: PUI & Thiel, 20009.

Abaixo a descri¢do dos estados avaliativos da medula 6ssea para descricdo do estudo de

controle durante a inducao.

**Medula Caracteristicas
Medula M; Boa representatividade das 3 séries hematopoiéticas, com < 5% de linfoblastos
Medula M, E_sfr’eg_ago com 5 a 25% de linfoblastos, independentemente da proporcédo de
linfocitos maduros
Medula M3 Presenca de >25% de blastos leucémicos
Remissdo medular Boa representacéo das 3 linhagens hematopoiéticas, com < 5% de linfoblastos

Responsavel pela Avaliagdo:

Data: /| [

CXXX
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Apéndice L - Ficha de Cadastro (Perfil Imunologico).

UEA

UNIVEEIDAGE TR LA
aunrouss  UNIVERSIDADE DO ESTADO DO AMAZONAS-UEA /0 ;I
FUNDACAO HOSPITALAR DE HEMATOLOGIA E HEMOTERAPIA
DO AMAZONAS-FHEMOAM
PROGRAMA DE POS- GRADUACAO EM HEMATOLOGIA-PPGH
MESTRADO EM CIENCIAS APLICADAS A HEMATOLOGIA
PROJETO: ESTUDO DO PERFIL IMUNOLOGICO EM CRIANCAS COM LEUCEMIA
LINFOIDE AGUDA NO AMAZONAS

Ficha de Cadastro (Perfil Imunoldgico)

Nome do paciente:

Nome da Mae:

Registro: Registro do Projeto: Idade:

Perfil Celular

AO

DIAGNOSTICO b8 D15 D35

Data:

LT (CD3*/CD4*/CD8*")

NK CD16*/CD56+/CD3")

LTreg (CD4*/CD25+/FoxP3+)

Perfil das Citocinas Séricas

AO

DIAGNOSTICO D8 D15 D35

CITOCINAS

IL-2
INF-y
TNF-o

Thl

IL-4
IL-5
IL-6
IL-10
IL-13

Th2

Thl7 | IL-17

Responsavel pela Avaliagdo:

Data: [/ [

CXXX
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Apéndice M - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) -
Pais/Responséaveis de Pacientes com LLA.

UEA

UNIVENSIDADE ._1,”,*.:\!') -
2USIESS2 UNIVERSIDADE DO ESTADO DO AMAZONAS-UEA  #900a,
FUNDACAO HOSPITALAR DE HEMATOLOGIA E HEMOTERAPIA
DO AMAZONAS-FHEMOAM

PROGRAMA DE POS- GRADUAGAO EM HEMATOLOGIA-PPGH
MESTRADO EM CIENCIAS APLICADAS A HEMATOLOGIA
PROJETO: ESTUDO DO PERFIL IMUNOLOGICO EM CRIANGAS COM LEUCEMIA
LINFOIDE AGUDA NO AMAZONAS

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE) PARA PARTICIPACAO NA
PESQUISA INTITULADA “ESTUDO DO PERFIL IMUNOLOGICO EM CRIANCAS COM
LEUCEMIA LINFOIDE AGUDA NO AMAZONAS”.

PAIS/RESPONSAVEIS (PACIENTES)
Seu (sua) filho (a) tem um céancer no sangue chamado leucemia linfoide aguda. Ele

iniciard o tratamento com o Protocolo Brasileiro para Tratamento de Leucemia Linfoide
Aguda na Infancia e Adolescéncia (GBTLI- 2009) e sera incluido em um dos cinco grupos de
risco de recidiva, sdo estes: Baixo Risco, Alto Risco, Grupo de Lactentes, Leucemia T-
derivada e Leucemia cromossomo Philadelfia positivo.

Estamos nos dirigindo a vocé(s) para solicitar autorizacdo de que seu (sua) filho (a)
participe de um estudo de pesquisa que tem como objetivo acompanhar a imunossupressao,
que é a diminuicgdo da defesa do organismo de seu filho, por conta da propria doenca e/ou pelo
tratamento quimioteréapico.

O planejamento do acompanhamento destes niveis de baixa imunidade, a coleta das
amostras para estudo, serdo realizadas no momento das coletas de sangue de controle
laboratorial de rotina do tratamento da leucemia.

Se vocé(s) concordar(em) que seu(sua) filho(a) participe do estudo, ele(a) ira fazer
coletas de sangue ao diagndstico da doenca, 8 dias de tratamento, com 15 dias de tratamento e
depois com 35 dias de tratamento de Inducdo. A inducéo é a primeira parte do protocolo de

tratamento da leucemia.

Riscos e desconfortos: Existem riscos proprios da coleta de sangue, tais como
hematomas, equimoses (manchas arroxeadas) no local da puncéo, que fazem parte dos riscos
da rotina.

Beneficios: Ter disponivel as caractefrS¥f€as da baixa imunidade durante o tratamento

e possibilitar condutas futuras de tratamento, beneficiando criancas que participarem de
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posteriores tratamentos para leucemia linfoide aguda.
Confidencialidade: A identidade da sua crianca ndo sera revelada em publicagdes. Os
registros do prontuario também sdo confidenciais e, sob a responsabilidade do Hospital.
Participacdo Voluntaria: A participacdo da sua crianca neste estudo é voluntaria. A
recusa na participacdo ndo leva a nenhum prejuizo para sua crianga, assim como, nao

comprometerd o cuidado médico com a mesma.

Vocé(s) permite(m) que sejam guardadas amostras de sangue para pesquisas futuras?

() Sim

( ) Néo
Esclarecimento de duavidas: A qualquer momento, em caso de duvidas, solicite(m) ao
médico(a) do seu(sua) filho(a) os esclarecimentos necessarios. Vocé(s) podera(do) também

contatar a Pesquisadora do Estudo. Abaixo estdo meus dados para contato.

Nome: Maria do P. Socorro Sampaio Carvalho
RG:541982 / CPF: 214668232-91
Endereco: Av. Constantino Nery, 4.397 - Chapada, CEP: 69,002-50 /

Manaus — AM Telefone(s): (92) 3655 0100, Fax: (92) 3656 2066
e- mail: socorro_sampaio@yahoo.com.br

CXXX


mailto:socorro_sampaio@yahoo.com.br
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Autorizagdo

Eu li este documento a respeito do estudo “Estudo do perfil imunologico em criangas
com leucemia linfoide aguda no Amazonas” ou ele foi lido para mim. Eu fui informado sobre
o0s riscos e beneficios. Decidi que meu (minha) filho (a) participe desta pesquisa. Eu sei,
também, que tenho a liberdade de recusar a participacdo de meu (minha) filho (a) neste estudo
e, assim mesmo, minha crianca continuara a receber o tratamento médico usual. Eu receberei

uma copia deste consentimento.

Eu dei permissdo para meu (minha) filho (a)

parte do estudo “Estudo do perfil imunologico em

criancas com leucemia linfoide aguda no Amazonas” em / /
/ /
Assin. Pai paciente Data
/ /
Assin. Méae paciente Data
/ /
Testemunha Data

Eu expliquei aos familiares/crianca este estudo e, considero que eles tiveram suficiente
informacdo com respeito aos riscos e beneficios, fazendo uma decisdo embasada. Eu

informarei aos mesmos, no momento oportuno, quaisquer modificacdes no procedimento.

Assin. Médico Data

CXXX
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Apéndice N - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) -
Pais/Responsaveis- Crianca Saudavel.

UEA UNIVERSIDADE DO ESTADO DO AMAZONAS-UEA
DRIVERSIGADE FUNDACAO HOSPITALAR DE HEMATOLOGIAE Heuow 0.

0 FTADCO 13X

prnmanas HEMOTERAPIA
DO AMAZONAS-FHEMOAM

PROGRAMA DE POS- GRADUAGCAO EM HEMATOLOGIA-PPGH
MESTRADO EM CIENCIAS APLICADAS A HEMATOLOGIA
PROJETO: ESTUDO DO PERFIL IMUNOLOGICO EM CRIANCAS COM LEUCEMIA
LINFOIDE AGUDA NO AMAZONAS

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE) PARA PARTICIPACAO NA
PESQUISA INTITULADA “ESTUDO DO PERFIL IMUNOLOGICO EM CRIANCAS COM
LEUCEMIA LINFOIDE AGUDA NO AMAZONAS”.

PAI(S) / RESPONSAVEL(IS) (CRIANGA SAUDAVEL)
Seu (sua) filho (a) esta sendo convidado (a) para participar, como voluntério, de um estudo de

pesquisa que tem como objetivo acompanhar a imunossupressdo, que é a diminuicdo da
defesa do organismo, por conta da prdpria doenca e/ou pelo tratamento quimioterapico, de
pacientes com diagndstico de leucemia linfoide aguda na Fundacdo Hemoam. Neste estudo
participardo 28 criancas saudaveis e seu filho esta sendo convidado a participar deste estudo

como crianca saudavel.

Se vocé (s) concordar (em) que seu(sua) filho(a) participe do estudo, sera preenchida uma
ficha com dados pessoais, fisicos e condicdo de salde atual, agendado uma consulta com a
nutricionista da FHEMOAM para avaliar seu estado nutricional e um horario no Laboratério
de Analises Clinicas ou na sala de procedimentos da Fundacdo Hemoam que esté localizado
na Avenida Constantino Nery, 4397-Chapada, CEP 69.050-002 Manaus- Amazonas, para

coleta das amostras de sangue periférico para a pesquisa.

A coleta das amostras para 0 estudo serdo realizadas concomitantes com as da coleta do
exame solicitado pelo médico da triagem. Sera feito a coleta de 3 ml de sangue periférico,
para serem divididos da seguinte forma: 1 ml em tubo com anticoagulante (EDTA) e 2 ml em

tubo sem anticoagulante.

Riscos e desconfortos: Existem riscos proprios da coleta das amostras de sangue que
fazem parte da rotina de sua coleta, tais como hematomas ou equimoses (manchas arroxeadas)
no local de puncéo. CXXX
Beneficios: Ter disponivel as caracteristicas do perfil imune que sera comparado aos
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dos pacientes com leucemia linfoide aguda. Podera levar beneficio para criancas que
participarem de futuros tratamentos para leucemia linfoide aguda.
Confidencialidade: A identidade da sua crianca ndo sera revelada em publica¢des. Os
registros do prontuario também sdo confidenciais e sob a responsabilidade do Hospital.
Participacdo Voluntaria: A participacdo da sua crianca neste estudo é voluntaria. A

recusa na participagdo ndo levara a nenhum prejuizo para sua crianga.

Vocé(s) permite(m) que sejam guardadas amostras de sangue para pesquisas futuras?
() Sim
( ) Néo

Esclarecimento de duvidas: A qualquer momento, em caso de duvidas, solicite(m) ao

pesquisador(a) do Estudo esclarecimentos necessarios Abaixo estdo os dados para contato.

Nome: Maria do P. Socorro Sampaio Carvalho

RG:541982 / CPF: 214668232-91

Endereco: Av. Constantino Nery, 4.397 - Chapada, CEP: 69.002-50 /
Manaus — AM Telefone(s): (92) 3655 0100; Fax: (92) 3656 2066

e- mail: socorro_sampaio@yahoo.com.br

CXXX


mailto:socorro_sampaio@yahoo.com.br
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Autorizacao

Eu li este documento a respeito do estudo “Estudo do perfil imunolégico em criangas
com leucemia linfoide aguda no Amazonas” ou ele foi lido para mim. Eu fui informado sobre
os riscos e beneficios. Decidi que meu (minha) filho (a) participe desta pesquisa de forma
voluntaria. Eu sei, também, que tenho a liberdade de recusar a participacdo de meu (minha)
filho (a) neste estudo e, assim mesmo, minha crian¢a continuara a receber o atendimento

médico nesse servico, caso seja necessario. Eu receberei uma copia deste consentimento.

Eu dei permissao para meu (minha) filho @)
faca parte de

forma voluntéria do estudo “Estudo do Perfil imunolégico em crian¢as com leucemia linfoide aguda no

Amazonas” em// .

/ /
Assin. Pai crianga Data
/ /
Assin. Mée crianca Data
/ /
Testemunha Data

Eu expliquei aos familiares/crianca este estudo e, considero que eles tiveram suficiente
informacdo com respeito aos riscos e beneficios, fazendo uma decisdo embasada. Eu

informarei aos mesmos, no momento oportuno, quaisquer modificagcdes no procedimento.

Assin. Médico Data

CXXX
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Apéndice O - Termo de Assentimento Informado (TAI) - Criangca com

LLA.
UEA UNIVERSIDADE DO ESTADO DO AMAZONAS-UEA )
FUNDACAO HOSPITALAR DE HEMATOLOGIAE HUHON IO,

AMAZQONAS

HEMOTERAPIA —
DO AMAZONAS-FHEMOAM

PROGRAMA DE POS- GRADUAGCAO EM HEMATOLOGIA-PPGH
MESTRADO EM CIENCIAS APLICADAS A HEMATOLOGIA
PROJETO: ESTUDO DO PERFIL IMUNOLOGICO EM CRIANGAS COM LEUCEMIA
LINFOIDE AGUDA NO AMAZONAS

TERMO DE ASSENTIMENTO INFORMADO (TAI) PARA PARTICIPACAO NA PESQUISA
INTITULADA “ESTUDO DO PERFIL IMUNOLOGICO EM CRIANCAS COM LEUCEMIA
LINFOIDE AGUDA NO AMAZONAS”.

(CRIANCA EM TRATAMENTO)

Nome:

Este formulédrio de assentimento informado é para criancas/adolescentes com
diagndstico de leucemia linfoide aguda entre as idades de 6 anos (alfabetizadas) a menor de
18 anos que comparecerdo a Fundacdo Hospitalar de Hematologia e Hemoterapia do
Amazonas-FHEMOAM.

Meu nome é Maria do Perpétuo Socorro Sampaio Carvalho, sou médica pediatra e
hematologista, e vou pesquisar sobre a imunossupressao, que € a baixa defesa do organismo,
nos pacientes com diagnastico de leucemia linfoide aguda em tratamento na FHEMOAM.

Estou convidando-o a participar desta pesquisa, que sera sobre o estudo da baixa
imunidade do organismo através das células do sangue.

Vocé pode escolher se quer participar ou ndo. Discutimos esta pesquisa com seu (S)
pai (s) ou responsavel I(is) e ele(s) sabe(m) que estamos conversando com vocé pedindo seu
acordo.

Para vocé participar da pesquisa, seu (s) pai (s) ou responsavel (is), deverdo
concordar. Mas se vocé ndo quiser fazer parte desta pesquisa, vocé nao é obrigado, mesmo se
seus pais concordarem.

Voceé pode falar com qualquer pessoa que quiser sobre a pesquisa antes de tomar uma
decisdo. Nao precisa decidir imediatamente.c%ot(iver duvida em relacdo a alguma palavra ou
quiser gque seja explicada novamente, por favor, peca que lhe explicarei.

Se vocé concordar participar do estudo, sera preenchida uma ficha com dados
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pessoais, fisicos e condicdo de saude atual, agendado uma consulta com a nutricionista da
FHEMOAM para avaliar o seu estado nutricional e um horério no Laboratdrio de Anélises
Clinicas ou na Sala de Procedimentos da FHEMOAM que estd localizada na Avenida
Constantino Nery, 4397-Chapada, CEP 69.050-002 Manaus-Amazonas, para coleta das
amostras de sangue periférico para a pesquisa.

As coletas das amostras para o estudo serdo realizadas apds a consulta com médico
triador ou hematologista e ap6s preenchimento do Termo de Assentimento Informado.

Seré feito a coleta de 3 ml de sangue em veia periférica para serem divididos da
seguinte forma: 1 ml em tubo com anticoagulante-EDTA e, 2 ml em tubo sem anticoagulante.
Esta coleta sera feita no momento da coleta do exame solicitado pelo seu médico.

Riscos e desconfortos: Existem riscos como formacdo de hematomas, equimoses
(manchas arroxeadas), no local da puncdo, préprios da coleta das amostras de sangue que
fazem parte da rotina de seus exames.

Beneficios: Proporcionar para outras criangas com LLA a possibilidade de um melhor
futur  tratamento no

0.

Confidencialidade: A sua identidade ndo sera revelada em publicaces. Os registros
do prontuério

cx|
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também sdo confidenciais, ou seja sera secreto e estara sob a responsabilidade do Hospital.
Participacdo Voluntaria: A sua participacdo neste estudo é voluntaria. A recusa na

participagdo ndo leva a nenhum prejuizo para voce.

Vocé permite que sejam guardadas amostras de sangue para pesquisas futuras?
()Sim
( ) Néo

Esclarecimento de davidas: A qualquer momento, em caso de dudvidas, solicite a

pesquisadora do Estudo esclarecimentos necessarios. Abaixo estdo os dados para contato.

Nome: Maria do P. Socorro Sampaio Carvalho

RG:541982 / CPF: 214668232-91

Endereco: Av. Constantino Nery, 4.397, Chapada, CEP: 69.002-50 /
Manaus — AM Telefone(s): (92) 3655 0100

Fax: (92) 3656 2066

e- mail: socorro_sampaio@yahoo.com.br

cxli
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Autorizagdo

Eu li este documento ou 0 mesmo foi lido para mim, a respeito do estudo “Estudo do
perfil imunoldgico em criangas com leucemia linfoide aguda no Amazonas”. Fui informado
sobre os riscos e beneficios. Decidi que participarei desta pesquisa de forma voluntaria. Eu
sei, também, que tenho a liberdade de recusar a participacdo neste estudo e, assim mesmo,
continuarei a receber o atendimento médico usual. Eu receberei uma coOpia deste

consentimento.

Eu,

dou permissao para fazer parte de forma voluntaria do estudo

“Estudo do Perfil imunoldgico em criangas com leucemia linfoide aguda no Amazonas”.

Assin.da

crianca/adolescente

Data / /

/ /
Testemunha Data

Eu expliquei a crianga/ adolescente este estudo e, considero que ele teve suficiente
informagdo com respeito aos riscos e beneficios, fazendo uma decisdo embasada. Eu

informarei ao mesmo, no momento oportuno, quaisquer modificagdes no procedimento.

Assin. Médico Data

cxlii
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Apéndice P - Termo de Assentimento Informado (TAI) — Crianca

Saudavel.
UNIVERSIDADE DO ESTADO DO AMAZONAS-UEA  #ionidl..
Armzanas FUNDACAO HOSPITALAR DE HEMATOLOGIA E e

HEMOTERAPIA
DO AMAZONAS-FHEMOAM

PROGRAMA DE POS- GRADUAGCAO EM HEMATOLOGIA-PPGH
MESTRADO EM CIENCIAS APLICADAS A HEMATOLOGIA
PROJETO: ESTUDO DO PERFIL IMUNOLOGICO EM CRIANGCAS COM LEUCEMIA
LINFOIDE AGUDA NO AMAZONAS

TERMO DE ASSENTIMENTO INFORMADO- (TAI) PARA PARTICIPACAO NA PESQUISA
INTITULADA “ESTUDO DO PERFIL IMUNOLOGICO EM CRIANGAS COM LEUCEMIA
LINFOIDE AGUDA NO AMAZONAS”.

(CRIANCA SAUDAVEL)

Nome:

Este formulério de Assentimento Informado € para criancas/adolescentes saudaveis
entre as idades de 6 anos (alfabetizadas) e menor de 18 anos que comparecerdo a Fundacao
Hospitalar de Hematologia e Hemoterapia do Amazonas-FHEMOAM.

Meu nome é Maria do Perpétuo Socorro Sampaio Carvalho, sou médica pediatra e
hematologista, e vou pesquisar sobre a baixa defesa do organismo, nos pacientes com
diagnostico de leucemia. Estas amostras de sangue permitirdo os estudos das caracteristicas da
defesa do seu organismo através das células do sangue.

Neste estudo irdo participar 16 criancas saudaveis e estou convidando-o a participar
deste estudo, como uma dessas criangas saudaveis.

Vocé pode escolher se quer participar ou ndo. Discutimos esta pesquisa com seu (S) pai
(s) ou responsavel (is) e ele (s) sabe(m) que estamos conversando com vocé pedindo seu
acordo.

Para vocé participar da pesquisa, seu (s) pai (s) ou responsavel (is), deverdo concordar.
Mas se vocé ndo quiser fazer parte desta pesquisa, vocé nao é obrigado a participar, mesmo se
seus pais concordarem.

Vocé pode falar com qualquer pessoa que quiser sobre a pesquisa antes de tomar uma
decisdo. Vocé ndo precisa decidir imediatamente. Se tiver divida em relagdo a alguma palavra

ou quiser que seja explicada novamente, por f&dHtipeca que Ihe explicarei.
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Se vocé concordar participar do estudo, sera preenchida uma ficha com dados pessoais,
fisicos e condigdo de salde atual, agendado uma consulta com a nutricionista da FHEMOAM
para avaliar o seu estado nutricional e um horéario no Laboratério de Anélises Clinicas ou na
Sala de Procedimentos da FHEMOAM que estd localizada na Avenida Constantino Nery,
4397-Chapada, CEP 69.050-002 Manaus - Amazonas, para coleta das amostras de sangue
periférico para a pesquisa.

As coletas das amostras para o estudo sera realizada ap6s a consulta com médico triador
e apos preenchimento do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido. Seré feito a coleta de 3
ml de sangue para serem divididos da seguinte forma: 1 ml em tubo com anticoagulante-EDTA
e 2 ml em tubo sem anticoagulante. Esta coleta de amostras sera realizada no momento da

coleta de seu exame solicitado pelo médico da triagem.

Riscos e desconfortos: Existem riscos como formacdo de hematomas, equimoses
(manchas arroxeadas), no local da puncdo, proprios da coleta das amostras de sangue que
fazem parte da rotina de seus exames.

Beneficios: Proporcionar para criangas com leucemia linfoide aguda a possibilidade de
um melhor tratamento no futuro.

Confidencialidade: A sua identidade ndo sera revelada em publicac6es. Os registros
do prontuério também sdo confidenciais, ou seja sera secreto e estara sob a responsabilidade
do Hospital.

Participacdo Voluntaria: A sua participacdo neste estudo é voluntaria. A recusa na

participagdo ndo levard a nenhum prejuizo para voce.

Vocé permite que sejam guardadas amostras de sangue para pesquisas futuras?
() Sim

( ) Néo

Esclarecimento de duvidas: A qualquer momento, em caso de duvidas, solicite a

pesquisadora do Estudo esclarecimentos necessarios. Abaixo estdo 0s dados para contato.

Nome: Maria do P. Socorro Sampaio Carvalho

RG:541982 / CPF: 214668232-91

Endereco: Av. Constantino Nery, 4.397 - Chapada, CEP: 69.002-50 /
Manaus — AM Telefone(s): (92) 3655 0100, Fax: (92) 3656 2066

e- mail: socorro_sampaio@yahoo.combr Xl


mailto:socorro_sampaio@yahoo.com.br
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Autorizagdo

Eu li este documento ou o mesmo foi lido para mim, a respeito do estudo “Estudo do
perfil imunolégico em criancas com leucemia linfoide aguda no Amazonas”. Fui
informado sobre os riscos e beneficios. Decidi que participarei desta pesquisa de forma
voluntaria. Eu sei, também, que tenho a liberdade de recusar de fazer parte neste estudo e,
assim mesmo, continuarei a receber o atendimento médico usual nesse servigo, caso precise.

Eu receberei uma cdpia deste termo de assentimento.

Eu,

dou permissédo para fazer parte de forma voluntaria do estudo “Estudo do Perfil imunolégico em criancas

com leucemia linfoide aguda no Amazonas”.

Assin. da crianga/adolescente

Data / /

/ /
Testemunha Data

Eu expliquei a crianca/ adolescente este estudo e, considero que ele teve suficiente

informacdo com respeito aos riscos e beneficios, fazendo uma decisdo embasada.

Assin. Médico Data

cxlv
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ANEXOS
Anexo A - Ficha do Servico Social da FHEMOAM
FICHA SOCIAL DO
Nome: Registro:
Nascimento: Sexo: Cor:

Nacionalidade:

Naturalidade:

Profisséo: Procedéncia:
CPF: Identidade:
Estado Civil: CNS:
FILIACAO

Mae
Pai:
Responsavel

RESIDENCIA
Endereco:
Bairro: Acesso:
CEP: Fone:
Municipio: UF:

RESIDENCIA
Endereco:
Bairro: Acesso:
CEP: Fone:
Municipio: UF:

Data Diagnostico

cxlii
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Situagdo EconoOmica:

Escolar:

Profissional:

Parecer Social:

Proposta:

Situagéo Socio-econémica:

Fonte: Servigo Social de Atendimento aos Pacientes da FHEMOAM.

cxliii
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Anexo B - Representacdo esquematica da Inducéo do Protocolo GBTLI-
2009 (Leucemia B-derivada) - Representagao Global.

Representagdo Esquematica Global do GBTLI LLA-2009
Leucemia B-derivada

21¢83n08
= < 50,000 leucdeitos Diagn, € 29w0s
Baixo Risco $am 3cometimento em SHC Alto Risco  : :?:?0 leucdeitos Diagn.
Prefase 7 dias a S fse e Ploid < & crom
PRED + MTX IT S 04 21000 blastoshnt
transterir purs Grupo AR
=1 1 1
INDUGAO (sem. 1 e 2) e
pondedor Ripide Respondedor Lento
VCR, DEX, DNR, L-ASP (Subgrupe RR) (Subgrupo RL)
INDUGAO D8 - D35 INDUGAO D8 - D35
woMer MO My <1000 blastos no D8 & MO My, com 21000 blastos no D8 efou MO My com
CF-DRM negativa ( <0.01%) || CF.ORM pesitiva (2 0.01% < 10%) CF-DRM < 10% no D15 CF-DRMz10%no D15
CROREY 1M 0N
- ”"' [Se» || VCR, PRED, DNR (08, D15) L-Asp X& || VCR, PRED, DNR (D8, D15) L-Asp XB
INDUGAO INDUGAO (08 -D20) (08 - D20)
( semanas 384 ) ( semanas 3e4d ) =
VCR, DEX, L-Asp, MADIT VC?&E:&?:&?I CONTINUAGAO DA INDUGAQ CONTINUAGAO DA INDUGAQ
VR, PRED + DNR Dlo 2+ LAsp (0228032) VCR, PRED «DNR Dias 22 23 « L-Asp (D22 a D32)
5 + +L- a i 0
RCC D35 Avaliagao cioldgica e da DRM ronomtbeeie oW +Ciclofostarmida (022)
—“—':::m D35 PCR-DRM negativa (< 109 D35 PCR-DRM positiva (= 109)
mm(‘:m l“u)m’m A CONSOLIDAGAO DA REMISSA0 (8 )
semanas (4 semanas ) semanas, z -
S0 ARACIMADIT 6P/ ARA.C/MADIT VPAAE, Ara.C, 616, VCR, PRED, GMP. MTX + o o asmy)
+CICLO 2ciclos de MTX 2g4n%
FASE DE INTENBIFICAGAO (8 semans) INTENSIFICAGAO (8 semanas)
6MP, MTX 20/m? X4 , MADIT (4) VCR, ADRIA, PRED, L-ASP, 6TG, Ara-C, VP-16, MADIT
i z INTERFASE ( 8 semanas) INTERFASE (8 semanas)
CONSOLIDAGAO TARDIA || CONSOLIDAGAO TARDIA g . VCR PRED. 6.MP- MTX +3 T Saimd
® ) @ ) VCR, PRED, SMP- MTX + 2 Ciclos MTX 2g/m? , PRED, + 3 Ciclos MTX Sgim
VCR, DEXA, DOXO, VCR, DEXA, DOXO,
LASP ARSCe LSt AR G0 CONSOLIDAGED TARDIA (8 semanas)
6T, MADIT (3) MADIT (3) + CICLO VCR, PRED, DNR, L-85P + 6-TG, CICLO, ARA-C, MADIT
Sorteio RT SNC 12Gy se GB 100000/ mm? elou Subgrupo RL. Se SNC-3RT com 18Gy
Sorteio
Grupo 1 Grupo 2
Grupo 1 Grupo 2
MTX dose fixa / B-MP MTX dose escalonada/ 6 12
MADIT (cd 8 sem) MADIT ( cd 8 sem.) MTX doze fixa / 6-MP MTX dose escalonadal MP
MADIT (cd 8 sem.), Pulsos VCRIPRED mensais x 12 | | MADIT (cd 8 sem.), Pulsos VCRPRED mensas x 12,

Quadro 3 - Representagio Esquemdtica Geral do Protocolo GBTLI LLA-2009 para LLA B-derivada.

Fonte: Protocolo GBTLI-LLA (2009).
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Anexo C - Representacdo esquematica da Inducéo do

Planejamento Global GBTLI LLA-2009

LLA T-DERIVADA
Prefase | PRED diata7 + MTX IT
Respondedor Réapido Respondedor Lento
Subgrupo RR Subgrupo RL
INDUGAQ 08 - D35 INDUGAO Dg - D35

<1000 blastos 08 e MO M, ¢/ CF-DRM < 10% no D15
VCR, PRED, DNR (D8, 09, D10, 015)
CICLO 1g/m? 08 + L-Aspx9

21000 blastos D8 efou MO M, ¢/ CF-DRM 2 10% o DI5
VCR, PRED, DNR (08, 09, D10, D15)
CICLO 1g/m? 08 +L-Aspx9

CONTINUAGAO DA INDUGAQ
VCR, PRED +DNR Dia 22 + L-Asp (D22 3 D32)
035 PCR-DRM negativa (< 10%)

CONTINUAGAQ DA INDUGAD
VCR, PRED +DNR Dias 22 e 23 + L-Asp (022 a 032)
+ Ciclofosfamida (022)

035 PCR-DRM positiva (: 102)

CONSOLIDAGAO DA REMISSAO { & semanas )
CICLO , Ara-C, BTG, VCR, PRED, 6-MP, MTX
+2 Ciclos MTX 2g/m?

CONSOLIDAGAC DA REMISSAO (8 semanas)
3Blocos: VEDA/COPADM/ VEDA

1° Momento TMO

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

INTERFASE ( 8 semanas)
VCR, PRED, 6MP- MTX + 2 Ciclos HD-MTX 2g/m?

INTERFASE (8 semanas)
VCR, PRED, 6-MP- MTX + 3 Ciclos HD-MTX 5g/m¢

2° Momento TMO

CONSOLIDAGAQ TARDIA (8 semanas)
VCR, PRED, DNR, L-ASP +6-TG, CICLO, ARA-C
RT SNC 12 Gy se GB 2100.000/mm* e/ou Subgrupo RL Se SNC-3RT com 18 Gy

PO Sorteio S
Grupo1 Grupo 2

MTX 200mafm2 ¢d 3 sem (dose fixa) / 6 MP MTX 200mg/m? cd 3 sem, escalonada até 300 mg/m? /6 MP
Pulsos mensais VCR/PRED + MADIT cd 8 sem Pulsos mensais VCRIPRED + MADIT ¢d 8 sem

Quadro 17 - Representagio esquemtica do planejamento global do Protocolo GBTLI LLA-2009 para aLLA T-defivada.

Protocolo GBTLI-2009 (Leucemia T-derivada) - Planejamento

Global.

Fonte: Protocolo GBTLI-LLA (2009).

cxlv
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Anexo D - Representacdo esquematica da Inducéo do
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Protocolo GBTLI LLA-2009 LLA Ph'

Prefase | PRED dias1a7 +MTX IT |

Respon&edor Rapido
Subgrupo RR

Respomédor Lento
Subgrupo RL

INDUCAQ D8 - D35
Blast, <1000/mm?* no 08 e MO M, , ¢/ CF-DRM < 10% no D15
VCR, PRED, DNR (DS, D10) L-Asp X6 (D16 - 28)

INDUGAO D8 - D35
Blast, 2 1000/mm? no 08 e/ou MO M, c/ CF-DRM 2 10% no D15
VCR, PRED, DNR (D8, D10) L-Asp X6 (D16 -28)

Continuagédo da indugdo
VCR, PRED + DNR D22 + L-Asp x 9 (D16 a 33)
035 PCR-DRM negativo ( < 10)

Continuagao da indugdo
VCR, PRED + DNR 022, 23, 24 + L-Asp x 3 (022 a 26)
+Imatinibe (D16-33) + Ciclofosfamida D22

D3 PCR-DRM positivo (2 10%)

CONSOLIDAGAD DA REMISSAD (3 semanas) BLOCO 1

VP16, Ara-C, 6TG + Imatinibe D1- 21 IFO, VP-16 + Imatinibe D1- 14
BLOCO 2 BLOCO 2

MTX 20im? BTG, CICLO, Ara-C MTX 5gim?, 676, CICLO, Ara-C
BLOCO 3 BLOCO 3

WTX 20/m2 GMP, Ara-C, L-ASP MTX Sg/m?, 6MP, Ara-C, L-Asp

1° Momente TMO
Infensificagdo (8 semanas)
VCR, PRED, ADRIA, L-ASP, Ara-C, BTG + Imatinibe (dias 1- 22 e 30-51)

BLOCO 2 BLOCO 3

MTX 20/m? BTG, CICLO, Ara-C MTX Sgfm?, 6MP, Ara-C, L-Asp
BLOCO 3 BLOCO2

WTX 2gim2, 6P, BTG, Ara-C, L-Asp MTX Sgir’, €10, CICLO, Aia-C
BLOCO 1

IFO, VP-16 + Imatinibe D1- 14

2° Momenta TMO

CONSOLIDAGAO TARDIA (8 semanas)
VCR, PRED, DNR, L-ASP, CICLO, 6-T6, VP-16, ARA-C + Imalinibe (dlas 1- 14 & 29 - 50)

RT SNC 126y se 2 100.000/mm? e/ou Subgrupo RL Se SNC-3 RT com 180Gy

EMP + MTX ntermtente dose fixa 200 main2. Puisos & cd 6 semanas ¢f V(I

MANUTEN AO (18 meses)
EXA, Imsbnibe (PULSO A) alternando ¢f CICL O/Ara-C/ imatinibe (PULSO B)
MADIT a cd 8 sem. dwante toda a Terapia de Mm«\gao (exceto pf os pacientes iradiados).

Quadto 24 - Representagio esquemdtica geral do Protocolo GBTLILLA-2009 parz2 LLA Ph*

Protocolo GBTLI-2009 (Leucemia Ph*) - Planejamento Global

Fonte: Protocolo GBTLI-LLA (2009).
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Anexo D - Carta de Aprovacdo no Comité de Etica em Pesquisa (CEP)
da Fundacdo HEMOAM

FUNDACAO DE .
HEMATOLOGIA E
HEMOTERAPIA DO

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: ESTUDO DO PERFIL IMUNOLOGICO EM CRIANCAS COM LEUCEMIA LINFOIDE
AGUDA NO AMAZONAS

Pesquisador: MARIA DO PERPETUO SOCORRO SAMPAIO CARVALHO

Area Tematica:

Versdo: 4

CAAE: 18309913.6.0000.0009

Instituigdo Proponente: Fundacao de Hematologia e Hemoterapia do Amazonas - HEMOAM

Patrocinador Principal: Fundacao de Hematologia e Hemoterapia do Amazonas - HEMOAM
Fundagao de Amparo a Pesquisa do Estado do Amazonas - FAPEAM

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 739563
Data da Relatoria: 24/07/2014

Apresentagao do Projeto:

E um estudo nao experimental, longitudinal de coorte e prospectivo, onde 0s pacientes serao
acompanhados de acordo com o intervalo de tempo compreendido entre o diagnostico e o dia 35 da
inducao. A hipotese ja formulada pela pesquisadora ira procurar demonstrar a intensidade da
imunossupressao do tratamento em pacientes na faixa etaria de 0 a 18 anos com LLA, nos diferentes
grupos de risco de tratamento, na fase de inducao do protocolo GBTLI-LLA 2009,

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario:

Caracterizar a resposta Imune de acordo com 0s grupos de risco do tratamento com o protocolo GBTLI-LLA
2009, em pacientes na faixa etaria de 0 a 18 anos portadores de LLA durante a terapia de inducao.
Objetive Secundario:

1.Caracterizar as populacoes celulares de LT (LTCD4+ LTCD8+, NK e LTreg CD4/CD25/FoxP3) em
pacientes na faixa etaria de a 18 anos portadores de LLA ao diagnostico, D15 e final da terapia de
indugao(D35) do protocolo GBTLI-LLA 2009

2.Determinar o perfil de citocinas séricas(Thi, Th2, Treg e Th17) na populacao de pacientes durante o
protocolo de inducao (DO, D15 e D35);

Enderego: Av Constantino Nery 4397 BLO D Ens Pesqg

Bairro: Chapada CEP: {9.050-002
UF: AM Municipio: MANAUS
Telefone: (92)3655-0113 Fax: {92)3655-0112 E-mall: cep@@hemoam.am.qov.br

Pagra 0 g 03
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FUNDACAO DE
HEMATOLOGIA E Qﬂ"’"’w -
HEMOTERAPIA DO
Coninuacao do Parecer: 739 563

3. Relacionar o perfil da resposta imune com os grupos de risco de tratamento da terapia de inducao em
pacientes na faixa etaria de 0 a 18 anos portadores de LLA em uso do protocolo GBTLI-LLA 2009.

Avaliacdo dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

Existem riscos como formacao de hematomas, ecmoses (manchas arroxeadas), no local da puncao,
proprios da coleta das amostras de sangue que fazem parte da rotina de seus exames.

Beneficios:

Proporcionar para outras criangas com LLA a possibilidade de um melhor tratamento no futuro.

Comentarios e Consideracdes sobre a Pesquisa:

Esta pesquisa se mostra muito interessante do ponto de vista cientifico pois nos proporcionara conhecer o
perfil imunologicoe dos pacientes antes do inicio do tratamento e acompanhar sua alleracao no decarrer do
mesmo, formecendo informagoes muito valiosas para o sucesso do tratamento e uma eventual intervencao
caso algum exame aponte uma infeccao.

Consideracdes sobre os Termos de apresentacio obrigatéria:
Todos os termos de apresentacao obrigatoria foram anexados.

Recomendacgoes:

Conclusées ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes:
Projeto aprovado apos as devidas corregoes.

Situacao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagao da CONEP:

Nao

Consideragoes Finais a critério do CEP:

Endereco: Av. Conslaniino Nesy 4397 BLD Dir Ens Pesq

Bairro: Chapada CEP: {9.050.002
UF: A Municipio: MANAUS
Telefone: (92}3655.0113 Fax: (92)3655-0112 E-mail: cep@hemoam am.gov. b

Fagtw (2 de 00
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FUNDACAO DE
HEMATOLOGIA E Broa o™
HEMOTERAPIA DO

Cantiruacan do Parecer. 139563

MANAUS, 05 de Agosto de 2014

Assinado por:
Elisa Brosina de Leon
{Coordenador)

Endereco; Av Constantino Nery 4397 BILD Dir Ens Pesg

Bairro: Chapada CEP: 59.050-002
UF: AM Municipio; MANAUS
Telefone: (9236550113 Fax: (92)35655-0112 E-mail: cepi@hemoam am.gov.br
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