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RESUMO

Introducéo: O tratamento da Leucemia Linfoide Aguda (LLA) pediatrica é uma das
terapias mais complexas dentre os programas terapéuticos contra o cancer. As criangas
com LLA séo tratadas de acordo com a estratificacdo em grupos de risco afim de que
criangas com caracteristicas clinicas e bioldgicas favoraveis recebam uma terapia menos
toxica, enquanto que uma terapia mais agressiva seja reservada aos pacientes com maior
risco de recaida e com menor probabilidade de sobrevida a longo prazo. Objetivos:
Analisar a concordancia entre as estratificacbes dos grupos de riscos em pacientes
classificados pelos diferentes protocolos utilizados para tratamento da LLA da infancia
em uma instituicdo de referéncia no sul do Brasil e avaliar a influéncia da Doenca
Residual Minima (DRM) por citometria de fluxo na analise dessas classificagdes de risco.
Metodologia: Estudo transversal, descritivo e retrospectivo a partir da revisdo de
prontuarios dos pacientes com idade entre 1 e 18 anos portadores de LLA B atendidos no
HCPA a partir de janeiro de 2013 até abril de 2017. Todos os pacientes foram
estratificados conforme as classificacdes de risco dos protocolos mais utilizados em
instituicOes brasileiras, que sé@o a do grupo Berlim-Frankfurt-Minster (BFM) e a do
Grupo Cooperativo Brasileiro para Tratamento da LLA (GBTLI). A concordancia entre
as classificacdes de risco de cada protocolo foi realizada através do coeficiente Kappa.
Resultados: Foram analisados 75 pacientes. A concordancia entre as estratificaces de
risco pelos protocolos GBTLI 2009 e BFM 95 (K= 0,22; p= 0,003), GBTLI 2009 e IC-
BFM 2002 (K= 0,24; p=0,002) foi baixa, moderada entre GBTLI 2009 e IC-BFM 2009
(K=0,44; p <0,001) e substancial entre IC-BFM 2009 e BFM 95 (K= 0,67; p <0,001) e
IC-BFM 2009 e IC-BFM 2002 (K= 0,68; p < 0,001). As analises sugerem que DRM do
D15 por CF < 0,1% foi um ponto de corte para pacientes que apresentaram melhores
desfechos e DRM D15 por CF > 10% com piores resultados. A classificagcdo pelo
protocolo brasileiro demostrou um nimero maior de pacientes estratificados como alto
risco quando comparado a do grupo BFM. As taxas de sobrevidas global e livre de
eventos estimadas em 4 anos, independentes do protocolo de tratamento, foram 68,6% e
66,6% respectivamente. Conclusdes: Este estudo nos fornece inimeros pontos para
reflexdo sobre o tratamento da leucemia em nosso pais. Observamos uma maior
porcentagem de pacientes classificados como alto risco em nossa realidade e uma menor
sobrevida em relacdo a literatura internacional. Compreender o papel das ferramentas
para estratificacdo de risco disponiveis pode ajudar a melhorar este desfecho.

Palavras-chave: LLA pediatrica. Doenca residual minima. Estratificacdo de risco.



ABSTRACT

Introduction: The treatment of childhood acute lymphoid leukemia (ALL) is one of the
most complex therapies among cancer treatment programs. Children with ALL are treated
according to stratification into risk groups so that children with favorable clinical and
biological characteristics receive less toxic therapy, whereas more aggressive therapy is
reserved for patients with higher risk of relapse and with lower probability of long-term
survival. Objectives: First, to analyze the agreement between the risk stratification in
patients classified by the different protocols already used to treat childhood ALL in a
reference institution in southern Brazil and, second to evaluate the influence of minimal
residual disease (MRD) by FC in the analysis of these risk. Methods: A cross-sectional,
descriptive and retrospective study was carried out based on the review of medical records
of patients aged 1 to 18 years with B-ALL attended at the HCPA from January 2013 to
April 2017. All patients were stratified according to the risk classifications of the
protocols most used in Brazilian institutions, which are those of the Berlin-Frankfurt-
Miinster group (BFM) and the Grupo Cooperativo Brasileiro para Tratamento da LLA
(GBTLI). The agreement between the risk classifications of each protocol was performed
using the Kappa coefficient. Results: A total of 75 patients were analyzed. There was a
low agreement between the risk stratification by protocols GBTLI 2009 and BFM 95 (K
= 0.22, p = 0.003), GBTLI 2009 and IC-BFM 2002 (K = 0.24, p = 0.002), moderate
between GBTLI 2009 and IC-BFM 2009 (K = 0.44, p < 0.001) and substantial between
IC-BFM 2009 and BFM-95 (K = 0.67, p < 0.001) and IC-BFM 2009 and IC-BFM 2002
(K=0.68, p<0.001). The analyzes suggest that day 15 FC MRD < 0.1% was a cutoff for
patients who presented better outcomes and day 15 FC MRD > 10% with worse results.
Classification by the Brazilian protocol showed a greater number of patients stratified as
high risk when compared to the BFM group. The global and event-free survival rates
estimated at 4 years, independent of the treatment protocol, were 68.6% and 66.6%,
respectively. Conclusions: This study provides us with numerous points for reflection on
the treatment of leukemia in our country. We observed a higher percentage of patients
classified as high risk in our reality and a lower survival rate than the international
literature. Understanding the role of risk classifications tools available may help us to
improve treatment outcomes.

Keywords: Childhood ALL. Minimal residual disease. Risk stratification.
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1 INTRODUCAO

O céncer na infancia e adolescéncia é considerado uma doenga rara quando
comparado aos canceres em adultos, embora os registros ttém mostrado que a incidéncia
global de cancer infantil tem aumentado desde 1975 (SMITH et al., 2014). No Brasil, 0s
registros de base populacional revelam uma incidéncia de cancer pediatrico de 154,3
casos/milhdo, dos quais as leucemias correspondem de 18 a 41% (DE CAMARGO et al.,
2010). Elas constituem, portanto, o tipo de neoplasia mais comum na infancia e formam
um grupo de doenca que € classificado em aguda e crénica, conforme o grau de maturacao
da populacdo celular envolvida, sendo as leucemias agudas as mais frequentes
(OLIVEIRA et al., 2004).

Dentro desta populacdo, a leucemia linfoblastica aguda ou leucemia linfoide
aguda (LLA) ocorre aproximadamente cinco vezes mais do que leucemia mieloide aguda
(LMA) e representa aproximadamente 75% de todos os diagnosticos de leucemia infantil
(BELSON et al., 2007).

Do ponto de vista etioldgico, elas representam doencas clonais originarias da
transformacdo maligna de células progenitoras hematopoiéticas da medula 6ssea, que
adquirem alteracBes geneéticas que lhes conferem uma vantagem proliferativa e de
sobrevivéncia ou um prejuizo na diferenciacdo e apoptose. O clone neoplésico prolifera-
se até substituir o parénquima medular normal (PUI et al., 2011). A transformacéo
neoplasica pode ocorrer nas células precursoras totipotentes ou nas precursoras ja
comissionadas para a linhagem mieloide ou linfoide. No caso da LLA, estas alteracfes
ocorrem na linhagem linfoide, nos linfoblastos B ou T na medula dssea.

A LLA é uma doenca muito heterogénea, pois possui uma variedade de
caracteristicas morfolégicas, bioguimicas e imunofenotipicas. Além disso, diferentes

tipos de leucemias podem surgir a partir das células progenitoras linfoides em diversas
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fases de diferenciacdo e maturacdo celular e as leucemias podem também apresentar
marcadores associados a mais de um estagio de desenvolvimento normal (P1ZZO;
POPLACK, 2015). O subtipo de LLA pediatrica mais comum €é 0 que se origina nos
precursores de células linfoides B, representando cerca de 80% dos casos e se subdivide
conforme o estagio de maturagéo do linfoblasto B. Ja a LLA de célula T se origina nos
precursores de células linfoides T e representa aproximadamente 15% dos pacientes
pediatricos e também se subdivide conforme o estagio de maturacdo do linfoblasto T
(SWERDLOW et al., 2008).

Alguns estudos ja identificaram possiveis fatores de risco para o desenvolvimento
da leucemia. Em geral, os estudos investigam fatores ambientais, genéticos e infecciosos.
Na maioria dos casos, a doenca € esporddica, mas algumas doencas genéticas como
anemia de Fanconi, sindrome de Down, sindrome de Bloom, Shwachman, Blackfan-
Diamond, sindrome de Li-Fraumeni e Ataxia Telangiectasia tém sido associadas. A
exposi¢do a irradiagdo pré-natal e durante a vida intrauterina tem potencial carcinogénico,
assim como exposicao intrauterina ou pds-natal a benzeno, pesticidas, alcool, tabagismo
e drogas ilicitas (LIGHTFOQT, 2005).

A LLA pediatrica € uma doenca potencialmente curavel na maioria dos casos
atualmente. Os avancos nos estudos e o aperfeicoamento dos recursos terapéuticos
permitiram que as taxas globais de cura para essa doenca que eram de praticamente zero
em 1950 atingissem sobrevida livre de eventos (SLE) de mais de 80% na atualidade (PUI
et al., 2008). Essa melhora significativa na sobrevida € atribuivel ao desenvolvimento de
agentes quimioterapicos ativos, a otimizacdo da dosagem individual, as combinacdes de
multiagentes e aos avan¢os em cuidados de suporte (PIZZO; POPLACK, 2015).

O tratamento da LLA é uma das terapias mais complexas dentre os programas

terapéuticos contra o cancer. As criangcas com LLA sdo tratadas de acordo com a
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estratificacdo em grupos de risco afim de que criancas com caracteristicas clinicas e
bioldgicas favoraveis recebam uma terapia menos intensa e menos toxica, enquanto que
uma terapia mais agressiva seja reservada aos pacientes com maior risco de recaida e com
menor probabilidade de sobrevida a longo prazo (SCHULTZ et al., 2007). Essa
estratificacdo € possivel a partir da determinagdo de fatores prognosticos. Para LLA
pediatrica, ha varios fatores progndsticos ja bem estabelecidos (VROOMAN;
SILVERMAN, 2009).

Os avancgos nos estudos com relagdo ao tratamento da LLA s&o frequentemente
citados como paradigma de sucesso dos ensaios clinicos modernos e da medicina baseada
em pesquisa translacional (HUNGER et al., 2012). Por décadas, 0s grupos de ensaios
clinicos que estudam LLA na infancia tém utilizado sistemas de classificacdo de risco
para alocar os pacientes nos esquemas terapéuticos com base em seu risco estimado de
falha no tratamento. Inicialmente, os sistemas de classificagdo de risco utilizavam apenas
fatores clinicos, como idade e contagem de glébulos brancos ao
diagndstico. Posteriormente, a resposta a terapia foi adicionada. Atualmente, a
classificacéo de risco continua utilizando fatores clinicos tais como idade e contagem de
leucocitos ao diagndstico, mas também incorporou caracteristicas moleculares das células
leucémicas no momento do diagnostico e de resposta ao tratamento. Uma das tecnologias
atualmente usada é a de deteccdo de Doenga Residual Minima (DRM).

Sendo assim, atualmente, os fatores que afetam o prognostico da LLA pediatrica
sdo agrupados em caracteristicas clinicas e laboratoriais ao diagndstico, caracteristicas
das celulas leucémicas e velocidade de resposta ao tratamento inicial (NCI, 2016). A
identificacdo desses fatores ao diagnostico tornou-se essencial na concepgdo e analise dos
ensaios terapéuticos modernos. Entre as caracteristicas clinicas e laboratoriais estdo

idade, nimero de leucdcitos, envolvimento extramedular, género, estado nutricional, raca



16

e etnia (P1ZZO; POPLACK, 2015). Por exemplo, pacientes menores de 1 ano e idade
igual ou maior do que 10 anos tem um progndstico pior do que criancas no grupo entre 1
e menores de 10 anos de idade (MORICKE et al., 2005). A leucometria acima de
50.000/mm? observada em aproximadamente 20% das LLAs é fator de mau progndstico
(SMITH et al., 1996). O envolvimento do sistema nervoso central (SNC) pelos blastos
linfoides também ¢é fator de prognéstico desfavoravel (PUI; HOWARD, 2008).

Com relacdo as caracteristicas das células leucémicas, é importante avaliar a
morfologia, a imunofenotipagem, as alteragdes citogenéticas e de biologia molecular ao
diagndstico. Pacientes com LLA-T, por exemplo, geralmente tem pior prognostico em
comparacdo com a LLA-B, devido a seu comportamento bioldgico diferente. Embora,
essa diferenga tem diminuido consideravelmente apds uma melhor estratificacdo da LLA-
T baseada em DRM (PIETERS et al., 2016). Algumas alteracdes citogenéticas também
sdo consideradas de pior prognéstico como presenca do gene de fusdo BCR-ABL,
rearranjo MLL e hipodiploidia < 45 cromossomos (PUI et al., 2011).

Sobre a resposta inicial ao tratamento, de um modo geral, avalia-se a resposta
inicial ao corticoide em sangue periférico, a quantificacdo das células leucémicas pela
morfologia e DRM no dia 15 da inducéo e no final da indugédo da remisséo (NCI, 2016).
Em sintese, o desaparecimento das células leucémicas do sangue periférico no 8°dia de
tratamento e da medula 6ssea no 15° e no 35° dias de tratamento mensurado por técnicas
de citologia, de citometria de fluxo (CF) e de reacdo em cadeia de polimerase (PCR) é
um importante fator para avaliar o risco de recaida da doenca (CAMPANA, 2010).

Além disso, até certo ponto, a intensidade da terapia também se tornou um
importante fator prognostico. A medida em que a terapia moderna para LLA se tornou
cada vez mais intensa, muitas caracteristicas clinicas e laboratoriais que antes eram

caracteristicas prognosticas relevantes perderam a importancia. Ademais é importante
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reconhecer que 0s grupos cooperativos relatam fatores prognosticos um pouco diferentes
sobre 0s regimes de tratamento contemporaneos, uma vez que as especificidades de cada
regime de tratamento afetam os resultados (P1ZZO; POPLACK, 2015).

Dessa forma, o reconhecimento de que a LLA é uma doenca muito heterogénea e
de que as criangas podem ser classificadas em varios grupos de risco tem influenciado
profundamente a terapéutica. A alocacdo do tratamento baseado na integracdo complexa
de caracteristicas da doenca e de fatores prognosticos baseados em resposta tem
desempenhado um papel critico, bem como, garantem a intensificacdo da terapia para
pacientes com alto risco de recaida, enquanto poupa toxicidade para aqueles com uma
alta probabilidade de cura (P1ZZO; POPLACK, 2015).

A tendéncia futura é um tratamento cada vez mais personalizado. Isso dependera
de avancos no reconhecimento e direcionamento terapéutico de anormalidades
moleculares das células leucémicas, inovagdes no desenvolvimento de inibidores de vias
de sinaliza¢do, avancos no desenvolvimento de imunoterapia e de farmacogenética (PUI
etal., 2012).

Na atualidade, existem numerosos estudos multi-institucionais para o tratamento
das LLAs da infancia. Entre eles, os estudos do Grupo Berlim-Frankfurt-Munster (BFM)
e os estudos do Grupo Cooperativo Brasileiro para Tratamento da Leucemia Linfoide
Aguda na Infancia (GBTLI). De um modo geral, os estudos clinicos tém obtido taxas de
sobrevida livre de doenca de 79 a 82% na LLA em criancas e adolescentes (MORICKE
et al., 2008). Sendo que alguns estudos mais recentes demonstram sobrevida proxima e
até maior do que 90% para alguns subtipos especificos com terapia adaptada ao risco
(PUl et al., 2016).

No Brasil, a maioria das instituicdes utilizam esquemas de tratamento baseados

nos protocolos dos grupos BFM ou GBTLI para terapia inicial das LLAs pediéatricas.
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Entretanto, é importante ressaltar que o Brasil ndo inclui pacientes no grupo de estudo do
BFM. As instituicGes brasileiras que seguem o regime terapéutico proposto pelo grupo
BFM, optam por seguir essa linha de tratamento, por ser um grupo reconhecido
internacionalmente, com publicacBes atualizadas, resultados favoraveis e por terem
protocolos de tratamento adaptados a paises em desenvolvimento como 0 nosso.

O servigo de Oncologia Pediatrica do Hospital de Clinicas de Porto Alegre
(HCPA) utilizou o tratamento sugerido pelo protocolo GBTLI 2009 para tratar as criangas
com diagnostico recente de LLA até o inicio de 2017. Porém, seus dados ndo chegaram
a ser incluidos no grupo cooperativo brasileiro. Enquanto que o tratamento dos casos de
LLA infantil do Servico de Hematologia Pediatrica do HCPA é baseado no regime
terapéutico proposto pelo grupo BFM.

No presente estudo, analisamos a concordéncia entre as classificagdes dos grupos
de riscos em pacientes classificados pelos diferentes protocolos utilizados para tratamento
da LLA da infancia em uma instituicdo de referéncia no sul do Brasil e avaliamos a
influéncia da analise de DRM nas classifica¢Bes de risco dos pacientes pediatricos com
diagnéstico de LLA B atendidos no HCPA que apresentaram avaliacdo de DRM no dia
15 e no final da fase de inducdo do tratamento quimioterapico.

Até 0 momento, ndo identificamos dados publicados no Brasil sobre a distribuicdo
dos grupos de risco, com a avaliacdo de DRM, das LLAs na infancia e adolescéncia em
nossa populacdo. Dados sobre a incluséo da DRM em protocolos nacionais e
internacionais e como esta pode ter influenciado a classificacdo de risco em pacientes
portadores de LLA no Brasil também ainda ndo foram descritos até a presente data. Por
isso, é relevante a compreensdo do impacto da variacdo dos fatores de estratificacdo de
risco entre os protocolos de tratamento de leucemias linfoides agudas da infancia

utilizados em uma institui¢do de referéncia brasileira e sua repercussao no prognastico.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 LEUCEMIA LINFOIDE AGUDA

2.1.1 Aspectos historicos

A palavra “leucemia” origina-se da palavra grega leukos que significa branco,
nome que foi dado pelo médico polonés Rudolf Ludwig Karl Virchow em 1847. Rudolf
Virchow foi o primeiro cientista a publicar um trabalho sobre leucemia. Além disso, ele
criou a “teoria celular”, pela qual todas as formas de lesdo orgénica se originam de
alteracGes moleculares ou estruturais das células (OERTEL, 1921). A partir da
compreensdo dessa teoria, 0s estudiosos comegaram a entender que a leucemia era uma
proliferacdo maligna dos globulos brancos no sangue (MUKHERJEE, 2010).

Pelo fim dos anos de 1900, j& se tinha o conhecimento de que a doenga poderia se
apresentar de diversas formas e de que nas criancgas, a leucemia mais comum era a LLA.
O primeiro caso conhecido de leucemia infantil foi descrito em 1860 por um aluno de
Virchow, Michael Anthon Biermer (LASZLO, 1995). Desde entéo, o entendimento sobre
essa patologia na infancia vem se aprimorando cada vez mais.

Inicialmente, a leucemia ndo foi dividida em origem mieloide e linfoide. Os
avancos em técnicas de laboratorio em histoquimica, citometria de fluxo e citogenética
progrediram em paralelo com os avancos clinicos (COLE, 2015). Até a década de 1940 e
1950 todas as criangas com leucemia infelizmente morriam. O primeiro cientista a
considerar a possibilidade de cura da doenca foi Sidney Farber, um patologista pediatrico,
que a partir de 1947 dedicou sua atencdo a essa doenca considerada na época desoladora,

a leucemia infantil (MUKHERJEE, 2010). Ele foi o primeiro a descrever uma resposta
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documentada ao tratamento para leucemia ao usar a aminopterina, um antagonista do
folato e andlogo do metotrexato, e verificar o controle do crescimento das células de
leucemia em cultura. Apds isso, a sintese de 6-mercaptopurina de Hitchens e Elion e a
cortisona também foram utilizadas na leucemia infantil. No entanto, esses agentes
individualmente s6 postergavam a progressdo da doenca (COLE, 2015).

Na década de 1960, Emil Freireich, um dos cientistas pioneiros envolvidos no
tratamento do cancer, descreveu a importancia da idade do paciente e da contagem inicial
de células brancas como fatores progndsticos, que continuam sendo a base da
estratificacdo de risco ao diagnostico no tratamento da LLA até hoje. Ele com um grupo
de clinicos do National Cancer Institute mostraram o sucesso de combinag@es de drogas
para o tratamento do cancer, de modo analogo ao uso de multiplos antibidticos para evitar
a resisténcia ao tratamento para tuberculose (COLE, 2015). Apds muitos desafios
experimentais, descobriram que o uso de metotrexato, vincristina, 6-mercaptopurina (6-
MP) e prednisona em conjunto induziria remissdes a longo prazo em criangas com LLA.

Em 1970, j& existiam varios grupos cooperativos ao redor do mundo utilizando
ensaios clinicos randomizados para aprimorar a terapia contra LLA. No final da decada
de 1980, a sobrevida mediana era maior do que 10 anos e 85% das criangas sobreviviam
a longo prazo (HUNGER et al., 2012). A melhora progressiva nos desfechos proveniente
da terapia direcionada ao risco e melhores cuidados de suporte, permitiram intensificar a
terapia na década de 90. Nesta década, também houve o reconhecimento de efeitos
colaterais em sobreviventes de leucemia infantil a partir do acompanhamento longitudinal
dos pacientes e maiores estudos epidemioldgicos de sobreviventes (MODY et al., 2008).

Sobre a DRM em LLA, um dos objetos de estudo desse trabalho, os primeiros
estudos sobre a deteccdo de DRM em LLA datam da década de 1980, usando microscopia

com imunofluorescéncia (VAN DONGEN et al., 2015). A partir de entdo, a técnica foi


https://en.wikipedia.org/wiki/Methotrexate
https://en.wikipedia.org/wiki/Vincristine
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https://en.wikipedia.org/wiki/Prednisone
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se aprimorando de modo que a terapia personalizada dirigida conforme a estratificacdo
de risco baseada na resposta ao tratamento precoce é rotina desde o inicio do século XXI
com a utilizacdo de DRM usando reacdo em cadeia de polimerase (PCR) ou citometria
de fluxo (CF) (COLE, 2015).

Ao longo da primeira década dos anos 2000, a aplicagdo de diagndstico de DRM
em pacientes com LLA expandiu-se significativamente de grupos de estudo na Europa e
nos Estados Unidos para aplicagdo mundial (BOROWITZ et al., 2008). Atualmente,
praticamente todos os pacientes pediatricos com LLA e uma grande parte dos casos de
adultos estdo sendo monitorados com técnicas de DRM, para avaliar a eficacia do
tratamento e atribuir pacientes a grupos de risco baseados em DRM (VAN DONGEN et

al., 2015).

2.1.2 Epidemiologia

A LLA é o cancer mais comum em criancas e representa aproximadamente um
quarto de todos os diagnosticos de cancer entre criancas menores de 15 anos
(HOWLADER et al., 2015). Desde 1975, esta sendo registrado um aumento gradual da
incidéncia de LLA (SHAH; COLEMAN, 2007). Nos Estados Unidos, cerca de 4.900
criancgas sdo diagnosticadas com LLA por ano, com uma incidéncia de 2 a 5 casos para
cada 100.000 criancas (HOWLADER et al., 2015).

As leucemias correspondem a 30% dos casos de cancer diagnosticados em
criancas menores de 15 anos, sendo que a LLA representa aproximadamente 75% de
todas as leucemias pediatricas (BELSON et al., 2007). Esta porcentagem é muito menor
em adultos, em quem os tipos mais comuns sdo a LMA e a leucemia linfocitica cronica

(LLC) (ACS, 2011).
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O pico de incidéncia da LLA na infancia ocorre entre 2 e 5 anos de idade e com
maior predominio no sexo masculino (PI1ZZO; POPLACK, 2015). Porém, o subtipo LLA
de células T precursoras predomina entre adolescentes (DE BONT et al., 2004).

A incidéncia de LLA parece ser maior em criancas com etnia hispanica e é
substancialmente maior em criangas brancas do que em criangas negras, com uma
incidéncia trés vezes maior de LLA em criancas brancas de 2 a 3 anos do que em criangas
negras (HOWLADER et al., 2013).

Melhorias dramaticas na sobrevida foram alcangadas em criancas e adolescentes
com cancer (SMITH et al., 2014). Entre 1975 e 2010, a mortalidade por cancer na infancia
diminuiu em mais de 50%. Para LLA, a taxa de sobrevida em 5 anos aumentou ao longo
do mesmo periodo de 60% para aproximadamente 90% para crian¢as menores de 15 anos
e de 28% para mais de 75% para adolescentes de 15 a 19 anos (HOWLADER et al.,

2015).

2.1.3 Etiologia

A leucemia infantil e outros tipos de cancer parecem resultar de uma combinacéo
de fatores de susceptibilidade genética e exposi¢cdes ambientais. Os estudos propdem que
a LLA surja a partir de uma combinacdo de susceptibilidade e muta¢cGes sométicas em
genes criticos para o desenvolvimento de células linfoides (LIM et al., 2014).

Uma sequéncia de eventos mutagénicos, que ocorrem em diferentes intervalos,
poderia desencadear a doenca. Essa hipdtese se baseia em varias observacdes, incluindo
a demonstracdo de anormalidades cariotipicas aleatorias e ndo aleatdrias nas células
leucémicas da maioria das criangas com LLA, a associacdo entre varias anormalidades

cromossdmicas constitucionais e LLA da infancia, a ocorréncia de leucemia familiar, a
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alta incidéncia de leucemia em gémeos idénticos e a evidéncia epidemioldgica molecular
da importancia de varios alelos em genes especificos (PIZZO; POPLACK, 2015).

A importancia dos eventos genéticos in utero tem sido estudada por muitos anos
com base em estudos de concordancia em gémeos com leucemia (GREAVES et al.,
2003). Estudos ja demonstraram fusdes génicas de células leucémicas ou imunoglobulina
(1g) e os rearranjos de genes de Ig clonal em gémeos idénticos portadores da doenca e em
andlises retrospectivas de sangue colhido de recém-nascidos, como em “teste do pezinho”
e em sangue de corddo umbilical estocado que apresentaram uma incidéncia de fusdes de
genes encontrados em LLA 100 vezes maior que a incidéncia de LLA na populagéo
pedidtrica (GREAVES, 2006). Obviamente, que a maioria dessas crian¢as ndo
desenvolve leucemia clinica, mas essas informacgdes demostram que eventos iniciais
importantes para a leucemogénese podem ocorrer no utero (P1ZZO; POPLACK, 2015).

Apesar dos avangos no tratamento da leucemia infantil, os fatores causais ainda
permanecem sombrios. Estudos epidemioldgicos de leucemias agudas em criangas ja
examinaram possiveis fatores de risco, incluindo genéticos, infecciosos e ambientais, na
tentativa de determinar a etiologia. Em geral, o benzeno e a radiacéo ionizante séo duas
exposicoes ambientais fortemente associadas ao desenvolvimento de LLA ou LMA
infantil. A maioria dos fatores de risco ambientais tem sido associada de forma fraca e
inconsistente a qualquer uma das formas de leucemia aguda da infancia (BELSON et al.,
2007).

Na maioria dos casos, a leucemia € esporadica, mas certas doencas hereditarias
estdo associadas a um maior risco de desenvolver leucemia, como sindrome de Down,
sindrome de Bloom, neurofibromatose tipo I, sindrome de Shwachman e ataxia-

telangiectasia (SPECTOR et al., 2006).
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As infeccbes também tém sido implicadas na etiologia da LLA. Algumas
observacBes tentam explicar a teoria de que um agente transmissivel pode estar
potencialmente envolvido no processo oncogénico da leucemia infantil. Em primeiro
lugar, o pico de incidéncia da leucemia infantil e das infec¢cdes mais comuns da infancia
ocorre entre 2 e 5 anos de idade, faixa etaria em que a crianga ainda nao possui sistema
imunoldgico sofisticado (GREAVES, 2002). Alguns, supdem que uma resposta anormal
as infecgdes virais comuns da infancia possa ter um papel relevante na origem da LLA.
(GREAVES, 2006). Em segundo lugar, uma etiologia viral foi relacionada a alguns
canceres de animais e de humanos, como o virus Epstein-Barr para linfoma de Burkitt
(GREAVES; ALEXANDER, 1993). Em terceiro lugar, alguns estudos apontaram uma
aparente variagao sazonal entre data do nascimento e inicio da leucemia infantil. Mas um
grande estudo ja demonstrou que ndo ha nenhuma evidéncia de sazonalidade em qualquer
més de nascimento ou més de diagndstico em qualquer subgrupo de cancer infantil
(HIGGINS et al., 2001). Dessa forma, nenhum mecanismo dependente de virus para a

génese da LLA foi identificado até o momento.

2.1.4 Apresentacao clinica

O quadro clinico da LLA é decorrente da infiltracdo leucémica na medula 6ssea e
em outros 6rgdos, como figado, baco, rim, 0ssos, testiculos e SNC. As manifestagdes
clinicas sdo subjacentes a anemia, trombocitopenia e neutropenia que por sua vez, reflete
a falha na hematopoiese normal. Os sinais e sintomas clinicos mais comuns séo palidez,
astenia, dor Ossea, petéquias, purpuras, sangramento e febre. Linfadenopatias e
hepatoesplenomegalia séo frequentes. Hepatoesplenomegalia ocorre em dois ter¢os dos
pacientes e geralmente sdo assintomaticos. Sintomas neurolégicos decorrentes da invasao

do sistema nervoso central sdo raros (P1ZZO; POPLACK, 2015).
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Metade dos pacientes apresentam leucometria com valores de leucécitos acima de
10.000/mm?® e 20% apresentam leucocitos acima de 50.000/mmS. A contagem de
leucdcitos ao diagndstico € um dos mais importantes fatores de progndstico, sendo que
pacientes com valores acima de 50.000/mm?apresentam uma evolugéo desfavoravel (PUI
etal., 2011). Anemia (hemoglobina < 10g/dl) ocorre em 80% dos casos e trombocitopenia
(plaquetas < 100.000/mm?) também ocorre na maioria dos pacientes. Hemorragia grave
é rara, mesmo quando a contagem de plaquetas €é inferior a 20.000/mm?, a menos que
febre e infeccdo estejam presentes, pois ambos podem afetar a sobrevivéncia e fungédo
plaquetaria (GAYDOS et al., 1962).

Embora raro, a LLA também pode se manifestar com pancitopenia e deve ser
diferenciada da anemia aplasica. Esse tipo de apresentacdo pode representar um estado
pré-leucémico ou uma inibicdo de progenitores hematopoiéticos normais por células
leucémicas causando um periodo de aplasia, que é seguido por um diagnostico definitivo
de LLA (P1ZZO; POPLACK, 2015).

Uma série de outros resultados anormais pode ser observada em exames
laboratoriais de pacientes recem-diagnosticados com LLA. A maioria desses achados e o
seu grau de anormalidade refletem a carga celular leucémica, a extensdo da doenca
extramedular ou a proliferacdo e destruicdo excessivas das células leucémicas. Por
exemplo, a hiperuricemia ocorre mais frequentemente em pacientes com grande volume
de doenca, refletem o aumento do anabolismo e o catabolismo das purinas (P1ZZO;
POPLACK, 2015).

Outra alteracdo laboratorial que pode ser encontrada é a elevacdo da enzima
desidrogenase latica (LDH) sérica, decorrente da lise celular leucémica, da hematopoiese
ineficaz e do envolvimento hepatico. Além disso, alteracGes na coagulacdo podem

ocorrer, mas geralmente ndo sdo uma caracteristica tipica da doenca. Coagulacéo
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intravascular disseminada, por exemplo, € encontrada com pouca frequéncia na
apresentacdo inicial (P1ZZO; POPLACK, 2015).

O envolvimento extramedular pode ser detectavel clinicamente ou demonstravel
apenas por exames e procedimentos de diagnostico. A maioria dos pacientes tem alguma
evidéncia de envolvimento extramedular ao diagndéstico, sendo os locais mais comuns o
SNC, os testiculos, o figado, os rins, 0s ganglios linfaticos e o bago. Na pratica clinica, os
dois locais mais importantes de envolvimento extramedular sdo o SNC e os testiculos.
Entretanto, qualquer local do corpo pode estar envolvido na apresentacdo inicial ou na

recaida (ANTONY et al., 2004).

2.1.5 Diagnostico

A LLA compreende um grupo de neoplasias linfoides que morfologicamente e
imunofenotipicamente se assemelham a células precursoras (linfoblastos) de linhagem B
e linhagem T. Essas neoplasias geralmente se apresentam como um processo leucémico,
com envolvimento extensivo da medula 6ssea e de sangue periférico. Para a maioria dos
protocolos de tratamento de LLA, um limiar de 25% de linfoblastos é usado para
definicdo de leucemia linfoide aguda (SWERDLOW et al., 2008).

O envolvimento medular da leucemia aguda visto por microscopia éptica é
tradicionalmente definido em medula M1 (menos de 5% de blastos), M2 (5% a 25% de
blastos) e M3 (maior do que 25% de blastos) (NCI, 2016).

Embora, as caracteristicas morfolégicas sejam muito importantes para o
diagndstico, atualmente, elas ndo sdo mais utilizadas de modo isolado, mas
complementadas com estudos de imunofenotipagem e citogenética. Antes da
imunofenotipagem, a classificagdo French-American-British (FAB) foi aceita como

avaliacdo morfologica padrdo (P1ZZO; POPLACK, 2015). Ela foi a primeira
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classificacdo proposta para as LLAs baseada principalmente na aparéncia microscépica
das células leucémicas em esfregacos corados com Wright-Giemsa (BENNETT et al.,
1976). Trés grupos morfoldgicos de LLA eram descritos: L1 (linfoblastos sdo pequenos
a intermediario, com citoplasma escasso, cromatina nuclear condensada e nucléolos
indistintos ou ausentes), L2 (blastos podem ser maiores, com quantidades moderadas de
citoplasma basofilico palido, cromatina nuclear finamente dispersa e nucléolos
proeminentes e L3 (blastos grandes, com citoplasma abundantemente basofilico e
vacuolos frequentes, cromatina nuclear de proporcao grosseira e nucléolos proeminentes
de forma varidvel) (ONCIU, 2009). Entretanto, a classificacdo FAB, continha pouca
informacdo progndstica ou terapéutica que pudesse ajudar a orientar a escolha do
tratamento (LITZOW; HEYMAN, 2016).

Na pratica, a distincdo morfolégica mais importante é entre LLA e LMA, para
orientar o manejo clinico. A coloracdo de Wright-Giemsa de rotina é geralmente
adequada para essa tarefa. Os bastonetes de Auer, se presentes, fornecem evidéncias de
linhagem mieloide. No entanto, nenhuma outra caracteristica distingue inequivocamente
entre LLA e LMA, e ndo hé& caracteristicas morfologicas que diferenciem de forma
confiavel entre LLA de linhagem B e LLA de linhagem T (P1ZZO; POPLACK, 2015).

Como os linfoblastos leucémicos ndo apresentam caracteristicas morfoldgicas e
citoquimicas especificas, a imunofenotipagem por citometria de fluxo é essencial para o
diagnéstico definitivo de LLA e as andlises genéticas e de biologia molecular contribuem
com informacbes adicionais importantes para a avaliagdo progndstica. A
imunofenotipagem ird determinar a linhagem das células leucémicas, o estagio de
maturacao e as alteracdes imunofenotipicas que irdo permitir a investigacdo de DRM apos

o inicio do tratamento (DUARTE et al., 2013).
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Para a imunofenotipagem, é necessario um painel de anticorpos para estabelecer
o diagnostico e distinguir entre as diferentes subclasses imunoldgicas de células
leucémicas. Em geral, o painel inclui anticorpos de pelo menos um marcador muito
sensivel para cada linhagem hematopoiética e linfoide (CD19 para células de linhagem
B, CD7 para células de linhagem T e CD13 ou CD33 para células mieloides) e anticorpos
para um marcador relativamente especifico (CD79a citoplasmatico e CD22 para células
de linhagem B, CD3 citoplasmatico para células de linhagem T e CD20 e imunoglobulina
de superficie para células B maduras) (LITZOW; HEYMAN, 2016).

Para melhorar a compreensdo da biologia e da patogénese molecular das
leucemias, a classificacdo da Organizagdo Mundial de Satde (OMS) foi revisada em 2008
(SWERDLOW et al., 2008). Além de descartar os termos da classificagdo FAB, a
classificacdo da OMS dividiu essas doencas linfoides heterogéneas em duas categorias
principais: neoplasias linfoides de células precursoras e neoplasias linfoides de células
maduras. As doencas linfoides de células precursoras incluem leucemia / linfoma
linfoblastico B e leucemia / linfoma linfoblastico T (LITZOW; HEYMAN, 2016).

Na LLA B, as células leucémicas expressam antigenos de elevada especificidade
para a linhagem B, como CD19, o CD22 intracitoplasmatico e o CD10. Geralmente,
também expressam o CD79a intracitoplasméatico, CD24, HLD-DR, TdT e CD34. A
expressdo de CD79a intracitoplasméatico é menos especifica, pois também pode ser
observada numa proporcao significativa dos casos de LLA T. O antigeno pan-leucocitario
CD45 pode apresentar expressdo de intensidade bastante varidvel, mas geralmente é
expresso com intensidade diminuida, sendo totalmente negativo em aproximadamente
20% dos casos (DUARTE et al., 2013).

A expressdo de antigenos mieloides, como o CD13, CD33 e CD15, sem

coexpressdo de mieloperoxidade intracitoplasmatica, pode ser observada em 20% dos
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casos. O padrdo de expressdo de antigenos mieloides esta correlacionado com certas
caracteristicas genéticas dos blastos. CD15 e CD65 sdo frequentemente expressos em
LLA associada a gene MLL rearranjado e CD13 e CD33 sdo frequentemente expressos
em pacientes com a fusdo ETV6-RUNX1 (também conhecida como TEL-AML1), bem
como em LLA com cromossomo Filadélfia positivo (Ph+), mas ndo sdo marcadores
especificos dessas alteragdes moleculares (LITZOW; HEYMAN, 2016). O CD58 é um
antigeno que ndo é expresso pelos precursores B normais, mas pode ser observado em
mais de 90% dos linfoblastos nos casos de LLA B. A expressdo anormal de antigenos
mieloides, do CD58 e a perda do antigeno CD45 sdo achados imunofenotipicos
exclusivamente observados nas células leucémicas, possui significancia prognostica e o
mais importante, sdo Uteis no monitoramento imunologico de pacientes com doenca
residual minima apds o inicio do tratamento (DUARTE et al., 2013).

Com relacéo a leucemia de origem nos linfocitos T, LLA T, ela é definida por
expressar em seus blastos leucémicos antigenos associados a células T (CD3
citoplasmatico, CD7, CD5 ou CD2), sendo o CD3 intracitoplasméatico o primeiro
marcador definitivo de comprometimento com a linhagem T. Os progenitores linfoides
comuns expressam TdT, CD34 e HLA-DR (DUARTE et al., 2013).

Desde a revisdo da classificacdo da OMS de 2008, houve numerosos avangos na
identificacdo de biomarcadores associados a algumas neoplasias mieloides e leucemias
agudas, em grande parte derivadas da expressdo, analise e sequenciamento génico que
podem melhorar significativamente os critérios de diagnéstico, bem como a relevancia
progndstica. A edicdo de 2016 representa uma revisao da classificacdo anterior buscando
incorporar novos dados clinicos, prognésticos, morfoldgicos, imunofenotipicos e

genéticos que emergiram desde a Ultima edi¢do (ARBER et al., 2016).



30

A revisdo de 2016 da classificacdo da OMS de tumores dos tecidos

hematopoiéticos e linfoides lista as seguintes entidades para leucemias linfoides agudas:

Leucemia / linfoma linfoblastico B

e Leucemia/ linfoma linfoblastico B, ndo especificado de outra forma (NOS).
o Leucemia/ linfoma linfoblastico B com anormalidades genéticas recorrentes.

o Leucemia/ linfoma linfoblastico B com t(9; 22) (934,1; q11,2); BCR-ABL1.
e Leucemia/ linfoma linfoblastico B com t(v; 11923.3); KMT2A rearranjado.

e Leucemia/ linfoma linfoblastico B com t(12; 21) (p13.2; g22.1); ETV6-RUNXL.
e Leucemia/ linfoma linfoblastico B com hiperdiploidia.
e Leucemia/ linfoma linfoblastico B com hipodiploidia.

o Leucemia/ linfoma linfoblastico B com t(5; 14) (q31,1; 932,3); IL3-IGH.
e Leucemia/ linfoma linfoblastico B com t(1; 19) (q23; p13,3); TCF3-PBX1.

« Entidade provisoria: leucemia / linfoma linfoblastico B, tipo BCR-ABL1.

« Entidade provisoria: leucemia / linfoma linfoblastico B com iAMP21.

Leucemia / linfoma T-linfoblastico

« Entidade provisoria: Early T-cell precursor lymphoblastic leukemia.
« Entidade provisoria: Natural killer(NK) cell lymphoblastic leukemia/lymphoma.

Essa nova classificagdo subdivide ainda mais os casos de LLA B por
anormalidades moleculares e citogenéticas recorrentes, para tentar fornecer informacgdes
progndsticas e terapéuticas e facilitar a implementacéo de terapias especificas (LITZOW;

HEYMAN, 2016).



31

2.1.6 Fatores prognosticos

As criancas portadoras de LLA tem sua doenca classificada e tratada de acordo
com 0s grupos de riscos para recaida, que sdo em geral denominados baixo risco, risco
intermediario e alto risco. A classificacdo depende das caracteristicas clinicas e bioldgicas
ao diagnostico e resposta as fases iniciais do tratamento (PUI et al., 2011).

Entre as variaveis de prognostico estdo idade, leucometria, sexo, raca e etnia,
estado nutricional, imunofenotipagem, citogenética, genética molecular, doenca

extramedular e velocidade de resposta ao tratamento (PIZZO; POPLACK, 2015).

2.1.6.1 Fatores clinicos e laboratoriais

Com relacdo a idade, pacientes menores de 1 ano e com idade maior ou igual a 10
anos tem um prognostico pior do que criancas no grupo entre 1 e menores do que 10 anos
de idade. Adolescentes geralmente apresentam leucometria ao diagnostico acima de
50.000/mm?, leucemia derivada de células T ou maior frequéncia da fusio BCR/ABL,
que sdo caracteristicas de mau prognostico (DE BONT et al., 2004). Entretanto, o
resultado para as criangas mais velhas, especialmente os adolescentes, melhorou
significativamente ao longo do tempo. As taxas de sobrevida em cinco anos para
adolescentes de 15 a 19 anos passaram de 36% no periodo de 1975 a 1984 para 72% entre
2003 a 2009 (HOWLADER et al., 2013).

A LLA que incide em lactentes menores de 12 meses também determina um
prognostico desfavoravel. A sobrevida livre de eventos (SLE) dos lactentes esta entre 28
e 45% (PIETERS, 2009). Estas taxas variam conforme a faixa etaria, sendo muito pior
nos menores de 3 meses, intermediario entre 3 e 6 meses e pouco melhor entre 6 e 12

meses de idade (PIETERS et al., 2007). Nesses casos, o0s linfoblastos geralmente s&o
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mais resistentes a quimioterapia, apresentam maior envolvimento do SNC, leucometria
elevada, alta frequéncia de anormalidades no gene MLL localizado no cromossomo
11923 que estd associado a um progndstico desfavoravel e geralmente sdo de
imunofendtipo B muito imaturo (pr6 B) (BIONDI et al., 2000).

A leucometria acima de 50.000/mm? observada em aproximadamente 20% das
LLAs, é fator de mau prognéstico (SMITH et al., 1996). Leucometrias elevadas se
associam a alteragbes geneéticas desfavoraveis, entre elas as translocagdes
t(4;11)(q21;923) e t(9;22)(q34;911) (PUI et al., 2011). Além disso, ttm um risco
aumentado de falha no tratamento em comparagdo com pacientes com baixa contagem de
leucdcitos ao diagnéstico (HASTINGS et al., 2015).

O envolvimento do SNC pelos blastos linfoides também é fator de prognostico
desfavoravel e esté presente em menos de 5% das criangas com LLA B e em 10% a 15%
das criancas com LLA T (LANINGHAM et al., 2007). Ele é definido conforme a
presenca ou auséncia de blastos no liquor e o nimero de células da seguinte maneira:

- SNC 1: auséncia de blastos e menos de cinco células/pL;

- SNC 2: presenca de blastos e menos de cinco céelulas/pL;

- SNC 3: presenca de blastos e cinco ou mais células/pL.

A classificacdo SNC 3 tem maior risco de falha terapéutica e a classificagdo SNC
2 tem maior risco de recidiva em SNC (PUI; HOWARD, 2008).

J& o envolvimento testicular ao diagnostico ocorre em aproximadamente 2% dos
meninos mais comumente na LLA de células T. Nos primeiros estudos clinicos de LLA,
o envolvimento testicular era considerado um fator prognéstico adverso. Entretanto,
atualmente, ndo parece que o envolvimento testicular ao diagnéstico tenha significancia

progndstica (SIRVENT et al., 2007). A maioria dos grandes grupos de ensaios clinicos
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em LLA nos Estados Unidos e na Europa ndo consideram a doenca testicular ao
diagnostico como uma caracteristica de alto risco (NCI, 2016).

Criangcas com LLA e sindrome de Down (trissomia do 21) historicamente
apresentam resultados pouco inferiores aos observados em criangas que ndo tem sindrome
de Down. Em alguns estudos, a menor sobrevida de criangas com sindrome de Down
parece estar relacionada a maior mortalidade relacionada ao tratamento, bem como taxas
mais altas de falha de inducdo e de recaida em pacientes com sindrome de Down
(BASSAL et al., 2005).

Com relagdo ao género, alguns estudos mostram que o progndstico entre as
meninas é discretamente melhor do que entre 0os meninos (CORNACCHIONI et al.,
2004).

A respeito da raca e etnia, esses fatores sao melhores estudados nos Estados
Unidos onde, ao longo das ultimas décadas, encontraram taxas de sobrevida pouco
inferiores em criangas negras e hispanicas com LLA do que em criangas brancas com
LLA (BHATIA, 2004).

Sobre o estado nutricional, a desnutricdo ao diagnostico geralmente é mais
prevalente nos paises em desenvolvimento, onde os estudos ja descreveram resposta e
sobrevida inferior, maior toxicidade relacionada ao tratamento, aumento dos atrasos e
modificacGes do tratamento e diminuicdo da qualidade de vida. De um modo geral, deve-
se considerar que os fatores progndsticos significativos nos paises em desenvolvimento
geralmente diferem dos relatados nos paises desenvolvidos devido a muitas diferencas
nas caracteristicas da doenca, comorbidades, adequacao e acesso aos cuidados de suporte
(MAGRATH et al., 2005). A obesidade também tem sido associada a sobrevida menor e
aumento do risco de recaida principalmente em pacientes maiores do que 10 anos de idade

(BUTTURINI et al., 2007).
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2.1.6.2 Caracteristicas imunofenotipicas

Apresentam ainda implicancia progndstica as diferentes caracteristicas das células
leucémicas de acordo com sua morfologia, imunofenotipagem e citogenética. Os
pacientes com LLA B derivada e idade entre 1 e 5 anos apresentam sobrevida livre de
eventos ao redor de 80%. Para os pacientes com LLA T derivada, o progndéstico ndo tem
relacdo com a idade e a sobrevida livre de eventos é de aproximadamente 58% entre 1 e
5 anos de idade (PUI et al., 2004).

A maioria dos casos de LLA mimetiza o perfil imunofenotipico de uma das fases
de diferenciacdo das células precursoras. Esse perfil pode ser utilizado para determinar
0s Varios estagios de diferenciacdao da LLA B através da imunofenotipagem em LLA pro-
B, LLA B comum, LLA pré-B e LLA B transicional (CAMPANA et al., 2006). Na LLA
B comum, subtipo mais frequente, as células B an6malas expressam CD10 positivo e
nenhuma imunoglobulina de superficie ou citoplasmatica. Este subtipo geralmente
apresenta melhor prognostico e é associado a t(12;21)(p13;gq22). A LLA Pro-B
caracteriza-se pela auséncia de expressdo do antigeno CD10 e nenhuma imunoglobulina
de superficie ou citoplasmatica. Este subtipo é pouco frequente, é geralmente identificado
em neonatos e criangas menores de um ano de idade e possui prognostico desfavoravel.
Além disso, frequentemente se correlaciona com hiperleucocitose, envolvimento do SNC
e rearranjos génicos MLL (DUARTE et al., 2013).

A LLA Pré-B distingue-se dos outros estagios de diferenciacdo pela presenca de
imunoglobulina de cadeia pesada subtipo IgM citoplasmatica. Aproximadamente 25%
desses casos apresentam a translocacdo t(1;19)(q21;p13) com TCF3-PBX1 (também
conhecido como E2A-PBX1). Os pacientes com este fendtipo geralmente respondem bem
a terapia utilizada para LLA de células B (UCKUN et al., 1998). Rarissimos casos de

LLA pre-B nédo coexpressam o antigeno CD10 e essa combinagdo CD19/clgM+/CD10-
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/TdT ¢ altamente preditiva de rearranjos no gene MLL, uma alteracdo genética de
prognostico desfavoravel e encontrada em mais de 80% dos casos com esse perfil
imunofenotipico (DUARTE et al., 2013).

Ja a LLA transicional é o subtipo mais raro de LLA B. Corresponde a
aproximadamente 3% dos pacientes e suas células estdo em fase final de diferenciacéo,
entre a etapa pré-B e o linfocito B maduro, visto que expressam imunoglobulina de cadeia
pesada IgM de superficie sem a expressdo de imunoglobulinas de cadeia leve. Esse
subtipo de LLA geralmente possui marcadores de imaturidade, como CD34 e TdT, ndo
exibem morfologia tipica do linfoma de Burkitt (L3), com o qual poderia ser confundido
imunofenotipicamente, e ndo possui envolvimento de genes MYC. Pacientes com este
fenotipo geralmente respondem bem a terapia utilizada para LLA B (KOEHLER et al.,
1993).

O padrdo de expressao antigénica também pode ser usado para subclassificar as
LLAs T de acordo com os estagios de maturacdo dos timécitos em LLA pré-T, LLA pré-
T, LLA T cortical e LLA T medular. As células leucémicas da LLA pro-T expressam
CD3 intracitoplasmatico e CD7. Na classificacdo LLA Pré-T, 0 CD2 passa a ser expresso
acompanhado ou ndo pelo CD5, ou seja, € caracterizada por cCD3/CD7/CD2 e/ou CD5+.
A LLAT cortical é caracterizada pela expressdo de CDla+ e coexpressdo de CD4 e CD8.
Enquanto que a principal caracteristica da LLA T medular é a expressdo de CD3 de
superficie e a coexpressdo de CD4 ou de CD8, mas ndo de ambos (FARIAS; CASTRO,
2004). Na maioria dos estudos clinicos, os pacientes com LLA T séo classificados em
dois grupos apenas: LLA T precoce ou inicial (pro-T e pré-T) e LLA T tardia ou madura
(cortical e medular) (DUARTE et al., 2013).

Entretanto, recentemente tem sido descrito um subtipo de LLA de células T com

imunofendtipo muito mais primitivo que as subclassificagdes ja descritas, a nova entidade
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patobioldgica early T-cell ALL. Este subtipo é extremamente agressivo e esta associado
a um risco muito elevado de falha de inducdo da remissdo ou recaida em pacientes
tratados com protocolos contemporaneos de quimioterapia intensiva para LLA. O seu
reconhecimento precoce € essencial, para o desenvolvimento de uma estratégia de manejo
clinico mais efetiva, provavelmente com regimes mais agressivos de tratamento
(COUSTAN-SMITH et al., 2009).

De um modo geral, a LLA T geralmente esta associada a algumas caracteristicas
clinicas que incluem sexo masculino, idade avancada, leucocitose e massa mediastinal
(SCHRAPPE et al., 2000). Porém, ha poucos fatores prognésticos comumente aceitos
para pacientes com LLA T e alguns dados sdo conflitantes (PULLEN et al., 1999). A
presenca ou auséncia de massa mediastinal, por exemplo, ao diagnostico ndo tem
significancia progndstica. Alem disso, se presente, a taxa de regressdo da massa ndo tem

demonstrado relevancia progndéstica (ATTARBASCHI et al., 2002).

2.1.6.3 Citogenética e genética molecular

A respeito da citogenética e genética molecular, mais de 200 alteragdes génicas ja
foram descritas nas leucemias, incluindo mutacGes, delecBes e inversbes. Varias
anormalidades cromossdmicas recorrentes tém relevancia prognostica, especialmente na
LLA B. Algumas alteragdes cromossomicas estdo associadas com resultados mais
favoraveis, como alta hiperdiploidia (51-65 cromossomos) e a fusdo ETV6-
RUNX1. Outras sdo associadas a um prognostico desfavoravel, incluindo o cromossomo
de Filadélfia [t(9;22)(g34;q11.2)], rearranjos do gene MLL (KMT2A), hipodiploidia e

amplificacéo intracromossémica do gene AML1 (iIAMP21) (MOORMAN et al., 2010).
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A hiperdiploidia (> 50 cromossomos) ¢ um fator favoravel, pois as células da
leucemia hiperdiploide estdo associadas a uma maior sensibilidade a quimioterapia e
maior susceptibilidade de sofrer apoptose espontanea. A hiperdiploidia pode ser avaliada
pelo cari6tipo ou medindo o conteddo de DNA das células (indice de DNA), que
representa uma relagéo entre o contetdo de DNA da célula leucémica/conteido de DNA
da célula normal (LOOK et al., 1985). Alta hiperdiploidia é definida como 51 a 65
cromossomos por célula ou um indice de DNA superior a 1,16 e ocorre em 20% a 25%
dos casos de LLA B, mas muito raramente em LLA T (PAULSSON; JOHANSSON,
2009).

As trissomias dos cromossomos 4, 10 ou 17 associadas a idade e leucometria
favoraveis geralmente também tem bom prognéstico (CHAUVENET et al., 2007).

A hipodiploidia (< 45 cromossomos) ocorre em menos de 1% das criangas com
LLA e é um fator de mau progndstico, pois estes pacientes apresentam alto risco de falha
terapéutica, que se acentua conforme o menor nimero de cromossomos, com perspectiva
de sobrevida em torno de 38,5 +/- 4,4% (LOOK et al., 1985). Conforme o nimero
cromossdmico, a LLA hipodiploide pode ser estratificada em quase haploide (24 a 29
cromossomos), baixa hipodiploidia (33 a 39 cromossomos), alta hipodiploidia (40 a 43
cromossomos) e quase diploide (44 cromossomos) (NACHMAN et al., 2007). Nas LLA
com baixa hipodiploidia, as alteracdes genéticas envolvendo TP53, RB1 e IKZF2 sdo as
mais comuns. As mutacgdes TP53 tém sido identificadas em 91% desses casos, com quase
metade dessas mutagdes ocorrendo na linha germinativa (HOLMFELDT et al., 2013). Na
LLA quase haploide, as alteragBes na via de sinalizagdo RTK, RAS e IKZF3 sdo as mais
frequentes (IRVING et al., 2014).

Os genes mais envolvidos na LLA sdo TEL, AML1, AF4 e E2A combinados a

outros genes ou entre si. A translocacdo mais comum na LLA de linhagem B ¢ a
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t(12;21)(p13;0922), ocorre mais frequentemente em criancas entre 1 a 10 anos de idade e
em casos de LLA B comum. A fusdo génica ETV6-RUNX1 ou TEL-AML1, como era
chamada antigamente, consequente a essa translocacdo esta presente em cerca de 25%
das LLA-B derivadas da infancia e a presenca dessa translocacdo é um fator de bom
prognostico, pois correlaciona-se com taxas de sobrevida livre de eventos de 86 a 90%
(RUBNITZ et al., 2008). No entanto, o impacto prognostico desta alteracdo genética pode
ser modificado por alguns fatores como a resposta precoce ao tratamento, estratificacdo
de risco e regime de tratamento (ENSHAEI et al., 2013).

A translocacao t(1;19)(q23;p13) € a segunda mais comum na LLA, resulta na
fusdo génica E2A-PBX e estd presente em cerca de 25% das LLAs pré-B (PUI et al.,
1994). A SLE dos pacientes com esta translocacédo esta ao redor de 90%, quando tratados
com quimioterapia intensiva (CHAUVENET et al., 2007).

A translocacao t(9;22)(q34;q11) resulta no cromossomo Filadélfia ou Ph+ e €
encontrada em 3 a 5% das criangas com LLA. Essa translocacdo é decorrente da fuséo do
gene BCR no cromossoma 22 com o gene ABL1 no cromossoma 9. As criangas portadoras
de LLA positiva para o cromossomo Ph+, geralmente sdo mais velhas, tem leucometria
elevada e era associado a um prognéstico sombrio (SCHULTZ et al., 2009). Todavia, 0
tratamento da LLA Ph+ foi revolucionado pelo desenvolvimento dos inibidores da
tirosina quinase ativos contra a fusdo BCR-ABL1. O uso dessa medica¢cdo aumentou a
sobrevida para aproximadamente 80%, sendo que o transplante de células-tronco
hematopoiéticas em primeira remissdo ja ndo é mais considerado para LLA Ph+
(SCHULTZ et al., 2014).

Ha vérias outras alteracdes genéticas relevantes na LLA, como as anormalidades
que envolvem o gene MLL no cromossomo 11g23. Os rearranjos no gene MLL estéo

presentes em 80% dos lactentes menores de 1 ano de idade com diagnostico de LLA.
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Envolvem a fusdo génica MLL-AF4 KMT2A e MLLT1/ENL e sdo considerados de
altissimo risco para recaida (PIETERS, 2009).

Vaérias translocacdes recorrentes em LLA envolvem o locus da cadeia pesada de
imunoglobulina (IGH). Estas alteracbes compreendem aproximadamente 4% da LLA da
infancia e envolvem genes parceiros que incluem BCL2,
a familia CEBP, EPOR, ID4 e CRLF2.Em geral, o grupo de  pacientes
com translocacGes IGH tende a ser mais velhos e pode ter um progndstico pior, embora
este achado possa ser limitado a adultos (RUSSELL et al., 2014).

Amplificacdo intracromossdmica do cromossomo 21 (iIAMP21) foi incluida na
revisdo de 2016 da OMS. A iIAMP21 com multiplas copias do gene RUNX1 (AML1) em
2122 ocorre em aproximadamente 2% dos casos de LLA B e esta associada geralmente
a idade avancada, quantidade de leucdcitos inferior a 50.000/mm? ao diagndstico, leve
predominio do sexo feminino e doenca residual minima alta no final da indugdo
(HARRISON et al., 2014).

As delegdes de IKZF1, incluindo dele¢des de todo o gene e delecdes de exons
especificos, estdo presentes em aproximadamente 15% dos casos de LLA B. Esses casos
s80 mais comuns nos pacientes com critérios clinicos de alto risco (MULLIGHAN et al.,
2009). As mutag0es ou delegBes IKZF1 s&o frequentemente relatadas como associadas a
outros fatores progndsticos desfavoraveis, como translocacdo BCR-ABL1, expressdo de
genes BCR-ABLL like, mutagdes JAK e rearranjos CRLF2 (DEN BOER et al., 2009).

Existe ainda, a LLA do tipo Filadélfia (Ph-like) que €é caracterizada por um perfil
de expressdo de genes semelhante ao da LLA positiva para BCR-ABL1, altera¢fes dos
genes do fator de transcrigcdo linfoide (IKZF1) e um desfecho ruim (ROBERTS et al.,

2014). Esse tipo de LLA ocorre em 10% a 20% dos pacientes pediatricos, é associada a
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idade mais avancada, a pior progndstico e adelecdo ou mutacdo de IKZF1
(MULLIGHAN et al., 2009).

Na LLA T derivada, multiplas translocacGes cromossémicas foram identificadas
com rearranjos cromossdmicos estruturais que fundem muitos genes de fatores de
transcricdo como TAL1, LMO1, LMO2, LYL1, TLX1 / HOX11 e TLX3 / HOX11L2. A
t(1;14) gera ativacdo do TALL, esta presente em cerca de 25% das LLAs-T na infancia e
estd relacionada a um prognoéstico desfavoravel (VAN GROTEL et al.,, 2006). A
expressdo do TLX1/HOX11 resultante de t(10;14)(g24.3; q11.2) envolvendo esse gene
ocorre em 5% a 10% das LLAs T pediatricas e est& associada a um prognostico favoravel
e a expressdo de TALL, LYL1 ou TLX3 (HOX11L2) esta associada a um pior prognostico

(SCHNEIDER et al., 2000).

2.1.6.4 Resposta ao tratamento

Sobre a velocidade de resposta ao tratamento, o desaparecimento das células
leucémicas do sangue periférico no 8°dia de tratamento e da medula 6ssea no 15° e no
35° dias de tratamento é um importante fator para avaliar o risco de recaida da doenca
(CAMPANA, 2010). Esses 35 dias de tratamento iniciais, em alguns protocolos 33 dias,
correspondem a primeira fase de tratamento da LLA na infancia, a chamada fase de
indugédo da remissao da doenga.

Resposta precoce ao tratamento é um indicador muito importante de progndstico
e pode ser avaliada pela depuracao dos blastos em sangue periférico apds uma semana de
corticoide. Pacientes considerados bons respondedores ao esteroide sdo aqueles que
apresentam uma contagem de blastos < 1.000/mm?® em sangue periférico ap6s 7 dias de
corticoide e uma dose de metotrexato intratecal. Estes pacientes ttm uma melhor

sobrevida em comparacdo aqueles com uma pobre resposta ao corticoide, ou seja, com
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uma contagem de blastos em sangue periférico > 1.000/mm? no dia 8 da inducdo da
remissdo (MORICKE et al., 2010). Uma pobre resposta ao corticoide é observada em
menos de 10% dos pacientes e esse parametro € utilizado para estratificacdo de risco nos
protocolos atuais, sendo 0s maus respondedores considerados de alto risco de recaida
(SCHRAPPE et al., 2000).

Além dessa andlise de sangue periférico na primeira semana da terapia de inducéo
da LLA, também é utilizado a analise de esfregacos de medula dssea durante e apos a
terapia de indugdo, para avaliacéo de resposta precoce (SCHRAPPE et al., 2012). Porém,
a avaliagdo morfoldgica da medula 6ssea por microscopia Optica é uma técnica de baixa
sensibilidade. Tradicionalmente, um ponto de corte de 5% de blastos na medula dssea foi
usado para determinar o estado de remissdo morfoldgica (medula M1). Isso corresponde
a um nivel de 1 em 20 células normais. Porém, nos dias atuais, sdo recomendados
métodos analiticos com melhor sensibilidade que permitem a deteccdo de células
leucémicas em proporgdes muito menores do que as obtidas por avaliagdo morfoldgica,
denominada técnica de doenca residual minima (DRM) (CAMPANA, 2008).

Atualmente, a DRM ¢é considerada o principal fator de prognostico da LLA em
criancas (BOROWITZ et al., 2008). Por conta disso, ela esta sendo utilizada para refinar
a estratificacdo de risco dos protocolos de tratamento mais modernos e para redirecionar
0 tratamento. Uma resposta precoce a quimioterapia, com rapida reducdo das células
neoplasicas, especialmente no final da terapia de inducdo é considerada um indicador
importante de uma evolugdo mais favoravel e um menor risco de recaida (STOW et al.,
2010).

As avaliagdes realizadas nos primeiros 3 meses de tratamento séo consideradas as
mais informativas para a estratificacdo do risco de recaida. A DRM negativa no final da

fase de inducdo (dia 33 ou dia 35) € considerada o principal preditor de resultados
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favoraveis e uma avaliacdo de DRM mais precoce, como apds cerca de 2 semanas do
inicio da quimioterapia de inducdo (dia 15), mostrou beneficio adicional na estratificacdo
de risco (BASSO et al., 2009).

A obtencdo de niveis de DRM em 10 a 12 semanas apés o inicio do tratamento
(consolidagdo da remissdo) também mostrou importancia progndstica. Pacientes com
niveis elevados de DRM neste momento tém SLE significativamente inferior
(BOROWITZ et al., 2015).

A técnica de deteccdo de DRM pode ser realizada por: CF de imunofenotipos
aberrantes, pesquisa de rearranjos no DNA dos genes que codificam as imunoglobulinas
(1g) ou o receptor de linfdcitos T (TCR) por PCR, e por pesquisa de transcritos de fusao
(RNA) também por PCR que é o método de elei¢do, por exemplo, nos casos de LLA com
Ph+, para detectar o transcrito BCR/ABL (VAN DONGEN et al., 2015).

As técnicas por PCR sdo mais sensiveis e sdo capazes de detectar uma célula
leucémica em 100.000 células normais. Ja o limite de sensibilidade da técnica por
citometria de fluxo é de 0,01% ou 10, ou seja, detecta uma célula leucémica em 10.000
células normais. As tecnologias apontam para uma sensibilidade de 10 a 10, para
definir grupos de risco com preciséo. No entanto, discussdes sobre como diminuir esse
limite de deteccdo para menos de 10° a 10 estdo sendo realizadas e ignoram os limites
de celularidade de amostras de medula 6ssea na tentativa de se atingir a sensibilidade de
técnicas como a da PCR (VAN DONGEN et al., 2015).

As principais vantagens do estudo de DRM por CF séo a rapidez, custo, ampla
disponibilidade do método e quantificacdo precisa de células anormais. As principais
desvantagens sdo a necessidade de elevada expertise técnica, sensibilidade variavel,
devido a semelhancas entre células normais de regeneracdo e células malignas, e a

possibilidade de mudancas no fenotipo apds o inicio do tratamento, seja pela evolucao
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clonal das células leucémicas, seja pelas drogas utilizadas (VAN DONGEN et al., 2015).
A citometria de fluxo tem ainda a vantagem de detectar células intactas, em contraste com
a PCR, em que o material de acido nucleico contaminante de células mortas pode
complicar a interpretacdo (P1ZZ0O; POPLACK, 2015).

Outras técnicas para deteccdo de DRM tém sido estudadas, como o uso de
tecnologias de sequenciamento de alto rendimento que ainda esta em carater de pesquisa
(FAHAM et al., 2012). Além disso, outros fatores progndsticos também tém sido
estudados para LLA. Por exemplo, alguns dados recentes sugerem que, além da
quantificacdo da resposta celular da leucemia a terapia, a medida da contagem absoluta
de linfocitos do paciente durante a indugdo também pode ter impacto prognostico. Uma
menor quantidade de linfécitos durante a indugdo mostrou ter um impacto progndstico
adverso na sobrevida em varios estudos, em alguns estudos foram significantes de forma

independentes e em outros associados a DRM (RABIN et al., 2012).

2.1.7 Estratificacao de risco

Os sistemas iniciais de classificagdo de risco utilizavam apenas fatores clinicos
como a idade e a contagem de glébulos brancos. Nesse sentido, 0s critérios de risco do
National Cancer Institute (NCI) tradicionalmente sdo considerados os critérios-padréo,
em uma tentativa de uniformizar os varios grupos de pacientes para definir os riscos de
recaida. Por esta classificacdo sdo considerados baixo risco os pacientes com idade entre
1 e 9 anos e com leucometria menor que 50.000/mm3 ao diagndstico. Os demais s&o
classificados como de alto risco para recaida (PUI etal., 2011). A velocidade de resposta
as medidas terapéuticas foi subsequentemente adicionada a esses critérios de risco.

Porém, os sistemas modernos de classificacdo de risco continuam a utilizar fatores
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clinicos como a idade e a contagem de leucocitos, mas também incorporaram avaliacéo
citogenética e genémica das células leucémicas ao diagnostico (SCHRAPPE et al., 2011).

A partir dos fatores progndsticos ja explicados, incluindo o grupo de risco de NCI
ou critérios clinicos estabelecidos pelo grupo de estudo, o imunofenotipo, as
determinacBes de resposta precoce, citogenética e alteracbes gendmicas, todos os
protocolos de tratamento de LLA pediatrica modificam a intensidade da terapia de pds
inducdo. Além disso, a deteccdo do cromossomo Filadélfia leva a mudangas imediatas na
terapia de inducdo (SCHULTZ et al., 2007).

Existem numerosos estudos multi-institucionais para o tratamento das LLAs da
infancia. O presente estudo é baseado na estratificacdo de risco para LLA B dos estudos
do grupo BFM (Berlim-Frankfurt-Munster) e do GBTLI (Grupo Brasileiro de Tratamento
das Leucemias da Infancia). As estratificacdes de risco para LLA B conforme esses
protocolos estdo descritas de forma sucinta na tabela 1.

Tabela 1 - Classificacdo de risco conforme regimes de tratamento BFM e GBTLI
Grupos de risco

Protocolos BR RI AR
GBTLI99 |-Ildade>1anoe<9 - Idade < 1 ano € > 9 anos
anos; e/ou Leucometria >
- Leucécitos < 50.000/mm? ao
50.000/mm?3 ao diagndstico;
diagnéstico e < 5000 - Respondedores lentos ao
/mm?3 no SP do D8§; tratamento (contagem de
- Auséncia de blastos leucdcitos > 5.000/mm3
em SP no D14 e medula no D8 da inducdo);
M1/M; no D14; - Presenca de blastos no
- MO My no D28; SP no D14;
- Pacientes classificados - MO M3 no D14 e/ou
como BR que durante o M2/M3 no D28 e/ou
tratamento tenham evidéncia de
requisitos para incluséo acometimento leucémico
no grupo de AR trocam extramedular.
de grupo.
Continua




45

GBTLI -Idade>1anoe<9 Baixo Risco | Todos os demais.

2009 anos; Intermediario Respondedor Rapido:
- Leucdcitos < - SP no D8 < 1.000 | - D8 < 1.000 blastosp/L;
50.000/mm3; blastosp/L; - MO no D15 = M1/M2
- SNC negativo -MOno D15 = M1/M2 | com DRM-CF < 10%;
- Sem citogenéticade | ¢©0M DRM-CF (= 0,01 | p35 = M1 com DRM-
mau prognéstico < 10%) PCR < 1073
(BCRIABL, rearranjo | -P3°= Mg com DRM- | Respondedor Lento:
MLL e hipodiploidia< | PCR<10" | - D8 > 1000blastosp/L;
46 cromossomos). ;]ONU(:/Se(r:aSOS er?e(lt?tggg - MO no D15 = M2/M3
Baixo Risco disponivel da CE-DRM | €M DRM-CF > 10%;

o ponivel da ~
Verdadeiro: (D15) ou do PCR- |- D35 = M2/M3 com
-SP no D8 < DRM  (D35), seré DRM-PCR > 103,
1000blastosp/L; considerado o critério
- MO no D15 =M1 com | ¢iiomorfolégico  da
DRM-CF <0,01%e MO. Para permanéncia
D35=M1com DRM- | neste subgrupo: MO
PCR <107 M1/2 no D15 e M1 no

D35. Nos casos de
discordancia de
resultados entre DRM
e morfologia,
prevalecera a DRM
para as  decisdes
terapéuticas.

BFM 95 - Sem critério para Alto | - Sem nenhum critério | - Pobre resposta ao
Risco; de Alto Risco corticoide;

- Contagem de - E contagem de - E/ou sem RC no D33 da
leucécitos < 20.000/pL; | leucdcitos > 20.000/uL | indugdo;
- Idade ao diagnostico - E/ou idade ao - E/ou evidéncia de
entre 1 e 6 anos; diagnostico < 1 ano ou | t(9;22) ou BCR/ABL,;
> 6 anos - E/ou evidéncia de
t(4;11) ou gene MLL-
AF4,
IC-BFM - SP no dia 8 (D8) da - SP no D8 da indugéo | - Pelo menos um dos
2002 inducdo < 1.000 < 1.000 blastos/pL; seguintes critérios:

blastos/uL;

- E idade ao diagnostico
maior ou igual a1 ano e
menor do gque 6 anos;

- Leucdcitos ao
diagnéstico <
20.000/pL;

- E MO no dia 15 (D15)
da inducédo M1 ou M2;
- E MO no dia 33 (D33)
da inducdo ML1.

- E idade ao
diagndstico <1 ano ou
> 6 anos e/ou
leucocitos ao
diagnostico >
20.000/uL;
-MOnoDl15=Mlou
M2;

- E MO no D33= M1
Ou critérios risco
“Standard ““, mas MO
no D15 = M3;

- MO no D33 = M1.

- Rl e MO no D15= M3

(ndo risco standard e M3

no D15);

- Blastos no SP no D8 >
1.000 blastos/uL;

-MO no D33 =M2ou
M3;

- Presenca da t(9;22) ou
t(4;11)[MLL-AF4].

Continuacéo
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IC-BFM - SP no D8: <1.000 - Todos os pacientes - Rl e, se houver

2009 blastos/pL; que nio forem disponibilidade: DRM-CF
-Eidade>1anoe<6 | estratificados como >10% ou M3 na MO do
anos; BR ou AR. D15;
- E contagem inicial de - BR e, se houver
leucécitos < 20.000/pL; disponibilidade: DRM-
- E se houver CF > 10%;
disponibilidade: DRM- - SP no D8 > 1.000
CF < 0,1% ou MO blastos/pL;

M1/M2 no D15: DI\3/|32 ou M3 na MO do

- E M1 na MO do D33. ' < .

- Todos os critérios - Translocacdo (9,22)
. [BCR/ABL] ou t(4;11)

devem ser preenchidos. [MLL/AFA4];

- Hipodiploidia < 44.

- Somente um destes

critérios ja classifica

como AR.

BR = baixo risco; RI = risco intermediario; AR = alto risco; MO = medula 6ssea; SP = sangue periférico.
M1 = < 5% blastos na MO; M2 = 5% a menos de 25% blastos na MO; M3 = > 25% de blastos na MO;
DRM = doenga residual minima; D8 = dia 8 da indugdo; D15 = dia 15 da indugao.

BFM = Berlim-Frankfurt-Munster; IC = intercontinental; GBTLI = Grupo Brasileiro de Tratamento das
Leucemias da Infancia.

Fonte: Adaptado de MORICKE et al., 2008; SCHRAPPE et al., 2002; SCHRAPPE et al., 2009;
BRANDALISE et al., 2000; BRANDALISE et al., 2009.

2.1.8 Aspectos gerais do tratamento

A abordagem através da estratificacdo de risco permite que criangas que
apresentam uma doenca com caracteristicas de bom prognostico recebam uma terapia
menos intensa e sejam poupadas de tratamentos mais toxicos e agressivos. Entretanto,
aquelas que possuem uma doenga com caracteristicas de pior progndstico a longo prazo
recebem uma terapia mais intensa, para aumentar suas chances de cura (PIZZO;
POPLACK, 2015).

Os regimes modernos de tratamento da LLA dividem a terapia em trés a cinco
principais elementos de tratamento: inducdo de remisséo, terapia preventiva de doenga
em SNC, consolidacdo/intensificacdo e manutengdo (P1ZZO; POPLACK, 2015).

A primeira fase do tratamento é a inducdo da remissdo. O objetivo dessa fase é

induzir remissdo completa (RC), restaurar a hematopoese normal e o estado clinico do
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paciente. Para induzir RC, a quimioterapia deve reduzir o nimero total de células
leucémicas em mais de 99%. Esta fase normalmente é realizada durante um periodo de 4
semanas e inclui glicocorticoides (dexametasona ou prednisona), vincristina e
asparaginase com ou sem antraciclina. Aproximadamente 98% dos pacientes portadores
de LLA B derivada alcangam RC até o final desta fase, com taxas um pouco mais baixas
em pacientes com LLA T ou contagem de leucdcitos elevada ao diagnostico (PUI et al.,
2010).

Uma vez atingida a RC, se segue o tratamento sistémico em conjunto com a terapia
dirigida ao SNC. Para efetivamente prevenir a recaida, a terapia de pés-inducéo deve
suprimir o crescimento leucémico e fornecer uma citorreducdo leucémica continua, sem
permitir o surgimento de clones resistentes a farmacos. A intensidade da quimioterapia
po6s-inducdo varia dependendo do grupo de risco, mas todos recebem o que
convencionalmente é chamado de consolidacdo e intensificacdo. A terapia de
consolidacao é o periodo de intensificar o tratamento e consolidar a remissdo (HARRIS
et al., 1998).

Os regimes de consolidacdo frequentemente associam quimioterapia intratecal
semanal e altas doses de quimioterapia sistémica, com o objetivo de reduzir ao maximo
a quantidade de células leucémicas no SNC e em outros sitios, bem como consolidar a
fase de inducdo de remissdo na medula dssea. Varios regimes utilizam um ou multiplos
ciclos de terapia intensificada com drogas diferentes, para minimizar o desenvolvimento
de resisténcia cruzada das medicacgdes (PI1ZZO; POPLACK, 2015).

Apbs completar 6 a 12 meses de tratamento intensivo, inicia-se a fase de
manutenc¢do, com duracdo que oscila de 18 a 30 meses, com baixas doses de drogas para
evitar a recidiva da leucemia. As drogas mais utilizadas durante a manutencdo séo o

metotrexato e a 6-mercaptopurina (6-MP). Elas constituem o elemento principal durante
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essa fase do tratamento na maioria dos protocolos atuais e prolongam substancialmente a

remissdo (P1ZZO; POPLACK, 2015).
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3 JUSTIFICATIVA

A avaliacéo de risco visa 0 ajuste do tratamento de um determinado paciente ao
potencial risco de recidiva ou resisténcia de sua doenca. Até 0 momento, temos poucos
dados publicados no Brasil sobre a distribuicdo dos grupos de risco de leucemias. Dados
sobre a inclusdo da DRM em protocolos nacionais e internacionais e como esta pode ter
influenciado a classificacao de risco em pacientes portadores de LLA no Brasil ndo foram

também descritos até a presente data.
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4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

Analisar a concordancia entre as classificagcdes dos grupos de riscos em pacientes
classificados conforme o protocolo GBTLI 2009 com relagdo aos protocolos do grupo
BFM: BFM 95, IC-BFM 2002, IC-BFM 2009 e ao protocolo brasileiro anterior GBTLI

99.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar o grau de equivaléncia na classificacdo de risco de pacientes que foram
estratificados conforme o protocolo GBTLI 2009 quando comparado a outros protocolos
que séo ou ja foram utilizados em instituicdes brasileiras como BFM 95, IC-BFM 2002,
IC-BFM 2009 e GBTLI 99.

Avaliar o quanto a modificacdo dos protocolos implicou em diferenga na
estratificacdo de risco ao longo do tempo.

Avaliar a importancia da anélise de DRM na classificacdo de risco.



51

5 MATERIAL E METODOS

5.1 DELINEAMENTO DO ESTUDO

Estudo epidemioldgico do tipo transversal, descritivo e retrospectivo.

5.2 COLETA DE DADOS

As informac6es foram oriundas dos prontudrios de registro das consultas médicas
do HCPA. Foram analisados os seguintes dados no momento do diagndstico e apds inicio
do tratamento independente do protocolo utilizado: idade, contagem de leucdcitos,
comprometimento do SNC pela leucemia, morfologia das células leucémicas,
imunofenotipagem, citogenética, biologia molecular, DRM e morfologia do D15 da
inducdo, DRM e morfologia do final da indugdo (D33 / D35), estratificacdo de risco
baseada nos critérios do NCI e conforme cada protocolo BFM 95, IC-BFM 2002, IC-
BFM 2009, GBTLI 99 e GBTLI 2009, se houve recidiva ou 06bito, situacdo atual e data
da Gltima noticia (APENDICE A).

Os dados foram consultados em banco de dados ja existentes dos servigos de
Oncologia Pediatrica e Hematologia Pediatrica tanto da assisténcia quanto das
informagd@es arquivadas no laboratério de Diagndstico Personalizado onde encontram-se
0s registros de todos os pacientes que realizaram avaliagdo de DRM por citometria de

fluxo no HCPA.

5.3 CRITERIOS DE INCLUSAO
Pacientes com idade entre 1 e 18 anos portadores de LLA B atendidos no HCPA

a partir de janeiro de 2013 até abril de 2017.
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5.4 CRITERIOS DE EXCLUSAO
Auséncia de dados para a estratificacdo de risco.

LLA de linhagem néo B.

5.5 ESTRUTURAGCAO E ANALISE ESTATISTICA

O célculo amostral foi realizado pelo software WinPepi (v11.43) a partir de um
kappa esperado de 0,8, intervalo maximo de 0,28 de amplitude para o kappa, nivel de
significancia de 5% e prevaléncia de 47% (BASSO et al., 2009) que determinou um
tamanho de amostra de 74 pacientes.

O banco de dados foi realizado no software Excel versdo 2016. A andlise
estatistica foi realizada no software SPSS versdo 20.0. Os dados foram expressos como
frequéncias absolutas ou relativas, média, mediana ou percentis. As estimativas de
sobrevida foram estimadas pelo método de Kaplan-Meier e foram comparadas pelo teste
Log Rank. A incidéncia cumulativa do risco de recidiva ou 6bito foi estimada por Hazard
Ratio. A duracdo da sobrevida global foi estimada pelo tempo desde o diagnostico de
LLA até a data do dbito e data do ultimo contato. A duragdo da sobrevida livre de eventos
foi estimada pelo tempo desde o diagnostico de LLA até a data de recaida, refratariedade
ao tratamento, data do 6bito ou até data do ultimo contato.

A concordancia entre as classificagdes de risco de cada protocolo foi realizada
através do coeficiente Kappa e os resultados foram interpretados conforme as diferentes
faixas para os valores Kappa, segundo o grau de concordancia sugerido por Landis e Koch
e demonstrado na tabela 2 (LANDIS E KOCH, 1977). Para o célculo do coeficiente
Kappa, foram excluidas as classificagdes baseadas somente pelos critérios do NCI e as
classificacBes baseadas pelos critérios do protocolo GBTLI 99.

O valor de p foi considerado significativo se p < 0,05.
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Tabela 2 - Interpretacéo dos valores Kappa.

Valor do Kappa Interpretagdo da concordancia
0 Sem concordéncia
0-0,19 Discreta
0,20-0,39 Regular
0,40-0,59 Moderada
0,60-0,79 Substancial
0,80 -0,99 Quase perfeita
1,00 Perfeita

Fonte: LANDIS E KOCH, 1977.

De um modo geral, valores maiores que 0,75 representam excelente concordancia.
Valores abaixo de 0,40 representam baixa concordancia e valores situados entre 0,40 e

0,75 representam concordancia mediana.
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6 ASPECTOS ETICOS

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) do Hospital de
Clinicas de Porto Alegre, CAAE: 55303916.5.0000.5327. As informagfes obtidas dos
prontuarios serdao utilizadas de forma an6nima, garantindo a privacidade dos pacientes
durante a divulgacdo dos resultados. Os investigadores assinaram o0 termo de
compromisso para utilizagdo dos dados e assumiram o0 compromisso de cumprir os termos
da Resolucdo n° 466/2012, do Conselho Nacional de Saude, do Ministério da Saude e

demais resolugdes complementares a mesma.
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RESUMO

Introducdo: O tratamento da Leucemia Linfoide Aguda (LLA) pediatrica é baseado na
estratificacdo de risco. O objetivo desse estudo é analisar a concordancia entre as
classifica¢Ges dos grupos de riscos pelos diferentes protocolos utilizados para tratamento
da LLA da infancia em uma institui¢do de referéncia no sul do Brasil.

Meétodos: Estudo retrospectivo a partir da revisdo de prontuarios dos pacientes com idade
entre 1 e 18 anos portadores de LLA B atendidos no HCPA a partir de janeiro de 2013
até abril de 2017. A concordancia entre as classificacdes de risco foi realizada através do
coeficiente Kappa.

Resultados: Foram analisados 75 pacientes. A concordancia entre as estratificaces de
risco pelos protocolos GBTLI 2009 e BFM 95 (K= 0,22; p= 0,003), GBTLI 2009 e IC-
BFM 2002 (K= 0,24; p= 0,002) foi baixa. A distribuicdo dos grupos de risco baseada na
estratificacdo pelo GBTLI 2009 foi 13,3% BR, 32% Rl e 54,7% AR e pelo IC-BFM 2002
foi 28% BR, 42,7% Rl e 29,3% AR. A sobrevida global foi 68,6%.

Conclusao: Este estudo nos fornece inumeros pontos para reflexdo sobre o tratamento da
leucemia em nosso pais. Observamos uma maior porcentagem de pacientes classificados
como alto risco em nossa realidade em relacdo a literatura internacional. Em nosso grupo
de pacientes estudado, esta modificacdo ndo trouxe repercussdo na sobrevida global que
se mantem inferior a descrita na literatura internacional.

Palavras chaves: LLA pediatrica. Estratificacdo de risco. Doenga residual minima.
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INTRODUCAO

As leucemias correspondem a 30% dos casos de cancer diagnosticados em
criancas menores de 15 anos, sendo 75% destas leucemias linfoides agudas (LLA).!

Assim como em outras neoplasias da infancia, a sobrevida das criancas e
adolescentes com LLA melhorou significativamente ao longo do tempo.? A taxa de
sobrevida em 5 anos da LLA passou de 60% para aproximadamente 90% para criangas
menores de 15 anos e de 28% para mais de 75% para adolescentes de 15 a 19 anos entre
1975 e 2010 nos Estados Unidos.?

Muito desta melhoria resulta da adequagdo do tratamento as caracteristicas
individuais e da doenca. Por décadas, os grupos que estudam LLA na infancia tém
utilizado sistemas de classificagdo de risco para alocar os pacientes nos esquemas
terapéuticos com base em seu risco estimado de falha no tratamento, de modo que as
criancas com caracteristicas clinicas e bioldgicas favoraveis recebam uma terapia menos
toxica, enquanto que uma terapia mais agressiva seja reservada aos pacientes com maior
risco de recaida e com menor probabilidade de sobrevida a longo prazo.*

Essa estratificagdo é possivel a partir da determinacéo de fatores progndsticos.®
Inicialmente, os sistemas de classificacdo de risco utilizavam apenas fatores clinicos,
como idade e contagem de glébulos brancos ao diagnostico. Atualmente, incorporaram
as caracteristicas moleculares das células leucémicas ao diagndstico e de resposta ao
tratamento. Uma das tecnologias utilizada é a de deteccdo de Doenca Residual Minima
(DRM).

Na atualidade, a DRM é considerada o principal fator de progndstico da LLA em
criancas.® Uma resposta precoce a quimioterapia, com rapida reducdo das células
neoplésicas, especialmente no final da terapia de indugdo é considerada um indicador

importante de uma evolugao mais favoravel e um menor risco de recaida.’
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No Brasil, a maioria das institui¢cbes que tratam pacientes pediatricos com LLA se
baseiam em protocolos do grupo Berlim-Frankfurt-Munster (BFM) ou em protocolos do
Grupo Cooperativo Brasileiro para Tratamento da Leucemia Linfoide Aguda (GBTLI).

No Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA) foram aplicados dois protocolos
diferentes no periodo de 2009 a 2017: tratamento sugerido pelo protocolo GBTLI 2009 e
0 regime terapéutico proposto pelo grupo BFM.

No presente estudo, descrevemos o perfil clinico e laboratorial, assim como o
desfecho dos pacientes portadores de LLA B atendidos pelo HCPA e analisamos a
concordancia entre as classificagcdes dos grupos de riscos em pacientes classificados pelos
diferentes protocolos ou regimes de tratamento da LLA da infancia em uma instituicdo

de referéncia no sul do Brasil.

MATERIAL E METODOS
Populacéo do estudo

Estudo epidemioldgico do tipo transversal, descritivo e retrospectivo, a partir da
andlise de prontuérios de 75 pacientes com idade entre 1 e 18 anos portadores de LLA B
atendidos no HCPA a partir de janeiro de 2013 até abril de 2017.

Foram analisados os seguintes dados no momento do diagndstico e apds inicio do
tratamento: idade, contagem de leucdcitos, envolvimento do SNC, morfologia das células
leucémicas, imunofenotipagem, citogenética, biologia molecular, DRM por citometria de
fluxo (CF) e morfologia no D15 da indugdo, DRM por CF e morfologia do final da
inducdo (D33/D35), estratificacdo de risco baseada nos critérios do NCI e nos critérios
dos regimes/protocolos de tratamento BFM 95, IC-BFM 2002, IC-BFM 2009, GBTLI
99 e GBTLI 2009 (Tabela 1), se houve recidiva ou ébito, situacdo atual e data da ultima

noticia.
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Os critérios de exclusdo foram auséncia de dados para a classificacdo e LLA de
linhagem néo B.

Esse estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) do HCPA sob
0 nimero CAAE: 55303916.5.0000.5327.

Estruturacdo e Andlise Estatistica

O célculo amostral foi realizado pelo software WinPepi (v11.43) a partir de um
kappa esperado de 0,8, intervalo maximo de 0,28 de amplitude para o kappa, nivel de
significancia de 5% e prevaléncia de 47%?2 que determinou um tamanho de amostra de 74
pacientes.

O banco de dados foi realizado no software Excel versdo 2016. A andlise
estatistica foi realizada no software SPSS versdo 20.0. Os dados foram expressos como
frequéncias absolutas ou relativas, média, mediana ou percentis. As estimativas de
sobrevida foram estimadas pelo método de Kaplan-Meier e foram comparadas pelo teste
Log Rank. A duragdo da sobrevida global foi estimada pelo tempo desde o diagndstico
de LLA até a data do 6bito e data do ultimo contato. A duracdo da sobrevida livre de
eventos foi estimada pelo tempo desde o diagndstico de LLA até a data de recaida,
refratariedade ao tratamento, data do 6bito ou até data do Gltimo contato.

A concordancia entre as classificagdes de risco de cada protocolo foi realizada
através do coeficiente Kappa e os resultados foram interpretados conforme as diferentes
faixas para os valores Kappa, segundo o grau de concordancia sugerido por Landis e
Koch. Valores Kappa maiores do que 0,75 representam excelente concordancia, valores
abaixo de 0,40 representam baixa concordancia e valores situados entre 0,40 e 0,75
representam concordancia mediana.® Para o calculo do coeficiente Kappa, foram
excluidas as classificacdes baseadas somente pelos critérios do NCI e as classificacGes

baseadas pelos critérios do protocolo GBTLI 99.
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Todos os dados foram atualizados em outubro de 2017 e o valor de p foi

considerado significativo se p < 0,05.

Tabela 1 - Classificacdo de risco conforme NCI e regimes de tratamento BFM e GBTLI

Grupos de Risco

BR RI AR
NCI - Leucdcitos < - Leucocitos >
50.000/mm? ao 50.000/mm? ao
diagnostico e diagnéstico e/ou idade
idade > 1 ano e < 10 > 10 anos
anos
GBTLI 99 -ldade >1anoe<9 -Idade<1anoe>9
anos; anos e/ou
- Leucdcitos < Leucometria >
50.000/mm? ao 50.000/mm? ao
diagndstico e < 5000 diagnéstico;
/mm? no SP do D8§; - Respondedores lentos
- Auséncia de blastos ao tratamento
em SP no D14 e medula (contagem de
M1/M; no D14; leucocitos >
- MO Mj no D28; 5.000/mm3 no D7 da
- Pacientes classificados inducéo);
como BR que durante o - Presenca de blastos
tratamento tenham no SP no D14;
requisitos para incluséo - MO M3 no D14 e/ou
no grupo de AR trocam M2/M3 no D28 e/ou
de grupo. evidéncia de
acometimento
leucémico
extramedular.
GBTLI2009 | -Idade>1anoe<9 SP no D8 < 1.000 Todos os demais.

anos;
- Leucocitos <
50.000/mm3;

- SNC negativo

- Sem citogenética de
mau prognostico
(BCR/ABL, rearranjo
MLL e hipodiploidia <
46 cromossomos).
Baixo Risco
Verdadeiro:

- SP no D8 <
1000blastosp/L;

- MO no D15 = M1 com
DRM-CF<0,01% e
D35 = M1 com DRM-
PCR <103

blastosp/L;

- MO no D15 = M1/M2
com DRM-CF (>0,01
< 10%)

- D35 = M1 com DRM-
PCR <103

Respondedor Réapido:
- D8 < 1.000
blastosp/L;

- MO no D15 =
M1/M2 com DRM-CF
< 10%; D35 = M1 com
DRM-PCR < 103,
Respondedor Lento:

- D8 > 1000blastosp/L;
- MO no D15 =
M2/M3 com DRM-CF
> 10%;

- D35 = M2/M3 com
DRM-PCR > 103,

Continua
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BFM 95 - Sem critério para Alto | - Sem nenhum critério | - Pobre resposta ao
Risco; de Alto Risco corticoide;
- Contagem de - E contagem de - E/ou sem RC no D33
leucécitos < 20.000/pL; | leucdcitos > 20.000/uL | da indugdo;
- Idade ao diagndstico - E/ou idade ao - E/ou evidéncia de
entre 1 e 6 anos; diagnéstico <1 anoou | t(9;22) ou BCR/ABL,;
> 6 anos - E/ou evidéncia de
t(4;11) ou gene MLL-
AF4,
IC-BFM - SP no dia 8 (D8) da - SP no D8 da inducdo | - Pelo menos um dos
2002 inducédo < 1.000 < 1.000 blastos/uL; seguintes critérios:
blastos/pL; - E idade ao diagnostico | - Rl e MO no D15=
- E idade ao diagnostico | <1 ano ou > 6 anos M3 (néo risco standard
maior ou igual a 1 ano e | e/ou leucdcitos ao e M3 no D15);
menor do que 6 anos; diagnostico > - Blastos no SP no D8
- Leucdcitos ao 20.000/pL; > 1.000 blastos/uL;
diagndstico < -MOnoD15=Mlou |-MOnoD33=M2ou
20.000/pL; M2; M3;
- E MO no dia 15 (D15) | - E MO no D33= M1 ou | - Presenca da t(9;22)
da indugdo M1 ou M2; Critérios risco ou t(4;11)[MLL-AF4].
- E MO no dia 33 (D33) | “Standard *, mas MO
da inducéo M1. no D15 = M3;
- MO no D33 = M1.
IC-BFM - SP no D8: <1.000 - Todos os pacientes - Rl e, se houver
2009 blastos/pL; que nao forem disponibilidade: DRM-

-Eidade>1anoe<6
anos;

- E contagem inicial de
leuctceitos < 20.000/pL;
- E se houver
disponibilidade: DRM-
CF <0,1% ou MO
M1/M2 no D15;

- E M1 na MO do D33.
- Todos os critérios
devem ser preenchidos.

estratificados como BR
ou AR.

CF >10% ou M3 na
MO do D15;

- BR g, se houver
disponibilidade: DRM-
CF > 10%;

- SP no D8 > 1.000
blastos/pL;

- M2 ou M3 na MO do
D33;

- Translocacgéo t(9;22)
[BCR/ABL] ou t(4;11)
[MLL/AF4];

- Hipodiploidia < 44.

- Somente um destes
critérios ja classifica
como AR.

NCI = National Cancer Institute; GBTLI = Grupo Cooperativo Brasileiro para Tratamento da Leucemia
Linfoide Aguda na infancia; BFM = grupo Berlim-Frankfurt-Munster; 1C = Intercontinental;

BR = baixo risco; RI = risco intermediario; AR = alto risco; MO = medula 6ssea; SP = sangue periférico;
M1 = < 5% blastos na MO; M2 = 5% a menos de 25% blastos na MO; M3 = > 25% de blastos na MO;
DRM = doenca residual minima; D8 = dia 8 da inducdo; D15 = dia 15 da induc&o.

Fonte: Adaptado de Smith et al., 1996; Moricke et al., 2008; Schrappe et al., 2002; Brandalise et al.,
2000; Schrappe et al., 2009; Brandalise et al., 2009,10: 1112 13;14; 15
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RESULTADOS

Foram analisados 75 pacientes com diagndstico de LLA B entre 1 e 18 anos de
idade. Destes, 57,3% foram do sexo masculino. Com relacéo a idade, a mediana foi de 5
anos. 25% das criancas eram menores de 3 anos e 25% eram maiores do que 10 anos. As
principais caracteristicas clinicas e laboratoriais ao diagndstico estdo resumidas na Tabela
2.

Em relacdo ao cariotipo, 97,3% apresentavam cariotipos disponiveis. Entre 0s
quais 28 (38,4%) eram normais, 33 (45,2%) alterados e 12 (16,4%) ndo obtiveram
crescimento (sem metéafases).

Do total de 75 pacientes, 53 (70,6%) tiveram acesso a analise imunomolecular.
Nestes casos, foram encontrados 5 dele¢des do IKFZ1, 1 TCF3/PBX1, 1 rearranjo MLL e
1 ETV6/RUNX1.

Um total de dezesseis pacientes recidivaram, correspondendo a 21,3% dos
pacientes e um total de dezessete pacientes faleceram, correspondendo a 22,6%.

Tabela 2 - Caracteristicas clinicas, laboratoriais e distribui¢cdo dos grupos de risco.

N° %

Idade

- Mediana, anos (percentil 25/75) 5 (3/10)

- Minimo/Maximo 1/17
Masculino 43 57,3
Leucometria inicial (/mm3)

< 20.000 39 52

20.000 e 50.000 18 24

> 50.000 18 24
SNC

SNC 1 66 88

SNC 2 4 53

SNC 3 5 6,7
Subtipos LLA

LLAPro B 3 4

LLA B comum 70 93,3

LLAPréB 2 2,7
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Alteragdes nos cariétipos
Hiperdiploide
Alta hiperdiploidia
Baixa hipodiploidia
Quase diploides
1(1;19)(g23;p13)
t(4;11)(921;923)
t(9;22)(934;911)
Trissomia do 21
Outras alteragdes:
46, XY, -1, +mar [15]
46,XX,+1der(1;16)(q10p10)[20]
46, XX, dup(1)(q21932)[26]

=
o

WNNOFRNWEFE W

Biologia molecular
Dele¢des do IKFZ1
TCF3/PBX1
Rearranjo MLL
ETV6/RUNX1.

Recaidas 21,3
MO
Testiculos
SNC

MO + SNC

MO + linfonodos

Obitos
Doenca
Em RC p6s QT
Em RC p6s TMO

22,6

= =
rN~oRlrorvNvoOoRl R RO

Critérios NCI
BR 44 58,7
AR 31 41,3

Classificacdo GBTLI 99
BR 37 49,3
AR 38 50,7

Classificacdo GBTLI 2009
BR 10 13,3
RI 24 32
AR 41 54,7

Classificacdo BFM 95
BR 23 30,7
RI 30 40
AR 22 29,3

Classificacdo IC-BFM 2002
BR 21 28
RI 32 42,7
AR 22 29,3

Classifica¢do 1C- BFM 2009
BR 8 10,7
RI 41 54,7
AR 34,7 34,7

SNC = sistema nervoso central; MO = medula 6ssea; RC = remissdo completa; QT = quimioterapia; TMO=
transplante de medula 6ssea; BR = baixo risco; RI= risco intermediario; AR = alto risco.

NCI = National Cancer Institute; GBTLI = Grupo Cooperativo Brasileiro para Tratamento da Leucemia
Linfoide Aguda; BFM = grupo Berlim-Frankfurt-Munster; IC = Intercontinental.
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As estratificaces de risco foram comparadas entre os protocolos analisados e a
partir disso, calculado o coeficiente Kappa. Todos os calculos de coeficiente Kappa foram
estatisticamente significativos.

Houve baixa concordancia entre as estratificacbes de risco pelos protocolos
GBTLI 2009 e BFM 95 (Kappa = 0,22; p = 0,003) e entre as classifica¢bes de risco pelos
protocolos GBTLI 2009 e IC-BFM 2002 (Kappa = 0,24; p = 0,002). Entre as
estratificacdes de risco pelos protocolos GBTLI 2009 e IC-BFM 2009 a concordancia foi
moderada. O coeficiente Kappa encontrado foi de 0,44 (p < 0,001) (Tabela 3).

Tabela 3 - Andlise de concordéncia entre as estratificacdes de risco pelos protocolos
GBTLI 2009 e BFM 95; GBTLI 2009 e IC-BFM 2002; GBTLI 2009 e IC-BFM 2009.

RISCO GBTLI 2009 Total
BR RI AR

BR 7 13 3 23
RISCO BFM 95 RI 3 9 18 30

AR 0 2 20 22
Total 10 24 41 75

BR 7 12 2 21
RISCO RI 3 10 19 32
IC-BFM 2002

AR 0 2 20 22
Total 10 24 41 75

BR 6 2 0 8
RISCO RI 4 20 18 42
IC-BFM 2009

AR 0 2 23 25
Total 10 24 41 75

BR = baixo risco; RI= risco intermediério; AR = alto risco; GBTLI = Grupo Cooperativo Brasileiro para
Tratamento da Leucemia Linfoide Aguda na infancia; BFM = grupo Berlim-Frankfurt-Minster; IC =
Intercontinental

Entre as estratificacdes de risco pelos protocolos IC-BFM 2009 e BFM 95 e entre
as classificacdes pelos protocolos IC-BFM 2009 e IC-BFM 2002 a concordancia foi
melhor. O coeficiente Kappa encontrado foi de 0,67 (p < 0,001) e de 0,68 (p < 0,001)

respectivamente.
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Houve associacdo entre grupo de risco e dbito nos casos estratificados como alto
risco independentemente do protocolo usado como tratamento. As porcentagens de
pacientes classificados como alto risco que evoluiram para o 6bito conforme as
classificacBes dos protocolos GBTLI 99, GBTLI 2009, BFM 95, IC-BFM 2002 ¢ IC-
BFM 2009 foram 39,5% (p= 0,003; qui quadrado), 36,6% (p= 0,013; qui quadrado),
54,5% (p < 0,001; qui quadrado), 54,5% (p < 0,001; qui quadrado) e 48% (p= 0,001; qui
quadrado) respectivamente.

Com relacéo a recidiva e grupo de risco, observamos uma associagéo significativa
entre alto risco e recidiva: GBTLI 2009, 29,3% (p = 0,03; qui quadrado) e IC-BFM
2002, 45,5% (p = 0,003; qui quadrado).

A sobrevida global (SG) independente do protocolo ou regime de tratamento em
4 anos foi de 68,6%. O tempo médio de sobrevida observado foi de 45,2 meses e 0 erro
padréo de £ 2,2 meses. A estimativa de sobrevida livre de eventos (SLE) em 4 anos foi
de 66,6%. O tempo médio de sobrevida observado foi de 44,7 meses e o erro padrao de

+ 2,2 meses (Figura 1).
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Figura 1 — (A) Estimativa de Sobrevida Global e (B) estimativa de Sobrevida livre de
eventos dos 75 pacientes independente do protocolo.

DISCUSSAO
A partir da analise dos nossos resultados, observamos que conforme o esperado,
a concordancia foi melhor entre as estratificacdes de risco do grupo BFM com uma

concordancia considerada substancial, quase proxima do considerado excelente, pela

classificacdo proposta por Landis e Koch.
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Quando comparamos a estratificacdo de risco entre os protocolos BFM e GBTLI
observamos que as principais diferencas sdo a idade e a contagem de leucdcitos ao
diagnostico. Pacientes com idade > 9 anos ou leucécitos > 50.000/mm? e
comprometimento do SNC ao diagndstico sdo considerados de alto risco pelos protocolos
brasileiros independente da resposta ao tratamento de indug&o. *°

Ja nos protocolos de estudo do grupo BFM analisados, pacientes com idade > 6
anos ou leucdcitos > 20.000/mm? sdo inicialmente considerados de risco intermediario se
ndo tiverem nenhuma alteragdo citogenética ou molecular de alto risco, podendo ser
transferidos para o grupo de alto risco conforme a resposta a terapia de indugdo. O
envolvimento do SNC n&o altera a estratificagdo de risco inicial. ® Provavelmente por
estes motivos, 0s nossos dados demostraram que os protocolos brasileiros tendem a
apresentar uma maior porcentagem de pacientes classificados como de alto risco (Tabela
2).

Entre as estratificacdes de risco pelos protocolos GBTLI 2009 e IC-BFM 2009,
apesar de ambos ja incorporarem o conceito de DRM em suas estratificacGes, a
concordancia foi moderada. Entretanto, a avaliagdo da DRM nesses protocolos ocorre de
modo um pouco diferente. Enquanto o IC-BFM 2009 consideraa DRM na indugéo apenas
no D15 por CF, o GBTLI 2009 considera a DRM do D15 por CF e a DRM do D35 por
reacdo em cadeia de polimerase (PCR). 3 15 Entretanto, a analise de DRM de todos 0s
pacientes foi realizada por citometria de fluxo, pois o hospital ndo possui tecnologia
apropriada para analise de DRM por PCR.

Quando comparamos a classificacdo baseada nos protocolos GBTLI 2009, IC-
BFM 2002 e IC-BFM 2009 em nossos pacientes com as distribui¢des dos grupos de risco
ja publicadas na literatura, observamos um maior percentual de pacientes alto risco

(54,7%, 29,3% e 34,7% respectivamente versus 16,7% literatura) e um menor percentual
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de pacientes baixo risco quando comparamos as classificacdes do GBTLI 2009 e do IC-
BFM 2009 (13,3% e 10,7% respectivamente versus 30,9% na literatura).t% 16 17

As sobrevidas global e livre de eventos em 4 anos, foram 68,6% e 66,6%
respectivamente conforme Figura 1. Essas taxas sdo inferiores aos indices internacionais
mais recentes, pois ensaios clinicos da América do Norte e Europa Ocidental tem
mostrado taxas de sobrevida livre de eventos de até 85% e taxas de sobrevida global de
até 90%.'8 Alguns estudos ja demonstram sobrevida até maior do que 90% para alguns
subtipos especificos com terapia adaptada ao risco em LLA B. *°

Atraveés da analise destes dados pudemos demonstrar que houve uma diferenca de
estratificacdo de risco conforme o protocolo ou regime usado, mas que ndo trouxe

repercussao na sobrevida global destas criancgas.

CONSIDERACOES FINAIS

Este estudo nos fornece inimeros pontos para reflexdo sobre o tratamento da
leucemia em nosso pais. Em nosso estudo verificamos uma maior porcentagem de
pacientes classificados como alto risco na populacdo estudada em relacdo aos dados
disponiveis na literatura internacional. Além disso, apesar de serem pacientes que foram
tratados em uma instituicdo de referéncia no sul do Brasil, que dispGe de equipes
especializadas em tratamento oncolégico e com bons recursos para garantir um
tratamento de suporte adequado para esses pacientes, observamos sobrevida inferior as
descritas na literatura.

Novos estudos prospectivos laboratoriais e clinicos sdo necessarios para
entendermos melhor as razdes destas diferengas, se elas ocorreram por uma questao
populacional ou amostral, e o impacto da estratificagdo de risco na toxicidade e taxa de

cura dos nossos pacientes.
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RESUMO

Introducdo: A doenca residual minima (DRM) é considerada o principal fator de
prognostico da Leucemia Linfoide Aguda (LLA) em criancas. O objetivo desse estudo é
avaliar a influéncia da avaliacdo de DRM do D15 na analise das classificaces de risco
pelos diferentes protocolos utilizados para tratamento da LLA da infancia em uma
instituicdo de referéncia no sul do Brasil.

Metodos: Estudo retrospectivo a partir da revisao de prontuarios dos pacientes com idade
entre 1 e 18 anos portadores de LLA B atendidos no HCPA a partir de janeiro de 2013
até abril de 2017.

Resultados: Foram analisados 75 pacientes. houve significancia estatistica nas analises
quando se agrupou a DRM por CF do D15, em trés categorias < 0,1%, entre 0,1 e 10% e
> 10% com a seguinte distribuicdo 30,7%, 52% e 17,3% respectivamente. Houve
associacdo significativa entre DRM D15 por CF < 0,1% a ndo ter obito e nem recidiva e
DRM D15 por CF > 10% a evoluir a dbito ou a recidiva. O HR cumulativo do risco de
recidiva dos pacientes que apresentaram DRM do D15 < 0,1%, entre 0,1 e 10% e > 10%
foram respectivamente 19,2%, 59,8% e 80,1%.

Conclus6es: As analises sugerem que DRM do D15 por CF < 0,1% foi um ponto de corte
para pacientes que apresentaram melhores desfechos e que DRM do D15 nas
classificacGes de risco € util principalmente para a estratificacdo de pacientes com
progndstico mais favoravel no nosso meio.

Palavras chave: LLA pediatrica. Classificacdo de risco. Doenga residual minima.
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INTRODUCAO

A leucemia linfoide aguda (LLA) pediatrica é atualmente uma doenca
potencialmente curavel na maioria dos casos Os avancos nos estudos permitiram que as
taxas globais de cura para essa doenca que eram de menos de 10% em 1960 atingissem
sobrevida global de aproximadamente 90% nos Estados Unidos.! Apesar dessa melhora
significativa, cerca de 20% dos pacientes ainda recaem e a taxa de cura ap6s a recaida é
de aproximadamente 25% a 40%.%3

A recaida representa a principal causa de falha no tratamento. Uma resposta
precoce a terapia € um indicador importante de prognostico e pode tentar prever esse
risco.* Pacientes com depuracao rapida dos blastos em sangue periférico (SP) apds uma
semana de corticoide geralmente tem melhor prognostico.> Assim como aqueles que
apresentam reducao dos blastos na medula 6ssea (MO) no dia 15 da inducio ou D15.%

Atualmente, a maioria dos grupos de estudo explora a aferigdo e cinética de niveis
submicroscopicos das células leucémicas, ou seja, a doenca residual minima (DRM). A
DRM ¢ considerada o principal fator de prognéstico da LLA em criangas, mesmo em
pacientes com caracteristicas que sugerem um baixo risco de recaida. Por conta disso, ela
estd sendo utilizada para refinar a estratificacdo de risco dos protocolos de tratamento
mais modernos e para redirecionar o tratamento.’

A deteccdo molecular da DRM ja foi bem padronizada. As técnicas por reagdo em
cadeia de polimerase (PCR) sdo mais sensiveis e sdo capazes de detectar uma célula
leucémica em 100.000 células normais. J& o limite de sensibilidade da técnica por CF é
de 0,01% ou 10, ou seja, detecta uma célula leucémica em 10.000 células normais.
Embora menos padronizada, a CF é mais rapida, tem menor custo e é amplamente
disponivel 8

A DRM, sobretudo por biologia molecular, do final da indugdo é utilizada por

quase todos 0s grupos de estudo como um fator que determina a intensidade do tratamento
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pos inducdo. Ja estd bem estabelecido sua importancia, quando indetectavel ou em niveis
muito baixos, como um indicador de uma evolucdo mais favoravel e um menor risco de
recaida.’

Entretanto, um estudo do grupo AIEOP BFM-ALL (Associazione Italiana
Ematologia Oncologia Pediatrica and Berlin-Frankfurt Minster) mostrou que a analise
de DRM no D15 em medula déssea por citometria de fluxo (CF) também tem um forte
impacto progndstico e pode complementar a estratificagdo de risco.!® Sendo esta uma
metodologia de mais facil acesso e especifica por ndo confundir com células regenerativas
presentes no final da indugéo.

Neste estudo, pretendemos avaliar a influéncia da avaliacdo de DRM do D15 na
andlise das classificagcdes de risco em pacientes classificados por diferentes protocolos
utilizados para tratamento da LLA da infancia em uma institui¢do de referéncia no sul do

Brasil.

MATERIAL E METODOS
Populacéo do estudo

Estudo epidemioldgico do tipo transversal, descritivo e retrospectivo, a partir da
analise de prontuérios de 75 pacientes com idade entre 1 e 18 anos portadores de LLA B
atendidos no Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA) a partir de janeiro de 2013 até
abril de 2017. Os critérios de exclusdo foram auséncia de anélise de DRM no D15 da
inducédo e LLA de linhagem ndo B.

Todos realizaram imunofenotipagem de medula 6ssea ou de sangue periférico por
CF ao diagnostico. Além disso, foi avaliado idade, contagem de leucdcitos, envolvimento
do SNC, morfologia das células leucémicas, citogenética e biologia molecular ao

diagnostico quando disponivel.
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O aspirado de MO foi realizado no D15 (depois de 14 dias de corticoterapia, 1
dose de vincristina, daunorrubicina e asparaginase e 1 intratecal) e no final da inducédo
para a avaliacdo morfolégica e pesquisa de DRM. A pesquisa de DRM por
imunofenotipagem no HCPA foi realizada com o citdmetro BD FACSCantoll (Becton
Dickinson, Sao Jose, CA) inicialmente utilizando 6 cores e a partir do final de 2015, 8
cores. Os protocolos foram baseados na padronizagdo do consorcio Euroflow. !

O painel de anticorpos utilizado para diagnéstico de LLA B por CF era composto
por um screening com MPO, CD79a e CD3 marcados intracelularmente; CD34, CD19,
CD7, CD3 e CD45 marcados na membrana celular. Na subclassificacdo da LLA B os
anticorpos utilizados foram: CD20, CD45, CD58, CD66¢c, CD34, CD19, CD10, CD38,
IgKappa, IlgLambda, IgM de membrana e IgM citoplamatica, CD33, CD13, CD117, CD9,
TdT nuclear, CD22 e CD24. Nos casos em que CD10 era negativo, adicionou-se um tubo
contendo anticorpos preditores do rearranjo MLL: CD65, CD15 e NG2. As fluorescéncias
utilizadas nos painéis foram FITC, PE, PerCP, PE-CY7, APC, APC-H7 (6 cores) e FITC,
PE, PerCP-CY5.5, PE-CY7, APC, APC-H7, Pacif Blue e Pacif Orange (8 cores).

Para a pesquisa de DRM, foram utilizados dois tubos contendo marcadores
comuns CD19, CD45, CD34, CD10, CD38 quando realizado com 6 cores e CD19, CD45,
CD34, CD38, CD81, CD10 e CD20 com 8 cores, em combinagdo com 0s anticorpos
CD66¢c e CD123. Para uma deteccdo precisa e sensivel de baixa frequéncia de células
malignas, ou seja, 1 em 10.000 células normais (0,01% ou 10*), foram adquiridos no
minimo 1.000.000 eventos. O acompanhamento da DRM foi realizado pela deteccao de
imunofen6tipos normais versus reacionais versus clonais.

Todos os dados foram analisados utilizando o software Infinicyt (Cytognos,

Salamanca, ES).
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Esse estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) do HCPA,
CAAE: 55303916.5.0000.5327.

Definicédo de grupos de risco

A estratificacdo de risco foi baseada nos critérios do National Cancer Institute
(NCI) e nos critérios dos seguintes protocolos do grupo Berlim-Frankfurt-Minster
(BFM): BFM 95, IC-BFM 2002 e IC-BFM 2009. Todos os pacientes foram estratificados
conforme suas caracteristicas clinicas e laboratoriais ao diagnostico e velocidade de
resposta ao tratamento inicial independente do protocolo de tratamento que recebeu.

A classificacdo de risco pelo protocolo de tratamento que utiliza a DRM em sua
estratificacdo de risco, o IC-BFM 2009, foi comparada as estratificagdes de risco pelos
protocolos anteriores que nao utilizavam DRM.

Os critérios de classificacdo de risco conforme NCI e regimes de tratamento do

BFM estdo no material suplementar desse artigo.

Estruturacao e Andlise Estatistica

O banco de dados foi realizado no software Excel versdo 2016. A analise
estatistica foi realizada no software SPSS verséo 20.0. As estimativas de sobrevida foram
estimadas pelo método de Kaplan-Meier. A comparacgdo do tempo médio de sobrevida
foi feita pelo teste Log Rank. O risco cumulativo de recidiva ou ébito foi estimado por
Hazard Ratio (HR). A duracéo da sobrevida global foi estimada pelo tempo desde o
diagnostico de LLA até a data do Obito e data do Gltimo contato. A duragdo da sobrevida
livre de eventos foi estimada pelo tempo desde o diagndstico de LLA até a data da
recidiva, refratariedade ao tratamento, data do 6ébito ou até data do Gltimo contato.

Todos os dados foram atualizados em outubro de 2017.
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RESULTADOS

Foram analisados 75 pacientes com diagndéstico de LLA B entre 1 e 18 anos de
idade. Entre os 75 pacientes, ocorreram 16 (21,3%) recaidas e 17 (22,6%) Obitos
conforme tabelas 2 e 3.

A distribuicdo dos grupos de risco comparando as classificaces pelos protocolos
IC-BFM 2009 com as classificacdes pelo BFM 95 e pelo IC-BFM 2002 é demonstrada

na tabela 1.

TABELA 1. Analise de concordancia entre as estratificacdes de risco pelos protocolos
IC-BFM 2009 e BFM 95 e entre IC-BFM 2009 e IC-BFM 2002.

RISCO IC-BEM 2009 Total
BR RI AR

BR 8 13 2 23
RISCO RI 0 29 1 30
BEM 95

AR 0 0 22 22
Total 8 42 25 75

BR 8 12 1 21
RISCO RI 0 30 2 32
IC-BEM 2002

AR 0 0 22 22
Total 8 42 25 75

BR = baixo risco; RI= risco intermediario; AR = alto risco. BFM = grupo Berlim-Frankfurt-Munster; IC =
Intercontinental; GBTLI = Grupo Cooperativo Brasileiro para Tratamento da Leucemia Linfoide Aguda na
infancia.

A DRM do D15 e DRM do final da inducdo foram estratificadas em quatro
categorias inicialmente: < 0,01%, entre 0,01 a 0,1%, entre 0,1 a 10% e > 10%.

Sobre a DRM do final da indugéo, houve associagao significativa entre recidiva e
DRM entre 0,1 e 10% (p = 0,001; qui quadrado) e DRM > 10% com 6bito e recidiva (p
< 0,001; qui quadrado). Todos os pacientes com DRM > 10% no final da indugéo foram

a Obito. Além disso, DRM < 0,01% foi associado com maior probabilidade de ndo evoluir

a Obito e nem recidiva pelas analises de qui quadrado (p < 0,001).
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TABELA 2. Distribuicéo dos eventos conforme DRM do final da inducéo por CF.

<0,01% | 0,01-0,19% | 0,1 -10% >10% Total
N° 96 | N° % | N° % | N° % | N° %
Total 63 84 |4 53 | 4 53 | 4 53 |75 100
Recaidas 9 1 4 2 16 21,3
MO 5 1 2 1
Testiculos 1 1
SNC 2
MO + SNC 1 1
MO + linfonodos 1
Obitos 10 1 2 4 17 22,6
Doenca 3 2 3
Em RC pds QT 7
Em RC p6s TMO 1

MO = medula éssea; SNC = sistema nervoso central; RC = remissdo completa; QT = quimioterapia;
TMO = transplante de medula 6ssea.

Com relacdo a DRM do D15, as curvas de sobrevida demonstraram resultado

significativo quando os valores foram agrupados em apenas trés categorias: < 0,1%, entre

0,1% e 10% e > 10%, para demonstrar 0s grupos de maior ou menor risco de recaida ou

Obito. As curvas com quatro categorias: < 0,01%, entre 0,01% a 0,1%, entre 0,1% a 10%

e > 10% néo foram significativas e nem representativas. Do ponto de vista clinico, os

nossos dados sugerem cortes adequados de DRM por CF do D15 de 0,1% para baixo

risco e maior do que 10% para o grupo de maior risco de recidiva ou ébito. Houve

associacdo significativa entre DRM D15 por CF < 0,1% a nao ter ¢bito (p = 0,006; qui

quadrado) e nem recidiva (p = 0,03; qui quadrado) e DRM D15 por CF > 10% a evoluir

a Obito (p = 0,006; qui quadrado) ou a recidiva (p = 0,03; qui quadrado).
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TABELA 3. Distribuicdo dos eventos conforme DRM do D15 por CF.

<0,1% 0,1-10% > 10% Total
N° % | N° % N° % | N° %

Total 23 30,7 | 39 52 | 13 17,3 | 75 100
Morfologia

M1 18 26 2 46 61,3

M2 5 12 0 17 22,7

M3 0 1 11 12 16
Recaidas 2 10 4 16 21,3

MO 7 2

Testiculos 1 1

SNC 2

MO + SNC 1 1

MO + linfonodos 1
Obitos 2 8 7 17 22,6

Doenca 4 5

Em RC pds QT 2 4 1

Em RC pés TMO 1

MO = medula dssea; SNC = sistema nervoso central; RC = remissdo completa; QT = quimioterapia;
TMO = transplante de medula 6ssea.

Todos os pacientes tiveram avaliacdo morfoldgica no D15 e no final da inducéo.
Com relacdo a morfologia do D15, 46 (61,3%) apresentaram medula M1 (< 5% blastos
na MO), 17 (22,7%) foram classificados como M2 (5% a menos de 25% blastos na MO)
e 12 (16%) foram definidos como M3 (> 25% de blastos na MO).

A estimativa de sobrevida global (SG) em 4 anos dos pacientes que apresentaram
DRM do D15 < 0,1%, entre 0,1 a 10% e > 10% foram respectivamente 90%, 64,2% e
42,2% e o HR cumulativo do risco de 6bito em 4 anos dos pacientes que apresentaram
DRM do D15 < 0,1%, entre 0,1 a 10% e > 10% foram respectivamente 10,5%, 44,2% e

86,2% (p= 0,003; Log Rank test) (Figuras 1A e 1B).
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Figura 1. (A) Estimativa de SG conforme DRM D15 por citometria de fluxo e (B) HR
cumulativo do risco de 6bito conforme DRM D15.

A estimativa de sobrevida livre de eventos (SLE) em 4 anos dos pacientes que
apresentaram DRM do D15 < 0,1%, entre 0,1 a 10% e > 10% foram respectivamente
82,5%, 55% e 44,9% e o HR cumulativo do risco de recidiva dos pacientes que
apresentaram DRM do D15 < 0,1%, entre 0,1 a 10% e > 10% foram respectivamente

19,2%, 59,8%, 80,1% (p = 0,014; Log Rank test) (Figuras 2A e 2B).
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Figura 2. (A) Estimativa de SLE conforme DRM D15 por citometria fluxo e (B) HR
cumulativo do risco de recidiva conforme a DRM do D15.

Outras variaveis como critérios do NCI, morfologia do D15 e resposta ao
corticoide também demonstraram significancia prognostica. Nenhum paciente com DRM

< 0,1% no D15 foi mau respondedor ao corticoide. A SLE conforme essas variaveis estao
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descritas na tabela 4. Entretanto, outras analises como regressao multivariada de Cox nao
foram consideradas devido ao n e ao nimero de desfecho.

TABELA 4. Distribuicéo das varidveis conforme morfologia no D15, D8 e NCI

N % SLE P
Morfologia D15 (0,001; Log Rank)
M1 46 61,3 74,3%
M2 17 22,7 67,7%
M3 12 16 31,1%
D8 (< 0,001; Log Rank)
< 1000blastos/mm? 65 86,7 78%
> 1000blastos/mm? 10 13,3 20%
NCI (< 0,001; Log Rank)
BR 44 58,7 94,8%
AR 31 41,3 28,3%

SLE: Sobrevida livre de eventos; M1: < 5% blastos na MO; M2: 5 a < 25% blastos na MO; M3 > 25% de
blastos na MO; BR: baixo risco; AR: alto risco.

DISCUSSAO

O tratamento da LLA é uma das terapias mais complexas dentre os programas
terapéuticos contra o cancer. As criangas com LLA sdo classificadas e tratadas de acordo
com grupos de risco de recaida.*? A caracterizacdo dos grupos de risco é baseada na
integracdo de caracteristicas da doenca e de fatores prognosticos. Isso garante a
intensificacdo da terapia para pacientes com alto risco de recaida, enquanto poupa
toxicidade para aqueles com uma alta probabilidade de cura.™

O desaparecimento das células leucémicas do sangue periférico no 8° dia de
tratamento com corticoterapia e da medula dssea no 15° dia de tratamento e no final da
inducéo é um importante fator para avaliar o risco de recaida da doenca.* A avaliagio do
D8 é barata, rapida e disponivel, pois s6 necessita da avaliagdo das contagens de blastos
em sangue periférico. Uma pobre resposta ao corticoide é observada em menos de 10%
dos pacientes e esse parametro é utilizado para estratificacdo de risco nos protocolos

atuais, sendo os maus respondedores considerados de alto risco de recaida.’> Nos nossos
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dados, 13,3% dos pacientes apresentaram pobre resposta ao corticoide conforme tabela
4.

Além dessa anélise de sangue periférico na primeira semana da terapia de inducéo
da LLA, também é utilizado a andlise de esfregacos de medula 6ssea durante e apos a
terapia de inducdo para avaliacdo de resposta precoce.™ Porém, a avaliagdo morfoldgica
da medula 6ssea por microscopia Optica € uma técnica de baixa sensibilidade. Por isso,
nos dias atuais, sdo recomendados métodos analiticos com melhor sensibilidade que
permitem a deteccdo de células leucémicas em proporcdes muito menores do que as
obtidas por avaliagdo morfoldgica, como a DRM.®

A técnica de deteccdo de DRM pode ser realizada por: CF de imunofendtipos
aberrantes, pesquisa de rearranjos no DNA dos genes que codificam as imunoglobulinas
(1g) ou o receptor de linfocitos T (TCR) por PCR, e por pesquisa de transcritos de fusao
(RNA) também por PCR que € o método de elei¢do, por exemplo, nos casos de LLA com
Ph+, para detectar o transcrito BCR/ABL.®

As principais vantagens do estudo de DRM por CF sdo a rapidez, custo,
disponibilidade e quantificacdo precisa de células anormais. As principais desvantagens
sd0 a necessidade de elevada expertise técnica, sensibilidade varidvel, devido a
semelhancas entre células normais de regeneracdo e células malignas, e a possibilidade
de mudangas no fendtipo apds o inicio do tratamento, seja pela evolucdo clonal das células
leucémicas, seja pelas drogas utilizadas.®

A CF tem ainda a vantagem de detectar células intactas, em contraste com a PCR,
em que o material de acido nucleico contaminante de células mortas pode complicar a
interpretacdo. Ambas as técnicas tém limitagdes, porque assim como o imunofenétipo
dominante, o rearranjo de Ig / TCR também podem evoluir ao longo do tempo e, portanto,

ndo ser reconhecido.’®
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Entretanto, a sensibilidade da CF é menor do que a técnica de PCR. Por isso, essa
questdo esta sendo motivo de muitos debates nos Gltimos anos. Discussdes sobre como
diminuir esse limite de detecgdo para < 10° a 10 estdo sendo realizadas na tentativa de
se atingir a sensibilidade de técnicas como a da PCR.®

A tendéncia futura € um tratamento cada vez mais personalizado. Os avangos
historicos na area sdo imensos, mas ainda temos muito 0 que aperfeicoar na nossa
realidade. A tecnologia da PCR néo é disponivel na maioria dos centros de tratamento
oncoldgico no Brasil. Por isso, a CF por ser um método mais barato e mais acessivel tem
sido motivo de estudo para aperfeicoamento da técnica de analise de DRM em LLA
principalmente em paises com menos recursos finaceiros.

Os protocolos de tratamento para a LLA da infancia recomendam o
monitoramento da DRM em multiplos pontos para avaliar a eficicia dos varios estagios
de quimioterapia na depuracédo das células leucémicas. Diversos estudos ja demonstraram
que a DRM do final da inducéo, principalmente por biologia molecular, € um importante
preditor de desfecho em criangas e adolescentes com LLA B.1” Entretanto, uma avaliagdo
de DRM mais precoce tambem tem sido investigada e tem demonstrado valor
prognostico. A analise de DRM em medula 6ssea por CF ap0ds cerca de 2 semanas do
inicio da quimioterapia de inducdo (dia 15) também mostrou beneficio adicional na
estratificacdo de risco.*

Em nosso estudo, verificamos a importancia da DRM do D15 na estratificagao do
grupo de risco intermediario, quando comparamos o0s protocolos que utilizam DRM com
0s que nao utilizavam a DRM. Dentre os 23 pacientes classificados como BR pelo BFM
95 e dos 21 pacientes classificados como BR pelo IC-BFM 2002, somente 8 foram
classificados como BR pelo IC-BFM 2009. Os restantes foram classificados como RI pela

classificagdo do IC-BFM 2009. Apesar do n limitado, isso é devido a incluséo da analise
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de DRM no D15 pela classificacdo do IC-BFM 2009, pois a avaliagdo morfoldgica no
D15 so6 apresentou medula 6ssea M1 e M2 e nenhum caso de M3 conforme. Se nesse
momento fosse considerado apenas a avaliacdo morfoldgica, a concordancia entre 0s
grupos de baixo risco teria sido maior algo que nédo ocorreu.

As andlises dos nossos dados sugerem que DRM do D15 por CF < 0,1% foi um
ponto de corte para pacientes que apresentaram melhores desfechos e DRM do D15 por
CF > 10% com piores resultados corroborando com os dados da literatura que
demonstram a importancia da analise da DRM do D15 por CF como um forte preditor
precoce de progndstico.'® Porém, ndo podemos afirmar no estudo atual que a DRM do
D15 por CF foi o principal preditor de prognostico devido ao n e numero de desfechos na
analise multivariada. Algo que foi demonstrado pelo estudo do grupo AIEOP-BFM
2000.1°

Alem disso, pacientes com DRM do D15 < 0,1% por CF tiveram maior SG e SLE
e menor HR cumulativo de risco de 6bito ou recidiva conforme demonstramos nas figuras
1 e 2. Embora tenhamos estimado a sobrevida em 4 anos pelo tempo do estudo, 0s
resultados ndo foram muito discrepantes ao do estudo do grupo AIEOP-BFM 2000 que
estimou a sobrevida em 5 anos. No presente estudo, pacientes com DRM < 0,1% por CF
no D15 apresentaram estimativa de SLE em 4 anos de 82,5%, sendo que no estudo
AIEOP-BFM 2000 a estimativa de SLE em 5 anos desses pacientes foi de 89,9%.° Isso
demonstra que a DRM do D15 por CF pode contribuir para refinar ainda mais a
classificacdo progndstica e sugere que esse grupo de pacientes pode se beneficiar de
reducéo de dose na terapia de inducdo. 8

Verificamos, ainda, que DRM por CF < 0,01% no final da inducéo foi associado
com maior probabilidade de ndo evoluir a 6bito, que DRM por CF positiva entre 0,1% e

10% no mesmo momento mostrou associacao significativa com recidiva e DRM por CF
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> 10% apresentou associacdo com 6bito e recidiva também no final da inducdo. Esses
dados corroboram com a literatura que demonstra que a auséncia de DRM no final da fase
de inducdo é considerada o principal preditor de resultados favoraveis e DRM detectavel
no final da induc&o tem maior risco de recaida e pior sobrevida.’

Um estudo do St. Jude Children’s Research Hospital avaliou a DRM por CF no
dia 19 da inducéo e identificou que o valor progndstico da DRM do dia 19 em amostra
de medula dssea por CF foi superior ao definido pela morfologia e permaneceu
significativo apds ajuste para outras variaveis clinicas e bioldgicas.'® Outro estudo mais
recente da mesma equipe demonstrou que DRM no D19 era particularmente til para
pacientes com apresentacdo favoravel. Enquanto DRM no D46 ajudou a identificacdo de
pacientes com risco aumentado de recaida dentro dos critérios NCI de alto risco. Além
disso, constataram que pacientes com DRM > 1% no D19 ou DRM detectavel no D46
tiveram um maior risco de recaida e pior SLE e SG. Nesse estudo, a DRM foi realizada
tanto por CF quanto por PCR. Qualquer método poderia detectar as células de LLA com
uma sensibilidade de 0,01% ou melhor e os resultados foram geralmente concordantes.
Nos poucos casos discrepantes, foi utilizado o valor mais alto da DRM para a atribuicdo
de risco.®

O Children’s Oncology Group (COG) relatou um prognéstico muito favoravel
para pacientes com LLA de células B, critérios de baixo risco e anormalidades
citogenéticas favoraveis que apresentaram niveis de DRM por CF inferiores a 0,01% no
dia 8 em sangue periférico e no final da inducdo em medula 6ssea. A presenca de DRM
nesses momentos foi associada com menor SLE em todos os grupos de risco.’

Um outro estudo avaliou o significado prognoéstico da DRM em sangue periférico
no dia 15 da inducdo e identificou um grande grupo de pacientes com excelente

prognostico e adicionou informagdes prognosticas a estratificacdo de risco com base na
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DRM do final da inducédo e da semana 12 do tratamento. Entretanto, esse estudo avaliou
a DRM do dia 15 por PCR. A avaliacdo de DRM por PCR exige tempo e requer pelo
menos 2 semanas, mas geralmente 4, o que faria uma intervengéo precoce no tratamento
baseada em DRM por PCR no dia 15 algo dificil de ser efetivada.?’

Definir o grupo de prognéstico mais favoravel o mais precoce possivel como no
dia 15 da inducdo ap6s uma semana de corticoide e uma semana de quimioterapia mais
corticoide € extremamente Util e benéfico para os pacientes, pois oferece a possibilidade
de modificar precocemente a quimioterapia, como diminuir a dose de antraciclina
utilizada no tratamento de indug&o em protocolos baseados no grupo BFM por exemplo.?
Isso pode contribuir para diminuir os efeitos tardios associados a um tratamento longo
como o da leucemia.

O presente estudo é o primeiro estudo brasileiro que demonstra a influéncia da
inclusdo da DRM na classificagdo de risco em pacientes pediatricos portadores de LLA
B. A DRM por citometria de fluxo € um método plausivel em nossa realidade, para refinar
a estratificacdo de risco dos nossos pacientes. Nossos dados sugerem a influéncia da DRM
do D15 nas classificacGes de risco, sendo Util principalmente para a estratificagdo de
pacientes com progndstico mais favoravel assim como demonstra a literatura.®

Em concluséo, reconhecemos as limitagdes do estudo por se tratar de um estudo
retrospectivo, baseado em dados de uma Unica instituicdo brasileira de referéncia em
tratamento oncoldgico, com tamanho de amostra e um periodo de andlise limitados.
Apesar disso, encontramos dados muito semelhantes aos da literatura com relagdo ao
impacto da analise de DRM. Faz-se necessario mais estudos, de preferéncia prospectivos
e cooperativos, para caracterizarmos melhor a nossa populagéo, aprimorarmos 0 nosso
conhecimento e garantirmos um tratamento cada vez mais personalizado como o

preconizado por estudos internacionais.
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MATERIAL SUPLEMENTAR
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Classificacdo de risco conforme NCI e regimes de tratamento do BFM.

Grupos de Risco

BR RI AR
NCI - Leucdcitos < - Leucocitos >
50.000/mm? ao 50.000/mm?3 ao
diagnéstico e diagnostico e/ou idade
idade>1anoe<10 = 10 anos
anos
BFM 95 - Sem critério para Alto | - Sem nenhum critério | - Pobre resposta ao
Risco; de Alto Risco corticoide;
- Contagem de - E contagem de - E/ou sem RC no D33
leucédcitos < 20.000/uL; | leucdcitos =20.000/uL | dainducdo;
- Idade ao diagndstico - E/ou idade ao - E/ou evidéncia de
entre 1 e 6 anos; diagndstico<1anoou | t(9;22) ou BCR/ABL;
> 6 anos - E/ou evidéncia de
t(4;11) ou gene MLL-
AF4.
IC-BFM -SP no dia 8 (D8) da -SP no D8 da indugdo < | - Pelo menos um dos
2002 inducdo < 1.000 1.000 blastos/pL; seguintes critérios:
blastos/uL; - Eidade ao diagnéstico | - Rle MO no D15= M3
- Eidade ao diagnéstico | <1ano ou 26 anos (ndo risco standard e
maior ou igual a1 ano e | e/ou leucédcitos ao M3 no D15);
menor do que 6 anos; diagnostico 2 - Blastos no SP no D8 >
- Leucdcitos ao 20.000/uL; 1.000 blastos/uL;
diagnostico < -MO no D15 =M1 ou - MO no D33 =M2 ou
20.000/uL; M2; M3;
-EMO no dia 15 (D15) -EMOno D33=M1lou | -Presencadat(9;22)
da indugdo M1 ou M2; critérios risco ou t(4;11)[MLL-AF4].
-E MO no dia 33 (D33) “Standard “, mas MO
da indugdo M1. no D15 = M3;
-MO no D33 =M1.
IC-BFM - SP no D8: <1.000 - Todos os pacientes - Rl e, se houver
2009 blastos/uL; que n3o forem dlSpOﬂlbI'Idade DRM-
-Eidade>1anoe<6 estratificados como BR | CF >10% ou M3 na
anos; ou AR. MO do D15;

- E contagem inicial de
leucdcitos < 20.000/uL;
- E se houver
disponibilidade: DRM-
CF<0,1% ou MO
M1/M2 no D15;

- E M1 na MO do D33.

- Todos os critérios
devem ser preenchidos.

- BR e, se houver
disponibilidade: DRM-
CF > 10%;

- SP no D8 = 1.000
blastos/pL;

- M2 ou M3 na MO do
D33;

- Translocagéo t(9;22)
[BCR/ABL] ou t(4;11)
[MLL/AF4];
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- Hipodiploidia < 44.
- Somente um destes
critérios ja classifica
como AR.

NCI = National Cancer Institute; GBTLI = Grupo Cooperativo Brasileiro para Tratamento da Leucemia
Linfoide Aguda na infancia; BFM = grupo Berlim-Frankfurt-Munster; 1C = Intercontinental;

BR = baixo risco; RI = risco intermediario; AR = alto risco; MO = medula 6ssea; SP = sangue periférico;
M1 = < 5% blastos na MO; M2 = 5% a menos de 25% blastos na MO; M3 = > 25% de blastos na MO;
DRM = doenga residual minima; D8 = dia 8 da indugéo; D15 = dia 15 da indugéo.

Fonte: Adaptado de Smith et al., 1996; Moricke et al., 2008; Schrappe et al., 2002; Schrappe et al., 2009.
21;22; 23; 24.
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10 CONSIDERACOES FINAIS

O Brasil é um pais de propor¢8es continentais e heterogéneo. Apesar disso, ainda
sdo poucos os dados nacionais que demonstrem claramente como essa pluralidade afeta
a apresentacdo e o progndstico de doencas como a LLA. Dessa forma, trabalhos que
busquem descrever melhor as caracteristicas da LLA em nossa populacéo e sua resposta
ao tratamento s&o extremamente importantes.

Nosso estudo apresenta diversas limitagcOes: trata-se de um estudo retrospectivo,
com tamanho de amostra e um periodo de analise limitados. Apesar disso, os dados
obtidos sdo relevantes para comegarmos a entender como essa doenca se apresenta e se
comporta em nossa realidade.

Em nosso estudo, verificamos alguns dados discrepantes com relagdo aos
descritos na literatura como uma maior porcentagem de pacientes classificados como alto
risco na populacdo estudada e uma sobrevida inferior. No que tange a avaliacdo da DRM
do D15 da inducdo fica clara a sua importancia principalmente na estratificacdo de risco
do grupo mais favoravel o que esta de acordo com o descrito na literatura.

A tendéncia futura é um tratamento cada vez mais personalizado. Entretanto,
ainda temos muito o que aperfeigcoar. Estudos mais amplos de preferéncia prospectivos
s80 necessarios no Brasil, para que possamos caracterizar de forma mais consistente 0s

nossos dados e melhorar 0s nossos desfechos.
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APENDICE A - FICHA DE COLETA DE DADOS

Identificacdo:

Data de nascimento: / / Género:( )1-M ( )2-F

Data do diagnéstico: / / Idade ao diagnostico:

Leucdcitos ao diagnostico:

( ) 1-<20.000/mm3; ( )2-20.000 a50.000/mm?; ()3 ->50.000/mm?
SNC:

() 1-—negativo; ( ) 2—acidente; ( ) 3— positivo
Morfologia ao diagndstico:

()1-L1;( )2-L2;( )3-L3;( )4—néo realizado.
Imunofenotipagem ao diagndstico:

( )1-LLA proB;

( )2-LLABcomum,;

( )3—-LLApréB;

()4 - LLA B intermediéaria.

Citogenética:

( )1-normal;

() 2 - alterado.

Se alterado, descrever:

() 3—sem crescimento

()4 —nao realizado.

pH:

() 1-positivo; () 2 — negativo.

Biologia molecular: descrever se disponivel

Sindromes associadas:
( )1-sim;( )2-nédo.

Se sim, descrever:




D8:

( )1 -<1000 blastos em SP;
( ) 2->1000 blastos em SP.
Morfologia D15:

()1-ML

()2-M2;

( )3-Ms3.

DRM D15:

() 1—negativa;

() 2-positiva 0,01% a 10%j;
() 3—positiva > 10%.
Morfologia D33/ D35:
()1-MI

()2-M2

( )3-M3.

DRM D15:

() 1-negativa;

() 2 - positiva 0,01% a 10%;
() 3 - positiva > 10%.
Protocolo:

( )1-GBTLI 99;

( )2-GBTLI 2009;

( )3-BFM 95;

( )4-1C BFM 2002;

( )5-1C BFM 2009.

Estratificacdo de risco conforme NCI:

( )1-BR;( )3-AR.

Estratificagdo de risco conforme cada protocolo:

Risco_gbtli99:

( )1-BR;( )2-RI;( )3-AR.
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Risco_gbtli2009:

( )1-BR;( )2-RI;( )3-AR.

Risco_ BFM95:

( )1-BR;( )2-RI;( )3-AR.

Risco_BFM IC 2002:

( )1-BR;( )2-RI;( )3-AR.

Risco_BFM IC 2009:

( )1-BR;( )2-RI;( )3-AR.

Situacdo Atual:

() 1—Remissao completa;
() 2—Em tratamento;
() 3—Recidiva;

()4 - Obito;

()5 - Refratario.
Recidiva:

( )1-sim; ( )2-néo.

Se sim, data da recidiva: / /

Se sim, local da recidiva:
()1-MO;

()2 - Testiculo;

( )3-SNC;

( )4—MO +SNC;
() 5-MO + linfonodos
Obito:

( )1-sim;( )2-ndo.

Se sim, data do 6bito: / /

Data da Ultima noticia: / /
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