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RESUMO

Introducédo : Seguindo os conceitos da classificacdo da OMS para as leucemias
agudas, varios estudos tentam identificar caracteristicas clinicas, biologicas e
laboratoriais que se correlacionam com o0 progndstico, objetivando incorpora-las
dentro do sistema de classificacdo de risco usado para definir a estratégia
terapéutica. Este trabalho foi realizado posto ndo haver nenhum estudo em nosso
estado correlacionando as caracteristicas clinicas e laboratoriais especificas as
variaveis imunoldgicas como fatores preditivos no tratamento de pacientes com
leucemias agudas. Objetivo : Avaliar o valor preditivo de diferentes marcadores em
SP (sangue periférico) e MO (medula éssea) no periodo de inducdo do tratamento e
sobrevida livre de doenca em pacientes com leucemias agudas. Metodologia:
Foram avaliados 110 pacientes com diagnéstico de leucemia aguda por
imunofenotipagem. Em SP foram analisados: o percentual de blastos, a contagem
de leucécitos e plaquetas e dosagem de hemoglobina; e o percentual de blastos em
MO, todos ao diagnodstico e apdés o tratamento, a fim de avaliar a resposta
terapéutica. Resultados: Dos 110 pacientes 61,82% eram do sexo masculino. A
maioria (80,9%) estava enquadrada na faixa etaria infanto-juvenil. Quanto aos
subgrupos de leucemias agudas 61,82% dos pacientes eram portadores de LLA tipo
B, 12,73% de LLA tipo T e 25,45% de LMA. O percentual de blastos em MO e SP
para cada um dos sub grupos de leucemia, no periodo de inducdo do tratamento
nao demonstrou diferenca significativa, por outro lado, em estudo comparativo entre
0S sub grupos de leucemia, houve diferenca no seu padrdo de apresentacao ao
diagnoéstico. Para as LLA -T a contagem de plaquetas no dia inicial do periodo de
inducao (D0) demonstrou diferenca significativa para os pacientes que apresentaram
recidiva apos o periodo de inducdo. Em relacdo as LMA, os pacientes com menor
dosagem de hemoglobina no DO apresentaram significativa tendéncia a recidiva
apos o periodo de inducédo. A recuperacdo da contagem de plaqueta para LLA B no
altimo dia do periodo de inducdo do tratamento a valores acima de 100.000/mm3
apontou para a nao recidiva da doenca no periodo de acompanhamento.
Conclusédo: O percentual de blastos em SP ou MO ndo demonstraram ter valor
preditivo em relacdo a remissdo de cada um destes grupos de leucemias na fase de
inducédo do tratamento. A contagem de plaquetas abaixo de 100.000/mm?® nas LLA -
T ao DO parecem ter valor preditivo para recidiva da doenca ap0s o periodo de
inducdo do tratamento. Para as LMA, os pacientes com menor dosagem de Hb no
DO apresentaram maior tendéncia a recidiva ap0s o periodo de inducdo. A
expressao do antigeno CD10 ao diagnostico da doenca deva ser um marcador de
bom progndstico para remissdo da doenga na fase de indugdo do tratamento. Para
as LLA B, contagens de plaquetas acima de 100.000/mm® ao D29 demonstraram
valor preditivo para manuten¢do de néo recidiva da doenca ap6s D29.

Palavras-chave : Leucemia Aguda; Valor Preditivo; Marcadores Hematol6gicos



ABSTRACT

Background: The recent WHO classification incorporates immunophenotypic and
cytogenetic characteristics that have prognostic impact. Several studies have
attempted to identify clinical, biological and laboratory findings that correlate with
prognosis, in order to incorporate them within the risk classification system used to
define the therapeutic strategy. This work was done since there is no study in our
state correlating the clinical and laboratory variables to specific immunological as
predictive factors in the treatment of patients with acute leukemia. Objective: To
evaluate the predictive value of different markers in PB (peripheral blood) and BM
(bone marrow) in the induction period of treatment and disease-free survival in
patients with acute leukemia. Methods : We evaluated 110 patients diagnosed with
acute leukemia by immunophenotyping. In PB were analyzed: the percentage of
blasts, leukocyte count and platelets and hemoglobin, and percentage of blasts in
BM, all at diagnosis and after treatment in order to evaluate the therapeutic
response. Results: Of 110 patients 61.82% were male. Most (80.9%) was framed in
the age group of children and adolescents. As for the subgroups of acute leukemias
61.82% of ALL patients had type B, 12.73% of ALL type T and 25.45% of AML. The
percentage of blasts in BM and PB for each of the sub groups of leukemia during
induction treatment showed no significant difference on the other hand, in a
comparative study between the subgroups of leukemia, there was a difference in
their standard of presentation to diagnosis. For T-ALL platelet count on the initial
induction period (DO) showed significant difference for patients who relapsed after
the induction period. Regarding AML, patients with lower hemoglobin on DO showed
a significant tendency to relapse after the induction period. The recovery of platelet
count to LLA B at the last day of the induction period of the treatment to values above
100,000/mms3 is not pointed to the recurrence of the disease follow-up period.
Conclusion: The percentage of blasts in BM and PB not shown to have predictive
value in respect of reference of each of these groups of leukemia in the induction
phase of treatment. Platelet counts below 100.000/mm? in T-ALL seem to DO have
predictive value for recurrence of disease after the induction period of treatment. For
AML, patients with lower Hb determination on DO were more likely to relapse after
the induction period. The CD10 antigen expression at diagnosis of the disease
should be a marker of good prognosis for remission induction phase of treatment. For
ALL B, platelet counts above 100.000/mm3 in the D29 demonstrated predictive value
for maintenance of non-recurrence of disease after D29.

Keywords: Acute leukaemia; Predictive Value; Hematological Markers
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1 INTRODUCAO

A leucemia aguda se caracteriza pela proliferacédo clonal da célula tronco
hematopoética substituindo o tecido normal da medula Ossea. A recente
classificagcdo da OMS incorpora caracteristicas citogenéticas e imunofenotipicas que
apresentam impacto progndéstico (CUNHA, 2005).

A LLA (Leucemia Linféide Aguda) representa 75 - 80% de todos 0s casos
de leucemia em criancas (RIBEIRO, 2001) e apenas 20% em adultos (BARRIOS,
2001). Pode ser definida como uma proliferacdo clonal maligna de células
precursoras linféides de etiologia desconhecida que leva a substituicdo da
hematopoiese normal por células linféides imaturas capazes de infiltrar linfonodos,
baco, figado e outros 6rgédos, freqientemente seguida de neutropenia, anemia e
plaquetopenia no SP (sangue periférico) (MARTINS, FALCAO, 2000; PELLOSO,
2003).

A transformagdo maligna pode ocorrer durante qualquer estagio de
diferenciacdo das células blasticas, o que explica a heterogeneidade da doenca
(BERG, 1992). Para um melhor diagnostico e classificacdo séo realizados estudos
da morfologia, citoquimica, cariétipo e imunofenotipagem (CHANG, 2004). A LLA é
considerada como modelo de sucesso em oncologia clinica e a primeira doenca
maligna disseminada a responder consistentemente a quimioterapia (MAUER,
1995).

A LMA (Leucemia Mieldide Aguda) caracteriza-se pelo crescimento
descontrolado e exagerado das células indiferenciadas, chamadas “blastos”, de
caracteristica mieldide. Na maioria dos casos desta doenca ndo existe causa
evidente. Sua incidéncia € de 1/150.000 na infancia e adolescéncia. Apresenta-se
com uma variedade de tipos de células que podem ser observadas no sangue
periférico e medula 6ssea (HAMERSCHLAK, 2008).

Vérios estudos tentam identificar caracteristicas clinicas e biolégicas que
se correlacionam com o prognostico, objetivando incorpora-las ao sistema de
classificacdo de risco usado para definir a estratégia terapéutica (SMITH, 1996).
Desta forma os pacientes considerados de baixo risco recebem tratamento menos
intensivo, enquanto aqueles de maior risco de falha sé&o tratados de modo mais
agressivo (FRIEDMANN, 2000; PUI, 1995; PUI, 1998).
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Nos ultimos anos, avancos nos cuidados dos pacientes com neoplasias
hematologicas tém resultado na melhoria da sobrevida e da qualidade de vida. Por
outro lado, a maioria dos pacientes esta sujeito a complicacdes graves e recebem
modalidades de tratamento com potencial elevado de complicacdes (SOARES et al.,
2005).

Diversas variaveis clinicas e laboratoriais como idade ao diagndstico,
género, contagem de leucdcitos, de plaquetas, niveis de hemoglobina, expressao de
determinados antigenos pelas células neoplasicas ou presenca de translocacdes
cromossOmicas, tém valor prognostico, sdo passiveis de avaliagdo no momento do
diagndstico e servem para estratificar os pacientes em grupos de risco, o que tem se
tornado elemento essencial para o desenho e avaliagdo dos tratamentos atuais
(MELLO, 2007 e TUCCI, 2008).

Nos ultimos 10 anos, a IMF (imunofenotipagem) tem mantido sua posi¢ao
como uma ferramenta indispensavel de diagnostico. Melhorias tecnoldgicas e a
disponibilidade de uma gama de anticorpos e fluorocromos conduziu a uma
fenotigem mais precisa das células, levando a uma melhor identificacdo de
populaces anormais de células hematologicas (CRAIG et al., 2008).

A imunofenotipagem, realizada com a técnica de CMF (citometria de
fluxo), é util tanto no diagndstico, classificacdo, progndstico, estadiamento,
monitoramento, como na caracterizacao fenotipica das células hematopoiéticas
patolégicas (BONJEAN et al., 2004; MARTINS e FALCAO, 2000). A CMF é uma
técnica multiparamétrica, que utiliza anti-corpos monoclonais marcados com
fluorescéncia para analisar qualitativa e quantitativamente padrbes de expressao de
antigenos (clusters designations - CDs) em populacdes celulares de interesse
(HARRIS et al., 1999). A metodologia permite a andlise de 10° a 10° células por
minuto, medindo simultaneamente as propriedades fisicas e quimicas de tais células
(HARMENING, 1997). Essa técnica tem se desenvolvido rapidamente nos ultimos
anos e suas aplicacdes sdo amplas, tanto em laboratérios de pesquisa quanto nos
laboratorios clinicos, oferecendo objetividade, sensibilidade, rapidez, especificidade
e precisdo na analise das caracteristicas celulares, incluindo o conteudo de
DNA/RNA, a deteccdo e quantificacdo de antigenos celulares, o ensaio de
resisténcia celular a drogas e o estudo de conteudo citoplasmatico, permitindo
analises multiparamétricas de um grande numero de células em pequeno intervalo
de tempo (ORFAO et al., 1995 e ORFAO et al., 1999).
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Em relagdo a microscopia convencional, a citometria de fluxo apresenta
inlmeras vantagens para a analise de células hematopoiéticas, principalmente no
que diz respeito as limitacbes de interpretacdo e resolucdo do microscopista. A
distincdo entre células hematopoéticas patologicas e células normais presentes na
amostra € baseada nos padrdes fenotipicos que diferenciam tais populacdes
celulares (ORFAO et al., 1999).

Células leucémicas apresentam caracteristicas imunofenotipicas de
células normais, porém, blogueadas em um estagio de maturacéo (JORDAN, 2002 e
MCKENNA, 2000). Fenotipos aberrantes de células leucémicas misturam
determinantes antigénicos de linhagens celulares (mieldide/linféide), assincronia de
expressado génica, fendtipos ectdpicos e diferenciacdo anormal, dentre outras
caracteristicas. Estes fenotipos aberrantes traduzem as anormalidades genéticas
presentes nestas células (ORFAO et al., 1995 e ORFAO et al., 1999).

Um consenso geral atesta a IMF como uma modalidade de diagndstico
primario para varias desordens hematopoiéticas, incluindo as linfoproliferativas
cronicas, linfomas nao-Hodgkin, leucemias agudas, crises blasticas, desordens
mieloproliferativas crénicas e sindromes mielodisplasicas. (ARGUELLES et al., 2005
e ORFAO et al., 1999). Nas neoplasias hematoldgicas, essa técnica é relevante
tanto para o diagndstico, a classificagdo, o prognéstico e o monitoramento; enquanto
que nas desordens mieloproliferativas, apresenta valor somente para o
monitoramento. De acordo com o Consenso da Segunda Conferéncia da América
Latina para Imunofenotipagem de Malignidades Hematologicas por Citometria de
Fluxo, ocorrida em 3 e 4 de maio de 2005, no México, os painéis de anticorpos
monoclonais utilizados nesse método sdo montados de acordo com 0s sinais
clinicos dos pacientes e os achados morfoloégicos e citoquimicos previamente
analisados. Nas leucemias agudas, o painel utilizado deve ser capaz de distinguir
entre leucemia linféide aguda da linhagem T, leucemia linféide aguda com células B
precursoras, leucemia mieldide aguda e leucemia aguda bifenotipica (QUIXABEIRA
e SADDI, 2008).

Em 1995, o Grupo Europeu de Estudos de Leucemias Agudas (EGIL)
classificou imunologicamente as leucemias agudas em: mieldide, linféide B e T. As
leucemias de linhagem B foram divididas de acordo com os estagios de
diferenciacdo normal dos progenitores B na medula 0ssea, classificando-se em: pro-

B, pré-pré-B ou comum, pré-B e B-maduro (EGIL,1995). (Quadro 1).
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CD19 e/ou citCD22 e/ou citCD79a, sem
B-I (LLA pro-B) expressao de outros antigenos B de
diferenciacao
B-Il (LLA B comum ou pré-pré-B) CD10+ (cLLA+)
B-11l (LLA pré-B) IgM citoplasmética+
B-IV (LLA B madura) K ou A citoplasmatica ou de membrana

Quadro 1 : Classificacdo imunolégica das leucemias linfoides agudas da linhagem B (EGIL, 1995)

Véarios estudos apontam a importancia da imunofenotipagem na
diferenciacdo das leucemias linfoides B e T, sua resposta a tratamento, incluindo
deteccdo de doenca residual minima (DIGIUSEPPE et al 2007; FIONA et al 2008).
Além disso, alguns imunofendétipos especificos para as LLA, como a perda da
expressdo do CD10(-) ou do CD19(-), ou do CD9(-) ou a expressdo parcial ou
negativa do CD34 podem estar associadas a alteracdes citogenéticas e moleculares
especificas de mau progndstico (FIONA et al 2008). Nesse mesmo sentido, dados
de CONSOLINI et al (1998) demonstram que a expressdao do CD10(+) esta
associada a outros fatores de bom prognéstico nas LLA-B da infancia, mas que nao
deve servir como variavel independente de progndstico, o que também é reportado
por FIONA et al. (2008). De acordo com Farias et al (2004) a expressao do antigeno
CD10, é de impacto favoravel no prognéstico das LLA na infancia (FARIAS et al.,
2004).

Nosso trabalho se justifica, posto ndo haver nenhum estudo em nosso
estado correlacionando as caracteristicas clinicas e laboratoriais especificas as
variaveis imunoldgicas como fatores preditivos no tratamento de pacientes com

leucemias agudas.
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Avaliar o valor preditivo de diferentes marcadores hematolégicos em sangue

periférico e medula éssea no periodo de inducdo do tratamento e sobrevida livre de

doenca em pacientes com leucemias agudas atendidos em Centro de Referéncia em

Oncologia de Séo Luis-MA.

2.2 Especificos

Relacionar os valores de leucécitos, hemoglobina e plaquetas no dia
inicial do periodo de inducdo com a sobrevida livre de doenga durante o
periodo de acompanhamento;

Relacionar os valores de leucdcitos, hemoglobina e plaquetas no ultimo
dia do periodo de inducdo com a sobrevida livre de doencga durante o
periodo de acompanhamento;

Comparar a contagem de blastos na medula 6ssea e sangue periférico ao
diagnéstico com o desfecho clinico no periodo de inducdo para cada
subtipo de leucemia aguda;

Comparar a contagem de blastos na medula 6ssea e sangue periférico ao
diagnéstico com o desfecho clinico no periodo de indugcédo entre os
diferentes subtipos de leucemia aguda,

Verificar se ha ou nao relacdo entre a remissdo apd0s o periodo de
inducdo e a fase maturativa das ceélulas neoplasicas nos diferentes

subtipos imunologicos de leucemias.
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3 METODOLOGIA

3.1 Local

O estudo foi realizado no Laboratério de Pesquisa Clinica do Centro de
Pesquisa Clinica (LPC-CEPEC) do Hospital Universitario da Universidade Federal

do Maranhdo (HUUFMA) no municipio de Séo Luis, Maranhéo.

3.2 Casuistica

Foram avaliadas amostras de medula 6ssea e sangue periférico de 110
pacientes encaminhados pelo IMOAB (Instituto Maranhense de Oncologia Aldenora
Belo) com suspeita clinica de leucemia aguda. Foram divididos de acordo com as
faixas etarias adotadas pelo INCA (Instituto Nacional de Céncer José Alencar
Gomes da Silva): infanto-juvenil (0 a 19 anos) e adulto (20 a 59 anos) e idosos
(acima de 60 anos) (INCA, 2009).

O diagnostico da leucemia e sua sub-classificacao foi firmado a partir do
método de imunofenotipagem, de acordo com o Grupo Europeu de classificacdo
imunoldgica das leucemias agudas (EGIL, 1995).

3.2.1 Aspectos clinicos e laboratoriais

Os dados clinicos foram obtidos através de revisdo de prontuarios
meédicos do IMOAB, sendo analisados a idade e género. Os dados laboratoriais sao
provenientes do Servico de Imunofenotipagem do Laboratério de Pesquisa Clinica
do CEPEC do Hospital Universitario da UFMA, o qual trabalha em parceria com o
IMOAB em pesquisas oncohematologicas do qual este trabalho faz parte. Foram
avaliados como dados laboratoriais em sangue periférico: o percentual de blastos, a
contagem de leucdcitos e plaquetas e dosagem de hemoglobina; e o percentual de
blastos em medula 6ssea, todos ao diagndstico e apds o tratamento, a fim de avaliar

a resposta terapéutica.
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Como critério de andlise de resposta terapéutica considerou-se como
remissao uma medula 6ssea com menos de 5% de blastos apds a primeira fase de
inducao do tratamento, segundo os protocolos de tratamento utilizados no IMOAB, o
protocolo do GBTLI-99 (Grupo Brasileiro para Tratamento de Leucemias Linfoides
Agudas) para LLA; enquanto que para LMA foi utilizado o protocolo do BFM-83
(Grupo Europeu Berlim-Frankfurt-Munique).

Para as LLA-B e T o protocolo terapéutico caracteriza o primeiro dia do
periodo de inducao do tratamento como DO e o vigésimo nono dia da indugdo como
final, o0 D29. Para as LMA também o dia inicial € descrito como DO, porém o dia final
€ 0 décimo quinto dia da indugéo, o D15.

O periodo de acompanhamento dos pacientes que remitiram na inducao
do tratamento estendeu-se até o més de junho de 2012. Durante este periodo, as
amostras dos pacientes com suspeita de recidiva foram novamente encaminhadas
ao LPC-CEPEC com solicitagdo de nova imunofenotipagam e, caso apresentassem
percentual imunofenotipico de blastos, foram caracterizados como recidiva.

A sobrevida livre de doenca foi definida como o periodo de tempo apos o
tratamento, durante o qual o paciente sobreviveu sem sinais clinicos e laboratoriais

da doenca.

3.2.2 Diagndstico das leucemias agudas por imunofen  otipagem

A imunofenotipagem foi realizada por citometria de fluxo utilizando-se um
painel de anticorpos monoclonais (Becton Dickinson, San José CA, USA)
direcionado contra antigenos T relacionados (CD2, CD3, CD4, CD5, CD7 e CD8),
antigenos B relacionados (CD10, CD19, CD22, CD79a além de anticorpos
policlonais anti-lgM e cadeias leves das imunoglobulinas kappa e lambda),
antigenos de diferenciacdo mieldide (CD13, CD14, CD33, CD64, CD117, anti-
mieloperoxidase ou MPO), eritréide (alfa-glicoforina), plaquetario (CD61 e CD41a) e
antigenos de linhagem né&o especifica (CD45, HLA-DR, CD34 e terminal

deoxinucleotidil transferase - TdT)
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3.3 Critérios de inclusao

Foram incluidos no estudo, individuos com o diagnostico imunofenotipico
de LLA tipos B, T ou de LMA, diagnosticados pelo servigco de imunofenotipagem do
Laboratério de Pesquisa Clinica do CEPEC entre agosto de 2008 a julho de 2011.

3.4 Critérios de nao inclusao

N&do foram inclusos na pesquisa 0S pacientes que apresentaram
simultaneamente expressdo de marcadores imunofenotipicos de diferentes
sublinhagens (bifenotipicos), e aqueles que nao apresentavam o0s dados
laboratoriais no primeiro e ultimo dia do periodo de inducéo do tratamento para as
LLA e no primeiro dia de tratamento para as LMA, assim como 0S que se recusaram

a participar do estudo.
3.5 Critérios de exclusao

Foram excluidos do estudo os pacientes que abandonaram o tratamento.

3.6 Analise estatistica dos dados

Os dados foram tabulados na planilha eletrénica excel e posteriormente
processados no epiinfo verséo 6.0. Inicialmente foi testada a normalidade através do
teste Shapiro-Wilk. Para comparar as variaveis do estudo entre os grupos, foram
utilizados os testes t de student ou Mann-Whitney e Kruskal-Wallis. Os resultados

foram considerados estatisticamente significativos quando p < 0,05.
3.7 Aspectos éticos

Este estudo integra o Projeto “Estudo Imunofenotipico por Citometria de
Fluxo das Leucemias Agudas na Infancia no estado do Maranh&o”, que foi
submetido & apreciacéo pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal
do Maranhdo (UFMA) e aprovado conforme as diretrizes descritas na Resolucéo de
n° 196/96 e com Parecer Consubstanciado n° 115/2008 de 11 de marco de 2008.

Por se tratar de estudo envolvendo seres humanos, s6 participaram 0s pacientes
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gue, de livre e espontanea vontade, concordaram e assinaram o TCLE (termo de
consentimento livre e esclarecido) (ANEXO A). Todos os participantes foram
esclarecidos a respeito do estudo e os que concordaram em participar da pesquisa
assinaram o TCLE (APENDICE A). Os menores de 18 anos foram autorizados por

seus responsaveis legais.
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4 RESULTADOS
Populacao leucémica

Dos 110 pacientes estudados, 61,82% (n=68) foram do género masculino
(M) versus 38,18% (n=42) do feminino (F), demonstrando uma propor¢cédo M:F de
1,62:1,0. Dessa populagéo, 32,73% (n=36) foi a Obito durante o periodo de inducéo
do tratamento. Do total de obitos, 63,9% foram de homens e 36,1% de mulheres. O
percentual de Obitos no subgrupo LLA-B foi de 28,9%(n=20), para LLA-T 33,3%
(n=5) e 37,9%(n=11) para LMA.

No que se refere a faixa etaria, 80,9% estavam enquadrados na faixa
etaria infanto-juvenil (até 19 anos) e 19,1% na faixa adulta (maior que 19 anos).

Quanto aos subgrupos de leucemias agudas 61,82% dos pacientes eram
portadores de leucemia linféide aguda (LLA) tipo B (LLA-B), 12,73% de leucemia
linféide aguda (LLA) tipo T (LLA-T) e 25,45% de leucemia mieldide aguda (LMA).

Parametros hematologicos

A porcentagem de blastos em medula 0ssea e sangue periférico no dia
inicial do periodo de inducdo do tratamento (DO), assim como 0s niveis de
hemoglobina, contagem de leucécitos e plaquetas nos dias inicial (DO) e final do
tratamento (D29 para as LLA e D15 para as LMA), encontram-se dispostos nas
tabelas 1, 2 e 3, respectivamente.

A tabela 1 mostra que no subtipo leucémico LLA-B o grupo que néo foi a
Obito durante o periodo de inducdo do tratamento apresentou percentual médio de
blastos no sangue periférico de 41,2% e na medula 0ssea de 74,6%. Para esse
mesmo grupo de pacientes (sem terem ido a o6bito), o subtipo leucémico LLA-T,
exibiu média percentual de blastos no sangue periférico de 68,1% e na medula
O0ssea de 79,9%. Sob este mesmo critério, em relacdo as LMA os percentuais de
blastos no sangue periférico e medula 0ssea foram de respectivamente 30,4% e
57,9%.

Os resultados da tabela 1 demonstram estatisticamente que em relagao
ao percentual de blastos em medula 6ssea no DO para os pacientes que nao foram a
Obito durante o periodo de inducao do tratamento, houve diferenca significativa entre
as LLA-B (74,6%) e LMA (57,9), com p = 0,032, bem como entre as LLA-T (79,9%) e
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LMA (57,9%), com p = 0,017. Com relacdo ao percentual de blastos em sangue
periférico no DO para os pacientes que ndo foram a 6bito durante o periodo de
inducao do tratamento, também houve diferenca significativa entre as LLA-B (41,2%)
e LLA-T (68,1%), com p = 0,045, e entre as LLA-T (68,1%) e LMA (30,4), com p =
0,003. Em suma, os pacientes com LMA apresentaram um percentual de blastos ao
DO em medula 6ssea menor que os com LLA-B e que os com LLA-T. Além disso, os
pacientes com LLA-T apresentaram um maior percentual de blastos ao DO no
sangue periférico que aqueles com LLA-B e com LMA.

Fazendo referéncia ao grupo que foi a ébito durante o periodo de inducao,
as LLA B demonstraram percentual médio de blastos no sangue periférico de 44,4%
e na medula 6ssea de 75,8%. Ainda neste grupo, os portadores de LLA-T indicaram
como meédia percentual de blastos no sangue periférico 61,6% e na medula 0ssea
média de 90,7%. Para as LMA, os percentuais de blastos no sangue periférico e
medula 6ssea foram de respectivamente 32,7% e 63,2% (tabela 1).

O percentual de blastos em medula 6ssea e sangue periférico para cada
um dos subgrupos de leucemia, no periodo de inducdo do tratamento nao
demonstrou diferenca significativa, por outro lado, em estudo comparativo entre os
subgrupos de leucemia, houve diferenca no seu padrdo de apresentacdo ao
diagnéstico (Tabela 1).

Tabela 1. Percentual de blastos na medula 6ssea e sangue periférico entre os
individuos portadores de leucemia linfoide aguda (B ou T) e mieléide aguda de
acordo com a ocorréncia de Obito durante o periodo de inducéo.

Obito durante o periodo de indugdo

(Fj):r;g;ttléil Nao Sim Valor de
Média+DP Média+DP p

LLA-B (n=67)

Blasto MO (%) 74,65+25,4 75,8425,1 0,86

Blasto SP (%) 41,2”+33,9 4444317 0,71

LLA-T (n=15) )

Blasto MO (%) 79,99°+19,8 90,745,3 0,37

Blasto SP (%) 68,1°+23,1 61,6+29,7 0,66

LMA (n=28)

Blasto MO (%) 57,9423,3 63,2+31,5 0,61

Blasto SP (%) 30,4°'+25,6 32,7+32,1 0,83

* Diferenca estatisticamente significante (p < 0,05)
Diferenca estatisticamente significante: (* p=0,0117; b p=0,0103).
+DP= desvio padréo.
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Na tabela 2, em relagcdo ao primeiro dia do periodo de indugdo do
tratamento, o0s pacientes com LLA-B que nao recidivaram durante o
acompanhamento, apresentaram média de contagem de leucécitos de 19.116/mms,
contagem média de plaquetas de 53.709/mm3 e nivel de hemoglobina de 7,66 g/dL.
Ja os que recidivaram durante o periodo de acompanhamento, mostraram média de
contagem de leucdcitos de 23.022/mms3, contagem média de plaquetas de
42.201/mm3 e dosagem média de hemoglobina de 8,6g/dL. Para as LLA-T no
mesmo periodo, 0s pacientes que ndo apresentaram recidiva durante o
acompanhamento demonstraram contagem média de leucdcitos de 76.341/mms,
média na contagem de plaquetas de 88.642/mm3 e nivel de hemoglobina de
9,10g/dL, enquanto aqueles que recidivaram exibiram contagem média de leucocitos
e plaquetas respectivamente de 54.800/mm3 e 39.700/mm?3 e dosagem meédia de
hemoglobina de 8,23g/dL. Os pacientes com LMA que néo recidivaram, mostraram
contagem média de leucécitos de 18.206/mms3, para plaquetas de 62.960/mm3 e
média na dosagem de hemoglobina de 8,13g/dL. Os que recidivaram da doenca
indicaram média de 76.800/mm3 para leucocitos, 34.733/mm3 para plaguetas e nivel

médio de hemoglobina de 6,33g/dL.

Tabela 2. Distribuicdo dos marcadores hematolégicos do dia inicial da terapia
guimioterpica entre os individuos portadores de leucemia linfoide aguda (B ou T) e
mieldide aauda de acordo com a ocorréncia de recidiva durante o acompnanhamento.

Recidiva durante o acompanhamento

Dia inicial (D 0) N&o Sim Valor de
MédiatDP MédiatDP P
LLA-B (n=47)
Leucdcitos (mm?®) 19.116+33.705 23.022+22.441 0,69
Hemoglobina (g/dI) 7,66+2,25 8,60+2,81 0,23
Plaquetas (mm?®) 53.709+67.340 42.201+45.716 0,56
LLA-T (n=10)
Leucocitos (mm?) 76.341456.177 54.800+27.391 0,73
Hemoglobina (g/dI) 9,10+2,31 8,2314,65 0,90
Plaquetas (mm?®) 88.642+48.458 39.700£7.594 0,04*
LMA (n=12)
Leucdcitos (mm?®) 18.206+23.165 76.800+121.535 0,92
Hemoglobina (g/dI) 8,13+1,91 6,33+1,38 0,02*
Plaquetas (mm?®) 62.960+83.428 34.733+22.293 0,50

* Diferenca estatisticamente significante (p < 0,05).
+DP= desvio padrao.
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Para as LLA-T a contagem de plaquetas no dia inicial do periodo de
inducao (D0) demonstrou diferenca significativa para os pacientes que apresentaram
recidiva apds o periodo de inducéo (Tabela 2). Entre os pacientes que recidivaram
no periodo de acompanhamento (n=3), 100% apresentaram contagem de plaquetas
menor que 100.000/mm3 no dia inicial do tratamento (Tabela 3), o que nao foi
observado na contagem de leucécitos e niveis de hemoglobina. (Tabela 2).
Enquanto que, dos que apresentaram sobrevida livre de doenca durante o periodo
de acompanhamento (n=7), 28,57% exibiram contagem de plaquetas abaixo de

100.000/mm3 no dia inicial do tratamento (Tabela 3).

Tabela 3: Contagem de plaquetas no dia inicial do tratamento em pacientes com LLA T que
recidivaram ou ndo no periodo de acompanhamento

Recidiva Plaguetas no dia inicial do periodo de inducao
Plaquetas <100.000/mm3 | Plaquetas >100.000/mm?3 | Total
Sim 3 0 3
Nao 2 5 7

Em relacdo as LMA, os pacientes com menores niveis de hemoglobina no
dia inicial do tratamento apresentaram valores significativos para recidiva apdés o
periodo de inducdo. Entre o0s pacientes que recidivaram no periodo de
acompanhamento (n=8), 62,5% apresentaram niveis de hemoglobina menor que
8g/dL. Enquanto que, dos que apresentaram sobrevida livre de doenca durante o
periodo de acompanhamento (n=4), 100% exibiram niveis de hemoglobina maior ou
igual a 8g/dL no dia inicial do tratamento (Tabela 4).

A maioria dos casos de remissdo no periodo de indugdo dos pacientes
com LLA-B se enquadrou na faixa etaria infanto-juvenil (97,36%), das quais 94,54%
foram LLA-BII ou LLA-BIIl (que sdo CD10+), o que ndo ocorreu com as LLA-T cuja
taxa de remisséo foi bem mais baixa (53,33%).

Na LMA, a casuistica foi mais heterogénea (44,82% infanto-juvenil), assim
também como a resposta ao tratamento (58,62% de remissdo no periodo de

inducao).
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Tabela 4: Concentracdo de hemoglobina no dia inicial do tratamento em pacientes com LMA que
recidivaram ou ndo no periodo de acompanhamento

Hemoglobina no dia inicial do periodo de inducéo
Recidiva Hemoglobina Hemoglobina Total
< 8,0 g/dL 28,0 g/dL
Sim 5 3 8
N&o 0 4 4

Na tabela 5, com referéncia ao ultimo dia do periodo de inducdo do
tratamento, os pacientes com LLA B que né&o recidivaram durante o
acompanhamento, apresentaram média de contagem de leucdcitos de 4.087/mms,
contagem média de plaquetas de 249.608/mm3 e dosagem de hemoglobina de 8,60
g/dL. Ja os que tiveram recidiva durante o periodo de acompanhamento, mostraram
meédia de contagem de leucdcitos de 4.863/mms3, contagem meédia de plaquetas de
171.692/mm3 e dosagem média de hemoglobina de 9,15 g/dL.

Para as LLA T no mesmo periodo, os pacientes que ndo apresentaram
recidiva durante o acompanhamento demonstraram contagem média de leucécitos
de 3.422/mm3, média na contagem de plaquetas de 207.080/mm?3 e na dosagem de
hemoglobina de 8,64g/dL, enquanto aqueles que recidivaram exibiram contagem
média de leucdcitos e plaquetas respectivamente de 7.336/mm3 e 461.333/mm?3 e
dosagem meédia de hemoglobina de 9,46 g/dL (Tabela 5). Os parametros
hematolégicos dos pacientes com LMA no ultimo dia da inducdo, ndo foram

analisados por falta de dados.
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Tabela 5. Distribuicdo dos marcadores hematologicos do dia final da terapia
quimioterapica entre os individuos portadores de leucemia linfoide aguda (B ou T)
de acordo com a ocorréncia de recidiva durante o acompanhamento.

Recidiva durante o acompanhamento

Dia final (D 29) Nao Sim Valor de
Média=DP Média+DP P

LLA-B (n=47)

Leucécitos (mm®) 4.087+3.050 4.863+4.719 0,59

Hemoglobina (g/dl) 8,60+1,59 9,15+2,23 0,39

Plaquetas (mm?) 249.608+113.591 171.692+111.922 0,05*

LLA-T (n=10)

Leucécitos (mm?) 3.422+1.917 7.336+6.805 0,25

Hemoglobina (g/dl) 8,64+1,57 9,46+2,13 0,54

Plaquetas (mm?) 207.080+148.659 461.333+314.326 0,16

* Diferenca estatisticamente significante (p < 0,05).
+DP= desvio padréo.

De todos os pacientes do subgrupo da LLA B que apresentaram
sobrevida livre de doenca durante o periodo de acompanhamento (n=24), penas
4,17% apresentaram contagem de plaguetas menor que 100.000/mm3 no dltimo dia
do periodo de inducdo do tratamento (Tabela 6), 0 que ndo ocorreu em referéncia a
dosagem de hemoglobina e a contagem de leucdcitos para 0 mesmo subgrupo.

Dos 13 pacientes que recidivaram no periodo de acompanhamento,
38,46% demonstraram contagem de plaquetas abaixo de 100.000/mm3 no ultimo dia
do periodo de inducéo do tratamento (Tabela 6), o0 que ndo ocorreu com relacao a
dosagem de hemoglobina e contagem de leucécitos para 0 mesmo subgrupo.

A recuperacdo da contagem de plaquetas para LLA B no ultimo dia do
periodo de inducédo do tratamento a valores acima de 100.000/mm?3 apontou para a

nao recidiva da doenca no periodo de acompanhamento.
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Tabela 6: Contagem de plaquetas no dia final do tratamento em pacientes com LLA B que recidivaram
ou ndo no periodo de acompanhamento

Plaguetas no dia final do periodo de inducéo

Recidiva Plaquetas <100.000/mms3 Plaquetas >100.000/mms3 | Total
Sim 5 8 13
Nao 2 22 24




25

REFERENCIAS

ARGUELLES AR, ESPINOZA LR, DUQUE RE. Report on the Second Latin
American Consensus Conference for Flow Cytometric Immunophenotyping of
Hematological Malignancies. Cytometry Part B, 70B, 39-44, 2005.

BARRIOS, C.D.; LAKSA D. Leucemia Linféide Aguda no Adulto. In: ZAGO, M.A;;
FALCAO, R. P.; PASQUINI R. Hematologia. Fundamentos e Praticas . S&o Paulo:
Ed. Atheneu, Cap. 45, p. 477 - 485, 2001.

BONJEAN B, et al. Development of a new strategy for minimal residual disease
monitoring in children with B-precursor acute lymphoblastic. Ann Biol Clin v. 62, n.
4, p. 465-70, 2004.

CHANG, H. et al. Prognostic relevance of immunophenotyping in 379 patients with

acute myeloid leukemia. Leuk Res, v. 28, p. 43-48, 2004.

CHESSELLS JM. Recent advances in management of acute leucemia. Arch Dis
Childhood . v. 82, p. 438-442, 2000.

CONSOLINI R et al. Clinical relevance of CD10 expression in childhood ALL.
Haematologica. v. 83, p.967-973, 1998.

CRAIG FE, FOON KA. Flow cytometric immunophenotyping for hematologic
neoplasms. Blood, vol. 111, n. 8, p. 3941-3967, 2008.

CUNHA, F.G. Painel racionalizado de anticorpos monoclonais para leucemias
agudas: seu valor diagnostico e progndéstico . 2005. 82 f. Dissertacdo de
Mestrado- Faculdade de Ciéncias Médicas da Universidade Estadual de Campinas,

Campinas.

DIGIUSEPPE JA. Acute lymphoblastic leukemia: diagnosis and detection of minimal
residual dis-ease following therapy. Clin Lab Med . v.27, p. 533-549, 2007.



26

DIGIUSEPPE JA. Acute lymphoblastic leukemia: diagnosis and detection of minimal
residual dis-ease following therapy. Clin Lab Med . v.27, p. 533-549, 2007.

European Group for the Immunological Characterization of Leukemia (EGIL),
Proposal for the immunological classification of acute leukemias. Leukemia, v. 9, p.
1783-6, 1995.

European Group for the Immunological Classification of Leukemia (EGIL). The Value
of c-kit in the diagnosis of bifenotypic acute leukemias. Leukemia, p. 2038-2039,
1998.

FARIAS MG, CASTRO SM. Diagnéstico laboratorial das leucemias linfoides agudas.
J Bras Patol Med Lab . V.40, n.2, p.91-98, 2004.

FRIEDMANN, A.; WEINSTEIN, H. J. The Role of Prognostic Features in the
Treatment of Childhood Acute Lymphoblastic Leukemia. Oncologist. v. 5, p. 321-
328, 2000.

HAMERSCHLAK, N. Leukemia: genetics and prognostic factors. J Pediatr . v. 84, n.
4, p. 52-57, 2008.

HARMENING DM. Clinical hematology and fundamentals of hemostasis, 3 ed,
USA, 740; cap. 24, p. 452-462; cap. 35, p. 683-695,1997.

HARRIS N L, et al. World Health Organization Classification of Neoplastic Diseases
of Hematopoietic and Lymphoid Tissues: Report of the Clinical Advisory Committee
Meeting. J. Clin. Oncol, v.17, n. 12, p. 3835-3849,1999.

Instituto Nacional de Cancer (Brasil).Estimativa 2010: incidencia de cancer no Brasil:
Instituto Nacional de Cancer. - Rio de Janeiro: INCA, 2009. [acesso 2012 jan 10].
Disponivel em: [http://www.inca.gov.br].

JORDAN CT. Unique molecular and cellular features of acute myelogenous leukemia
stem cells. Leukemia v. 16, p. 559-562, 2002.



27

MARTINS, S.L.; FALCAO, R.P. Importance of immunophenotyping of leukemia
myelocytic acute. Rev Assoc Med Bras. V. 46, p. 57-62, 2000.

MAUER, A. M. Acute Limphocytic Leukemia. In: BEUTLER, E.; LICHTMAN, M. A;;
COLLER, M. B. et al. Willams Hematology. 5a ed. United States of America:
McGraw-Hill, 1995, 1668p. Cap. 105, p. 1004-1016.

MCKENNA RW. Multifaceted Approach to the Diagnosis and Classification of Acute
Leukemias. Clin. Chem., v. 46, n. 8, p. 1252-1259, 2000.

MELLO, M. R. B. Avaliagdo Imunofenotipica, Estudo do indice de DNA e de
Alteracdes Moleculares em Células Blasticas de Paci entes Portadores de
Leucemia Linféide Aguda Diagnosticados na Fundacao Hemope. 2007. 68 f.
Dissertacao de Mestrado- Faculdade de Ciéncias Médicas da Universidade Estadual

de Campinas, Campinas.

ORFAOQO A, et al. Flow cytometry: Its applications in Hematology. Haematologica, V.
80, p. 69-81, 1995.

ORFAO A, et al. Clinically Useful Information Provided by the Flow Cytometric
Immunophenotyping of Hematological Malignancies: Current Status and Future
Directions. Clin. Chem, v. 45n. 10, p. 1708-1717, 1999.

PAOLUCCI G. et al. Treatment of childhood acute lymphoblastic leukemia. Long-term
results of the AIEOP-ALL 87 study. Haematology . v. 96, p. 478-484, 2001.

PELLOSO, L.A. et al. [Karyotype in acute myeloid leukemia: importance and type of
aberrations in 30 patients at diagnosis]. Rev Assoc Med Bras, V. 49, p. 150-455,
2003.

PUI, C. H. Childhood Leukemias. Review Article. N Engl J Med. Memphis. v. 21,
p.1618-1629, 1995.



28

PUI, C.; EVANS, W. Acute Lymphoblastic Leukemia. N Engl J Med , v. 339, n. 9, p.
605-615, 1998.

PUI CH. Et al. Mechanisms of Disease: acute lymphoblastic leukemia. N Engl J
Med. v. 350, p. 1535-1548, 2004.

QUIXABEIRA VBL, SADDI VA. A importdncia da imunofenotipagem e da
citogenética no diagndstico das leucemias: uma revisao da literatura. RBAC, v. 40,
n. 3, p. 199-202, 2008.

RIBEIRO, R. Leucemia Linféide Aguda na Infancia e Adolescéncia. In: ZAGO, M. A;;
FALCAO, R. P.; PASQUINI, R. Hematologia. Fundamentos e Praticas . Sdo Paulo:
Ed.Atheneu. Cap. 46, p. 487-506, 2001.

SILVERMAN LB. et al. Improved outcome for children with acute lymphoblastic
leucemia: results of Dana-Farber Consortium Protoclo 91-01. Blood . V. 97, p.1211-
1218, 2001.

SMITH, M. et al. Uniform Approach to Risk Classification and Treatment Assignment
for Children with Acute Lymphoblastic Leukemia. J. Clinical Oncology , v. 14, n. 1,
p. 18-24, 1996.

SOARES, M et al. Fatores Prognosticos em Pacientes com Neoplasias

Hematoldgicas Gravemente Enfermos. Rev. Br. Terap. Intensiva . v. 17, n. 3, 2005.

TUCCI F, ARICO M. Treatment of pediatric acute lymphoblastic leukemia.
Haematologica . v. 93, n. 8, p. 1124-1128, 2008.

ZEIDLER L et al. Low platelet counts after induction therapy for childhood acute
lymphoblastic leukemia are strongly associated with poor early response to treatment
as measured by minimal residual disease and are prognostic for treatment outcome.
haematologica v. 97, n. 3, p. 402 - 409, 2012.



29

APENDICE

APENDICE A - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

UNIVERSIDADE FEDERAL DO MARANHAO
CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICAS E DA SAUDE
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM SAUDE MATERNO-INFANTIL

PROJETO: Estudo imunofenotipico, molecular e da pro liferacédo celular das

leucemias agudas na infancia no Estado do Maranhao

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
(Aos Pais ou Responsaveis)

Prezado (a) Senhor (a),

Vocé esta sendo convidado (a) a autorizar a participagdo do seu filho (a) ou
menor sob sua responsabilidade no presente estudo, que pretende identificar,
através de exames laboratoriais, qual o tipo de Leucemia (doenca do sangue) que o
mesmo é portador.

Para a realizacdo dos exames laboratoriais seréo necessarias amostras de
sangue e de medula 0ssea do seu filho (a) ou menor sob sua responsabilidade. A
medula 6ssea € um liquido gelatinoso que fica dentro do 0sso, precisa-se retirar uma
quantidade de medula éssea e sangue suficiente para encher uma seringa pequena.
Essas amostras serdo coletadas por técnicos treinados e especializados, do Hospital
Aldenora Belo, proporcionando seguranca, com minimo risco e desconforto. A coleta
da medula 6ssea € um procedimento sem dor, pois se utiliza anestesia no local onde
a agulha sera introduzida para a retirada da amostra de medula. JA a coleta
desangue, sente-se apenas uma leve picada da agulha no brago.

Com essas amostras de sangue e medula 6ssea, iremos realizar os seguintes
exames laboratoriais: Hemograma, Mielograma, Citoquimica, Imunofenotipagem,

Proliferacdo Celular e Analise de Cromossomos por Biologia Molecular. Através
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desses exames poderemos identificar, de forma bastante eficiente, qual o tipo de
Leucemia que a crianca € portadora.

ApOs a realizacédo dos exames, as amostras de sangue e medula 0ssea seréao
desprezadas de forma adequada.

Com a autorizagdo da participagcdao do seu filho (a) ou menor sob sua
responsabilidade, nesse projeto, poderemos ter conhecimento do tipo de Leucemia
gue 0 mesmo € portador, e assim, o0 médico indicara o tratamento mais adequado,
melhorando desta forma a qualidade de vida e aumentando as chances de cura.

Vocé podera entrar em contato com a nossa equipe a qualquer momento para
tirar davidas.

ApoOs as informacdes acima fornecidas, no caso de aceitar a participacédo do
seu filho (a) ou menor sob sua responsabilidade, no estudo, assine ao final deste
documento, que estd em duas vias. Uma delas é sua e a outra é do pesquisador
responsavel.

Em caso de recusa vocé ndo sera penalizado (a) de forma alguma. Vocé tera
a garantia de sigilo, direito de retirar o consentimento a qualquer tempo, sem
qualquer prejuizo da continuidade na forma de tratamento, assisténcia, cuidado,
ou acompanhamento, proporcionados a seu filho (a) ou menor sob sua

responsabilidade.

Responsavel: Data do

aceite:.__ [/ [

Pesquisador Responsavel

Pesquisador responsavel:

Prof. Dr.Raimundo Antbnio Gomes Oliveira
Telefone para contato (inclusive ligacdes a cobrar): (98) 8111-2027/ (98)21091293

Rua das Quaresmeiras q 8 casa 14, S&o Francisco

rago@usp.br

Pesquisadores participantes:

Nivania Lisboa Camelo - Telefone para contato: (98) 8119-8595
Patricia Ribeiro Azevedo - Telefone para contato: (98) 2109-1293
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Heliana Trindade Marinho Telefone para contato: (inclusive ligacdes a cobrar):
(98)88263226/3245-3722

Thaiana da C. Lopes - Telefone para contato: (98) 2109-1293

Ligia Maria Mendes Goncalves — Telefone para contato: (98) 9114-6755

Comité de Etica em pesquisa-Hospital Universitario-  UFMA

Rua Bardo de Itapary, 227,Hospital Universitario 4° Andar, Centro

Telefone: 2109-1250



ANEXOS

ANEXO A: Parecer Consubstanciado do Comité de Etica

Hospital Universitario da Universidade Federaldo M  aranhao

ba*»"‘“‘*' o Universidade Federal do Maranhio
2 S Hospital Universitario
E% 455 Biretoria Adjunta de Ensino, Pesquisa e Ext

e g Comité de Etica em Pesquisa

N°. do Parecer: 115/2008

PARECER CONSUBSTANCIADO | o g5 protocolo: 33104-2040/200

ERICTAR. Data de Entrada no CEP: 13/12/2¢
Anti-projeto de pesquisa do Data da Assembléia: 14/03/2008
Mestrado Materno infantil Parecer: APROVADO

1 - Identificagao:

Titulo do projeto:

Estudo imunofenotipico das leucemias agudas na infancia no Estado do Maranh3o.
Identificagéo do Pesquisador Responsavel:

Raimundo Antonio Gomes Qliveira

Identificag&o da Equipe executora:

Raimundo Antonio Gomes Oliveira, Elda Pereira Norenha, Enio Fernandes Aragao Soares,
Camelo, Sénia Maria Pereira Cruz e Ligia Maria Mendes Gongalves

Instituicdo onde sera realizado:

Haospital Universitario - UFMA- Laboratério de Analises Clinicas, CEPEC- Laboratorio de Pesqui:
Departamento de Farmacia — Laboratério de Hematologia Clinica

Area tematica: Multicéntrico: Cooperacao estrangeira:

Il NAO NAO

B

Il — Objetivos:

Determinar o perfil imunofenotipico e cinético das leucemias agudas em criancas no
Maranh&o.

Iii- Sumario do projeto:

Trata-se de um anteprojeto de pesquisa apresentado ao Programa de POs-gradu
Materno Infantil, como pré-requisito do processo seletivo do Mestrado Académico da UFMA, cu
seguinte: folha de rosto, curriculum vitae das pesquisadores, protocolo de pesquisa propriament:
sumario, introducfo e justificativa, objetivos, casuistica e métodos, orcamento previsto, 1
execugdo, cronograma, resultados e impactos esperados, equipe executora, referéncias bibliogr:
de Consentimento Livre e Esclarecido.

Tipo de pesquisa: Estudo prospectivo randomizado em pacientes encaminhac
aldenora Belo e diagnosticados como portadores de leucemias agudas, no periodo de maio de
de 2009,

A metodologia esta devidamente detalhada, como esta transcrito a seguir: Os
divididos de acordo com a faixa etaria em: criangas com menos de 15 anos, adultos de 15 a 6
acima de 60 anos. Para cada faixa etaria serdo avaliados os marcadores de proliferac&o celular.

O diagnostico das leucemias agudas sera feito com base no hemograma, miel
citogquimicas e imunofenotipagem por citometria de fluxo, do sangue periférico e medula 0ss¢
encaminhados ao Hospital Aldenora Bello do municipio de S&o Luis- Maranhdo, para diagnéstic
leucemias agudas. Os critérios utilizados serdo: de acordo com os conceitos morfo-citoquimicos |
al. 1976; BENNET, DANIEL et al, 1991) e imunofenctipicos da classificacdo EGIL(BENE et al, 19

Marcadores de proliferacdo celular: serdo estudados os marcadores de proliferagic
CD71, bem como a DNA piodia por citometria fluxo.

Anélise estatistica: serfo usados a analise de variancia, método de Kaplan-Meier, te
o teste de fisher, quando indicados.

do

32



33

ANEXO B: Protocolo de Tratamento da Leucemia Linfoide Aguda do GBTLI-99

Fase de indugéo — Pacientes com Alto Risco, Risco Basico e Risco Basico Verdadeiro

Dexametasona (DEXA) t')‘mg!m2 por 28 dias

Vincristina 1,5mglm2 em quatro doses

Daunorrubicina 25rr|_c5|,"n’i2 em quatro doses

Asparaginase 10.000U/m? em oitodoses

Citarabina (ARAC) AR: ?50mgfm2 em seis doses com resgate de 6.000U/m> de

Asparaginase
RBV/RB: 75 mg,"m2 em oito doses
MTX/ARAC/DEXA — Intra-tecal Duas aplicagdes

Fase de intensificagdo - Pacientes com Alto Risco, Risco Basico e Risco Basico Verdadeiro

Metotrexate (MTX) 2DGCImgr’m2 em gquatro doses
Mercaptopurina 50mglm2 em quatro semanas
MTX/ARAC/DEXA — Intra-tecal Quatro aplicagdes

Fase de re-indugdo — Pacientes com Alto Risco, Risco Basico e Risco Basico Verdadeiro

Fase de re-indugdo — Pacientes com Alto Risco, Risco Basico e Risco Basico Verdadeir

Dexametasona Erﬁgf’rﬁ2 por 21 dias
Vincristina 1 ,5r'r1g,-'rﬁ2 em guatro doses
Asparaginase 10.000U/m* em quatro doses
Mercaptopurina 5C!r'r'|gf’r'r12 por 14 dias
Citarabina ?’Smgf’rﬁ2 em oito doses
MTX/ARAC/DEXA — Intra-tecal Trés aplicagdes

Fase de manutencgao — Paciente com Alto Risco (Semana 23 a 77)

Bloco A (6 ciclos)

Citarabina ?’SGImgfr'ﬁ2 de 12/12h (quatro doses)
Asparaginase 8000 U IM uma vez por ciclo

Bloco B (6 ciclos)
Prednisona 4Gmgf’m2 por duas semanas
Vingcristina 1rr'|g,-’r'r12 em trés doses

Bloco C (B ciclos)
6-Mercaptopurina ?Smgf’m2 por 21 dias
MTX 4Omgfm2 em trés doses

Fase de manutencdo — Paciente com Alto Risco (Apos semana 77) e RB/RBY

Mercaptopurina Eﬁmgfmz dia

MTX 25mgf’n’|2 semana
MTX/ARAC/DEXA — Intra-tecal A cada oito semanas
Vincristina 1.5mgf’n’|2 a cada oito semanas

Dexametasona 4mg;’m2 a cada oito semanas




ANEXO C: PROTOCOLO BFM - 83

Farmaco

Dose

Dias

Inducao 1

Vincristina
Daunoblastina
L-asparaginase

Prednisona
Methotrexate
Dexametasona

1,5 mg/ m? IV
40mg/ m= IV

10.000 U 1M

60mg/ m* VO
12 mg T
2mg IT

8, 5, 22, 29
8,15, 22, 29
19, 22, 25, 28, 31,
34, 37, 40
1 az28
1,8, 15, 22, 29
1, 8, 15, 22, 29

Inducao Il

Ciclofosfamida

Citarabina

6 mercaptopurina

Methotrexate
Dexametasona

1g/ m? IV
75mg/ m= IV/IM

30mg/ m? VO

12mg IT
2mg I'T

43 e 71

45 a 48, 52 a 55, 59
a 62, 66 a 69
43 a 70

45, 59
45, 59

Consolidacao

6 mercaptopurina

Methotrexate
Ac. Folinico

Ac. Folinico

Metotrexato
Dexametasona

25mg/ m* VO

3g/ m? IV (4h)

50mg/ m? IV
15mg/ m® VO 6/6h

12mg IT
2mg IT

1 a 56

8, 22, 36, 50
9, 23, 37, 51

9, 10, 23, 24, 37,
38, 51,52

8, 22, 36, 50
8, 22, 36, 50

Re-inducao Il

Vincristina
Adriamicina
L-asparaginase
Dexametasona
Ciclofosfamida
6 Tioguanina

Citarabina

1,5mg/ m= IV
30mg/ m? IV
10.000 U IM
10mg/ m? VO
1g/ m? IV
60mg/ m?* VO

75mg/ m2 IV/IM

8,15, 22, 29
8,15, 22, 29
8, 11,15, 18
1a?21
36
36 a 49

38 a41,45 a 48

Metotrexato 12mg IT 38,45
Dexametasona 2mg IT 38,45
Manutencao

6 mercaptopurina

Metotrexato

60mg/ m* VO

20mg/ m* IM/sem.

18 meses

18 meses

34
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ARTIGO CIENTIFICO

Nome do Periodico com sua classificagdo na WEBQUASIda CAPES (Al, A2, B1, B2

ou B3) na area de Avaliacdo Medicina Il

Nome do PeriodicdSdo Paulo Medical Journal
Edited By: A. N. Atallah and P. M. P. Fernandeslotigeactor: 0.577

Online ISSN: 1516-3180
Qualificacdo QUALIS na area de MEDICINA II: B3

Instrucdes aos Autores

(Fonte: http://www.spmj.org.br/instrucoes autor.asp?lang=ptbr)

Indexacdo e escopo

A Revista Sado Paulo Medical Journal/Evidence foaltheCare foi fundada em 1932. Seus
artigos estdo indexados no Medline, Lilacs, SciElSBjence Citation Index Expanded,
JournalCitationReports/Science Edition (IS1) e EBSC  Publishing.
Publicacdo bimestral da Associacdo Paulista de ¢ed(APM), a revista aceita artigos nas
areas cientificas de saude (clinica médica, gingale obstetricia, saude mental, cirurgia,
pediatria e saude publica). Artigos serdo aceitsfaima de artigos originais (estudos
clinicos, de coorte, caso-controle, de prevalénuaidncidéncia, acuracia, custo-efetividade e
revisdes sistematicas com ou sem metandlise),0esvinarrativas da literatura, relatos de
caso, comunicacgdes breves e cartas ao editor. M@imgscom objetivo comercial ou estudos
experimentais em animais nao serao aceitos.

POLITICA E PROCEDIMENTOS DA REVISTA

Apos o recebimento do artigo pelo Setor de PullieaCientificas, os autores receberdo um
namero de protocolo. Este nimero serve para mhaotarentendimento entre 0os autores e 0
Setor. Em seguida, o artigo serd lido pelo edijae vai verificar se esta de acordo com a
politica e os interesses da revista, isto €, sesgyisa ou revisdo esta dentro das areas de
saude e saude publica. Depois, o Setor de PubdisaCtentificas vai verificar se o texto
cumpre as normas de publicacdo expressas nestag:@ies para Autores. Se o texto estiver
incompleto ou se ndo estiver organizado como exjgab autores deverdo resolver os
problemas e submeté-lo novamente. Quando o forestteer aceitavel, o Setor enviara o
trabalho para a revisdo por pares, na qual osa®asnao assinardo seus veredictos e néo
conhecerdo os nomes dos autores do trabalho. Calasorito sera avaliado por pelo menos
trés revisores: um especialista no assunto, unored#tsociado (que vai avaliar o artigo do
ponto de vista do leitor) e um consultor editored hoc (que vai avaliar aspectos
metodoldgicos do trabalho).
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Os autores entdo receberdo a avaliacdo e seratagllicque resolvam os problemas

apontados. Uma vez que o Setor de Publicacdesifiastreceba o texto novamente, o

artigo sera enviado ao editor cientifico e reviderprovas, que identificara problemas na
construcdo de frases, ortografia, gramatica, reéeémé bibliogréaficas e outros. Os autores

deverdo providenciar todas as informacdes e casegdlicitadas, que devem estar marcadas
no texto, utilizando cores diferentes ou sistenmag@nicos de marcacdo de alteracdo, de
maneira que essas modificacdes figuem evidentes.

Instrucdes para Autores
Diretriz geral: para todos os tipos de artigos

Textos devem ser submetidos exclusivamente pelrnett O sistema eletronico de
submisséo esta disponivel em: http://www.spmj.heteea.com.br.

O manuscrito deve ser submetido em inglés. Aindaagleve conter também um resumo e
cinco palavras-chave em portugués (ou espanhambddm em inglés. As palavras-chave
devem ser selecionadas das listas DeCS e MeSH saneenforme explicado em detalhes
abaixo (nenhuma outra palavra-chave sera aceita).

Artigos submetidos devem ser originais e todosubsras precisam declarar que o texto ndo
foi e ndo serd submetido para publicagdo em oettiata. Artigos envolvendo seres humanos
(individual ou coletivamente, direta ou indiretanggntotal ou parcialmente, incluindo o
gerenciamento de informacdes e materiais) devemasempanhados de uma copia da
autorizacdo do Comité de Etica em Pesquisa daLiigsid onde o experimento foi realizado.

Todo artigo submetido deve cumprir os padrées edisoestabelecidos na Convencao de
Vancouver (Requerimentos Uniformes para ManuscritBsbmetidos a Revistas
Biomédicas),1 e as diretrizes de qualidade paombds de estudos clinicos, 2 revisdes
sistematicas (metandlises)3 e estudos observasidn@ estilo conhecido como "estilo
Vancouver" deve ser usado ndo somente quanto aatorde referéncias, mas para todo o
texto. Os editores recomendam que o0s autores séafamem com esse estilo acessando
WWWw.icmje.org.

Abreviagbes ndo devem ser empregadas, mesmo asaguee uso comum. Drogas ou
medicacdes devem ser citadas usando-se 0s nomesicgen evitando-se a mencao
desnecessaria a marcas ou nomes comerciais. Quglquéuto citado no capitulo de
Métodos, tal como equipamento diagndéstico, testeagentes, instrumentos, utensilios,
préteses, oOrteses e dispositivos intraoperatogesmd ser descritos juntamente como o0 home
do fabricante e o local (cidade e pais) de produgétre parénteses. Medicamentos
administrados devem ser descritos pelo nome gen@rém a marca), seguidos da dosagem e
posologia.

Bolsas, apoios e qualquer suporte financeiro alestdevem ser mencionados separadamente
na primeira pagina. Agradecimentos, se necessii®m ser colocados apos as referéncias
bibliograficas.

Para qualquer tipo de estudo, todas as afirmaglOetexto que nao sejam resultado da
pesquisa apresentada para publicacdo a revistaP&ale Medical Journal/Evidence for
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Health Care, mas sim dados de outras pesquisasbjicqdas em outros locais devem ser
acompanhadas de citacdes da literatura pertinente.

FORMATO
Primeira pagina (capa)
A primeira pagina deve conter:

1) o tipo de artigo (artigo original, de revisdo aiualiza¢cdo; comunicagéo breve ou carta ao
editor);

2) o titulo do artigo em inglés e em portugués ¢spanhol), que deve ser curto, porém
informativo;

3) o nome completo de cada autor (sem abreviac8es)titulo académico mais alto e a
instituicdo onde trabalha;

4) o lugar onde o trabalho foi desenvolvido.

Segunda péagina: resumo (inglés e portugués ou lesipaipalavras-chave)

A segunda pagina deve conter o titulo, um resumo i(gylés e portugués ou espanhol)5
estruturado em partes de acordo com a classifiahgantigo (maximo de 250 palavras). Para
artigos experimentais, ha cinco itens:

1) contexto e objetivo;

2) design e local (onde o estudo se desenvolveu);

3) métodos (descritos em detalhes);

4) resultados €;

5) conclusoes.

Cada resumo (em inglés e também em portugués aredpaleve conter cinco palavras-
chave. As palavras em inglés devem ser escolhidadista Medical SubjectHeadings
(MeSH), do Index Medicus, qués esta disponivel nantermet
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=me8h)As palavras em portugués (ou
espanhol) devem ser escolhidas a partir dos Deasitem Ciéncias da Saude (DeCS),
desenvolvidos pela Bireme, que estdo disponiveistamet (http://decs.bvs.br/).7
Referéncias

As referéncias bibliograficas (no estilo "Vancoudyecomo indicado pelo Comité
Internacional de Editores de Revistas Biomeédidab|JE) devem ser dispostas na parte final
do artigo e numeradas de acordo com a ordem dificit®eferéncias citadas nas legendas de

tabelas e figuras devem manter a sequéncia coraf@€mcias citadas no texto. Todos os
autores devem ser citados se houver menos desedigiuver seis ou mais, 0S primeiros trés
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devem ser citados seguidos de “et al.” Para liaasdade de publicacdo e o nome da editora
séo indispenséaveis. Para textos publicados nanéttea fonte localizadora completa (URL)
ou endereco € necessario (ndo apenas a pagingariog link), de maneira que, copiando o
endereco completo em seus programas para navegaciuernet, os leitores possam ser
levados diretamente ao documento citado, e ndo aitengeral. A seguir estdo dispostos
alguns exemplos dos tipos mais comuns de refer€ncia

Artigo em periodico

- Lahita R, Kluger J, Drayer DE, Koffler D, ReidesttMM. Antibodiesto nuclear antigens in
patientstreatedwithprocainamideoracetlyprocainamidEngl J Med. 1979;301(25):1382-5.

Capitulo de livro

- Reppert SM. Circadianrhythms: basicaspectsandpeimplications. In: Styne DM, Brook
CGD, editors. Currentconcepts in pediatricendodogy. New York: Elsevier; 1987. p. 91-
125.

Texto na internet

- Morse SS. Factors in theemergenceofinfectiouade  Availablefrom:
http://www.cdc.gov/ncidod/EID/eid.htm. AccessedlBB6 (Junb).

Ultima pagina
A Ultima pagina deve conter:

1) a data e o local do evento no qual o artigafsesentado, se aplicavel, como congressos
ou defesas de dissertacdes ou teses;

2) fontes de apoio na forma de suporte financaguipamentos ou drogas e numero do
protocolo;

3) descricdo de qualquer conflito de interessgppde dos autores;

4) endereco completo, e-mail e telefone do autseracontatado quanto a publicacdo na
revista.

Figuras e tabelas

As imagens devem ter boa resolucdo (minimo de 3@ B serem gravadas em formato
“.jpg” ou “tif". Imagens ndo devem ser incluida® elocumentos do Microsoft PowerPoint.
Se as fotografias forem inseridas num documentorddaft Word, as imagens também
devem ser enviadas separadamente. Graficos devepreparados com o Microsoft Excel
(ndo devem ser enviados como imagem) e devem eprpanhados das tabelas de dados a
partir dos quais foram gerados. O numero de ilg8&as ndo deve exceder o numero total de
paginas menos um.

Todas as figuras e tabelas devem conter legendtitutms que descrevam precisamente seu
contetdo e o contexto ou amostra a partir da qirdbemnacéao foi obtida (por exemplo, quais
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foram os resultados apresentados e qual foi odgamostra e local). A legenda ou titulo
devem ser curtos, mas compreensiveis e ser indepesdda leitura do artigo.

Séo Paulo Medical Journal/Evidence for Health Garatualmente publicada em preto e

branco. Fotografias, fotomicrografias, graficodidba e barra e qualguer imagem publicada
deve ser preparada considerando que ndo haveréndifgcdo de cor (qualquer cor sera

descartada). Tons de cinza e padrbes de imprgssatog, listras e outras) devem ser usados,
com bom contraste.

Artigos originais

Estudos clinicos, de coorte, caso-controle, de ghéecia, incidéncia, acuracia e custo-
efetividade e revisdes sistematicas com ou senrndéta sdo considerados artigos originais.

A revista Sao Paulo Medical Journal/Evidence foaltheCare apoia as politicas de registro
de estudos clinicos da Organizacdo Mundial de SEDMS) e do Comité Internacional de
Editores de Revistas Biomédicas, ICMJE) e reconlzeaaportancia dessas iniciativas de
registro e disseminacao internacional de informacgabre estudos clinicos, com acesso
aberto. Portanto, a partir de 2008, manuscritoges@studos clinicos sao aceitos para
publicacdo apenas se tiverem recebido um numerdlatgificacdo de uma das bases de
registro de estudos clinicos que foram validadescdedo com os critérios estabelecidos pela
OMS e pelo ICMJE. Autores de estudos clinicos remdados devem, portanto, registrar
seus estudos antes de submeté-los para publicagg@onPaulo Medical Journal/Evidence for
Health Care. Os enderecos para esses registras disgniveis a partir do site do ICMJE
(www.icmje.org). O numero de identificacdo devedselarado no final do resumo.

Artigos originais devem ser estruturados de mangir@ contenham as seguintes partes:
Introducdo, Objetivo, Método, Resultados, Discuss&pnnclusédo. O texto ndo deve exceder
5.000 palavras (excluindo tabelas, figuras e raf@a8), da introducdo até o final da

conclusdo, e deve incluir um resumo estruturado 26M palavras no maximo.5 “Resumo

estruturado” significa que o resumo deve contesegglintes itens: Contexto e objetivo, Tipo

de estudo e local, Método, Resultados e Concluséo.

A estrutura do documento deve seguir o formatoxabai

1) Titulo e resumo: deve ser mencionado no tituhm @esumo o desenho do estudo e/ou a
maneira como seus participantes foram alocadosrpaederem intervencdes, por exemplo:
estudo "randomizado” ou "retrospectivo”. O resuraeedprover uma sintese do que foi feito
e do que foi encontrado.

2) Introducédo: as razdes para que o estudo fosskzado devem ser explicitadas,
descrevendo-se o atual estado da arte do assweue.der descrito o contexto, o que se sabe a
respeito. Aqui ndo devem ser inseridos resultadoscanclusées do estudo. No ultimo
paragrafo, deve ser especificada a principal quaedtd estudo e a principal hipdtese, se
houver. ndo se deve fazer discussdes sobre dudii@naa introducéo; a sec¢ao de introducao
deve ser curta.

3) Obijetivo: deve ser descrito o principal objetido estudo, brevemente. Hip6teses pré-
estabelecidas devem ser descritas claramente.
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4) Métodos

4.1) Tipo de estudo: deve-se descrever o desenlestddo e especificando, se apropriado, o
tipo de randomizacdo, cegamento, padrdes de tdstgadsticos e a direcdo temporal (se
retrospectivo ou prospectivo). Por exemplo: “estetinico randomizado”, “estudo clinico

duplo-cego controlado por placebo”, “estudo de &uar'.

4.2) Amostra, participantes ou pacientes: devendestritos os critérios de elegibilidade para
0s participantes (de inclusdo e exclusdo), as $oeteos procedimentos de selecédo ou
recrutamento. Em estudos de caso-controle, a |I@gcdistribuicdo de casos como casos e
controles como controles deve ser descrita, assimo@ forma de pareamento. O nimero de
participantes no inicio e no final do estudo (a@ddusdes) deve ficar claro.

4.3) Local: deve ser indicado o local onde o esfoddesenvolvido, o tipo de instituicdo: se
priméria ou terciaria, se hospital publico ou pdop Deve-se evitar 0 nome da instituicao
onde o estudo foi desenvolvido (para cegamentoegto tpara revisdo): apenas o tipo de
instituicdo deve ficar claro. Por exemplo: hospitailversitario pablico.

4.4) Procedimentos (de intervencdo, teste diagmdsiu exposicdo): descrever quais as
principais caracteristicas da intervencéo, incloimdmétodo, o periodo e a duracdo de sua
administracdo ou de coleta de dados. Descrevefasrtas nas intervencdes administradas
a cada grupo (se a pesquisa é controlada).

4.5) Principais medidas, varidveis e desfecho: rdesc 0 método de medida do principal
resultado, da maneira pela qual foi planejado asesoleta de dados. Afirmar quais sdo os
desfechos primario e secundario esperados. Pama \@ihvel de interesse, detalhar os
meétodos de avaliacdo. Se a hipotese do estudmrimiufada durante ou apos a coleta de
dados (ndo antes), isso deve ser declarado. Desasvnétodos utilizados para melhorar a
qualidade das medidas (por exemplo, multiplos ofskEres, treinamento etc.). Explicar
como se lidou com as variaveis quantitativas néissma

4.6) Tamanho de amostra e andlise estatisticaredesm calculo do tamanho da amostra, a
analise estatistica planejada, os testes utilizadosivel de significancia, e também qualquer
analise post hoc. Descrever os métodos usadosopaamtrole de variaveis e fatores de

confuséo, como se lidou com dados faltantes ("ngsgata”) e como se lidou com casos cujo
acompanhamento foi perdido ("lossfrom follow-up™).

4.7) Randomizacao: descrever qual foi 0 métodoaigada implementacdo da alocacao de
sequéncia aleatéria (por exemplo, envelopes seladagsendo sequéncias aleatérias de
nameros). Adicionalmente, descrever quem gerou quéseia aleatéria, quem alocou
participantes nos grupos (no caso de estudos tab) e quem os recrutou.

5) Resultados: descrever os principais achadopoSa&ivel, estes devem seguir de intervalos
de confianca de 95% e o0 exato nivel de significapsiatistica. Para estudos comparativos, o
intervalo de confianga para as diferengas devafsarado.

5.1) Fluxo de participantes: descreva o fluxo dastigipantes em cada fase do estudo
(inclusbes e exclusdes), o periodo de acompanhangemt nimero de participantes que
concluiu o estudo (ou com acompanhamento perd@ofsiderar usar um fluxograma. Se
houver analise do tipo "intencdo de tratar", esteedser descrita.
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5.2) Desvios: se houve qualquer desvio do protodola do que foi inicialmente planejado,
ele deve ser descrito, assim como as razdes a@ntecimento.

5.3) Efeitos adversos: devem ser descritos quais@imitos ou eventos adversos ou
complicagdes.

6) Discusséo: fornecer interpretacdo dos resultddeando em consideracdo as hipéteses do
estudo e as conclusdes. Enfatizar quais sdo oegatmvos e importantes encontrados no
estudo, que fardo parte das conclusfes. Nao repetidetalhes dados apresentados na
introducdo ou resultados. Mencionar limitagcbes dosados que precisam ser notadas e
possiveis implicacbes para pesquisas futuras. Bsctambém potenciais vieses. Reportar
achados relevantes de outros estudos. Afirmar &m) a generalizacdo (validacdo externa)
dos achados para populagoes.

7) Conclusbes: especificar apenas as conclusbegapmm ser sustentadas, junto com a
significancia clinica (evitando excessiva genegglin). Tirar conclusdes baseadas nos
objetivos e hipdteses do estudo. A mesma énfase simvdada a estudos com resultados
negativos ou positivos.

Comunicag0des breves ou relatos de casos ou sérasds

Comunicagdes breves e relatos de caso devem taériono 3.000 palavras (da introducéo
ao final da concluséo). Comunicac¢des breves deeemssruturadas em Introducdo, Métodos,
Resultados, Discussdo e Conclusdo, como em armiggsais. Relatos de caso devem se
constituir de Introducéo, Relato de caso e Conolusa

Tanto as comunicacdes breves como os relatos dedeasm ser submetidos com resumos e
palavras-chave. Os resumos nas comunicacdes litevem ser estruturados em Introducéao,
Métodos, Resultados, Discussédo e Conclusdes, comartgos originais. Os resumos nos

relatos de caso e séries de casos devem contexx@oetRelato, com uma descricdo do caso
e discusséo pertinente, e Concluséo.

Sédo Paulo Medical Journal/Evidence for Health @até interessada em publicar relatos de
casos raros ou instrutivos, acompanhados por eviststematicas da literatura, na qual
estudos relevantes encontrados (com base em seludeievidéncia) sejam apresentados e
discutidos.8

Artigos de reviséo

Séao Paulo Medical Journal/Evidence for Health Garenteressa por publicar apenas revisdes
sisteméaticas da literatura, incluindo bases de sl@adono a Biblioteca Cochrane, Pubmed,
Embase e Lilacs. Artigos de revisdo tém formateelicumprindo com as normas do estilo
Vancouver.1

Ainda assim, revisdes sistematicas ou metanalisesnad cumprir com as mesmas normas de
publicacdo estabelecidas para artigos originaist8x@® ndo devem exceder 5.000 palavras
(excluindo tabelas, figuras e referéncias).

Carta ao editor
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Cartas ao editor devem versar sobre artigos puldicana Sdo Paulo Medical
Journal/Evidence for Health Care ou tratar de @esuma area de saude ou de interesse. Nesta
categoria, o texto tem formato livre, mas ndo padmder 500 palavras e cinco referéncias.
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ABSTRACT

Some clinical and laboratory variables have prognostic value and are used to stratify
patients into risk groups leukemic. It was evaluate the predictive value of various
hematological markers in SP (peripheral blood) and OM (bone marrow) in the
induction treatment and disease-free survival in patients with acute leukemia. Venue:
Clinical Research HUUFMA. Methodology: We evaluated the percentage of blasts,
WBC and platelet counts and hemoglobin (Hb) in SP, and the percentage of blasts in
BM at diagnosis and after treatment of 110 patients with acute leukemia. Results: Of
110 patients 61.82% were male and 80.9% were children and adolescents. 61.82%
of patients had B-ALL, 12.73% of T-ALL and AML 25.45%. The percentage of blasts
in BM and PB for each subgroup in the induction of leukemia, no significant
difference. In the comparative study between the subgroups, there was a difference
in their standard of presentation at diagnosis. For T-ALL platelet count in the initial
days of induction (DO) showed significant difference for patients with relapsed after
induction. In AML, patients with lower hemoglobin level in DO, values were significant
for relapse after induction. 3 platelets above 100,000 in the last days of induction in B-
ALL showed no recurrence at follow-up. Conclusion: The percentage of blasts in BM
or SP showed no predictive value for remission of each group in the induction of
leukemia. Platelet counts below 100.000/mm3 in T-ALL to DO appears to have
predictive value for relapse after induction. Patients with AML and lower Hb levels in
DO, were more likely to relapse after induction. The expression of CD10 in DO should
be of good prognosis for remission induction. For ALL-B, platelet counts above the
D29 100.000/mm3 demonstrated predictive value for maintenance of no recurrence
after D29.

Keywords: Acute leukaemia; Predictive Value; Hematological Markers; Bone
marrow; Peripheral blood.
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RESUMO

Algumas variaveis clinicas e laboratoriais tém valor prognéstico e servem para
estratificar os pacientes leucémicos em grupos de risco. Foi avaliado o valor
preditivo de diferentes marcadores hematologicos em SP (sangue periférico) e
MO(medula O0ssea) na inducdo do tratamento e sobrevida livre de doenca
empacientes com leucemias agudas.O local do estudo foi o CEPEC do HUUFMA.
Foram avaliadoso percentual de blastos, contagem de leucdcitos e plaguetas e nivel
de hemoglobina (Hb) em SP; e o percentual de blastos em MO, ao diagnostico e
apos o tratamento de 110 pacientes com leucemia aguda.Dos 110 pacientes 61,82%
eram do sexo masculino e 80,9% era infanto-juvenil. 61,82% dos pacientes eram
portadores de LLA-B, 12,73% de LLA-T e 25,45% de LMA.O percentual de blastos
em MO e SP para cada subgrupo de leucemia na inducdo, ndo demonstrou
diferenca significativa. No estudo comparativo entre os subgrupos, houve diferenca
no seu padrdo de apresentacdo ao diagnodstico.Para as LLA-T a contagem de
plaquetas no dia inicial da inducao (DO) demonstrou diferenca significativa para os
pacientes com recidiva apds ainducao. Nas LMA, os pacientes com menor nivel de
Hb no DO, apresentaram valores significativo para recidiva apos inducdo.Plaguetas
acima de 100.000/mm?3 no ultimo dia da inducédo na LLA-B indicou nao recidiva no
periodo de acompanhamento.O percentual de blastos em SP ou MO néao
demonstrou valor preditivo para remissao de cada um dosgrupos de leucemias na
inducdo. A contagem de plaquetas abaixo de 100.000/mm? nas LLA-T ao DO parece
ter valor preditivo para recidiva apds a inducdo. Os pacientescom LMA e menor nivel
de Hb no DO, apresentaram maior probabilidade a recidiva apés a indugédo. CD10+
no DO indicou bom prognostico para remissdo na inducdo. Para as LLA-B,
contagens de plaquetas acima de 100.000/mm*® ao D29 demonstraram valor
preditivo para manutencao de néo recidiva apds D29.

Palavras-chave : Leucemia Aguda; Valor Preditivo; Marcadores Hematoldgicos;
Medula éssea; Sangue periférico.
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1 INTRODUCAO

As leucemias agudas se caracterizam pela proliferacéo clonal da célula tronco
hematopoética substituindo o tecido normal da medula Ossea. A recente
classificacdo da OMS incorpora caracteristicas citogenéticas e imunofenotipicas que
apresentam impacto progndéstico (CUNHA, 2005).

A LLA (Leucemia Linféide Aguda) representa 75 - 80% de todos os casos de
leucemia em criancas (RIBEIRO, 2001) e apenas 20% em adultos (BARRIOS,
2001). Pode ser definida como uma proliferacdo clonal maligna de células
precursoras linféides de etiologia desconhecida que leva a substituicdo da
hematopoiese normal por células linféides imaturas capazes de infiltrar linfonodos,
baco, figado e outros 6rgados, freqientemente seguida de neutropenia, anemia e
plaquetopenia no SP (sangue periférico) (MARTINS, FALCAO, 2000; PELLOSO,
2003).

A transformacdo maligna pode ocorrer durante qualquer estagio de
diferenciacdo das células blasticas, o que explica a heterogeneidade da doenca
(BERG, 1992). Para um melhor diagnostico e classificacdo séo realizados estudos
da morfologia, citoquimica, cariétipo e imunofenotipagem (CHANG, 2004). A LLA é
considerada como modelo de sucesso em oncologia clinica e a primeira doenca
maligna disseminada a responder consistentemente a quimioterapia (MAUER,
1995).

A LMA (Leucemia Miel6ide Aguda) caracteriza-se pelo crescimento
descontrolado e exagerado das células indiferenciadas, chamadas “blastos”, de
caracteristica mieldide. Na maioria dos casos desta doenca ndo existe causa
evidente. Sua incidéncia € de 1/150.000 na infancia e adolescéncia. Apresenta-se
com uma variedade de tipos de células que podem ser observadas no sangue
periférico e medula 6ssea (HAMERSCHLAK, 2008).

Vérios estudos tentam identificar caracteristicas clinicas e biolégicas que se
correlacionam com o0 prognostico, objetivando incorpora-las ao sistema de
classificacdo de risco usado para definir a estratégia terapéutica (SMITH, 1996).
Desta forma os pacientes considerados de baixo risco recebem tratamento menos
intensivo, enquanto aqueles de maior risco de falha séo tratados de modo mais
agressivo (FRIEDMANN, 2000; PUI, 1995; PUI, 1998).
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Nos ultimos anos, avancos nos cuidados dos pacientes com neoplasias
hematologicas tém resultado na melhoria da sobrevida e da qualidade de vida. Por
outro lado, a maioria dos pacientes esta sujeito a complicacdes graves e recebem
modalidades de tratamento com potencial elevado de complicacdes (SOARES et al.,
2005).

Diversas variaveis clinicas e laboratoriais como idade ao diagnéstico, género,
contagem de leucécitos, de plaquetas, niveis de hemoglobina, expressdo de
determinados antigenos pelas células neoplasicas ou presenca de translocacdes
cromossOmicas, tém valor prognostico, sdo passiveis de avaliagdo no momento do
diagndstico e servem para estratificar os pacientes em grupos de risco, o que tem se
tornado elemento essencial para o desenho e avaliagdo dos tratamentos atuais
(MELLO, 2007 e TUCCI, 2008).

Nos ultimos 10 anos, a IMF (imunofenotipagem) tem mantido sua posi¢ao
como uma ferramenta indispensavel de diagnéstico. Melhorias tecnoldgicas e a
disponibilidade de uma gama de anticorpos e fluorocromos conduziu a uma
fenotigem mais precisa das células, levando a uma melhor identificacdo de
populacées anormais de células hematologicas (CRAIG et al., 2008).

A imunofenotipagem, realizada com a técnica de CMF (citometria de fluxo), é
atil tanto no diagndstico, classificacdo, prognostico, estadiamento, monitoramento,
como nha caracterizacdo fenotipica das células hematopoiéticas patologicas
(BONJEAN et al., 2004; MARTINS e FALCAO, 2000). A CMF é uma técnica
multiparamétrica, que utiliza anti-corpos monoclonais marcados com fluorescéncia
para analisar qualitativa e quantitativamente padrbes de expressao de antigenos
(clusters designations - CDs) em populacdes celulares de interesse (HARRIS et al.,
1999). A metodologia permite a andlise de 10° a 10° células por minuto, medindo
simultaneamente as propriedades fisicas e quimicas de tais células (HARMENING,
1997). Essa técnica tem se desenvolvido rapidamente nos ultimos anos e suas
aplicacdoes sdo amplas, tanto em laboratérios de pesquisa quanto nos laboratérios
clinicos, oferecendo objetividade, sensibilidade, rapidez, especificidade e precisdo
na andlise das caracteristicas celulares, incluindo o conteuddo de DNA/RNA, a
deteccdo e quantificagdo de antigenos celulares, o ensaio de resisténcia celular a
drogas e o estudo de conteudo citoplasmatico, permitindo analises multiparamétricas
de um grande numero de células em pequeno intervalo de tempo (ORFAO et al.,
1995 e ORFAO et al., 1999).
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Em relagdo a microscopia convencional, a citometria de fluxo apresenta
inlmeras vantagens para a analise de células hematopoiéticas, principalmente no
que diz respeito as limitacbes de interpretacdo e resolucdo do microscopista. A
distincdo entre células hematopoéticas patologicas e células normais presentes na
amostra € baseada nos padrdes fenotipicos que diferenciam tais populacdes
celulares (ORFAO et al., 1999).

Células leucémicas apresentam caracteristicas imunofenotipicas de células
normais, porém, blogueadas em um estagio de maturacdo (JORDAN, 2002 e
MCKENNA, 2000). Fenotipos aberrantes de células leucémicas misturam
determinantes antigénicos de linhagens celulares (mieldide/linféide), assincronia de
expressado génica, fendtipos ectdpicos e diferenciacdo anormal, dentre outras
caracteristicas. Estes fenotipos aberrantes traduzem as anormalidades genéticas
presentes nestas células (ORFAO et al., 1995 e ORFAO et al., 1999).

Um consenso geral atesta a IMF como uma modalidade de diagndstico
primario para varias desordens hematopoiéticas, incluindo as linfoproliferativas
cronicas, linfomas nao-Hodgkin, leucemias agudas, crises blasticas, desordens
mieloproliferativas crénicas e sindromes mielodisplasicas. (ARGUELLES et al., 2005
e ORFAO et al., 1999). Nas neoplasias hematoldgicas, essa técnica € relevante
tanto para o diagndstico, a classificagdo, o prognéstico e o monitoramento; enquanto
que nas desordens mieloproliferativas, apresenta valor somente para o
monitoramento. De acordo com o Consenso da Segunda Conferéncia da América
Latina para Imunofenotipagem de Malignidades Hematologicas por Citometria de
Fluxo, ocorrida em 3 e 4 de maio de 2005, no México, os painéis de anticorpos
monoclonais utilizados nesse método sdo montados de acordo com 0s sinais
clinicos dos pacientes e os achados morfoloégicos e citoquimicos previamente
analisados. Nas leucemias agudas, o painel utilizado deve ser capaz de distinguir
entre leucemia linféide aguda da linhagem T, leucemia linféide aguda com células B
precursoras, leucemia mieldide aguda e leucemia aguda bifenotipica (QUIXABEIRA
e SADDI, 2008).

Em 1995, o Grupo Europeu de Estudos de Leucemias Agudas (EGIL)
classificou imunologicamente as leucemias agudas em: mieldide, linféide B e T. As
leucemias de linhagem B foram divididas de acordo com os estagios de
diferenciacdo normal dos progenitores B na medula 0ssea, classificando-se em: pro-

B, pré-pré-B ou comum, pré-B e B-maduro (EGIL,1995). (quadro 1).
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CD19 e/ou citCD22 e/ou citCD79a,
B-I (LLA pro-B) sem expressao de outros antigenos B de
diferenciacao
B-II (LLA B comum ou CD10+ (CLLA+)
pré-pré-B)
B-IIl (LLA pré-B) IgM citoplasmatica+
B-IV (LLA B madura) K ou A citoplasmatica ou de
membrana

Quadro 1 : Classificacdo imunolégica das leucemias linfoides agudas da linhagem B (EGIL, 1995)

Varios estudos apontam a importancia da imunofenotipagem na diferenciacéo
das leucemias linféides B e T, sua resposta a tratamento, incluindo deteccdo de
doenca residual minima (DIGIUSEPPE et al 2007; FIONA et al 2008). Além disso,
alguns imunofendtipos especificos para as LLA, como a perda da expressdo do
CD10(-) ou do CD19(-), ou do CD9(-) ou a expressao parcial ou negativa do CD34
podem estar associadas a alteracdes citogenéticas e moleculares especificas de
mau prognostico (FIONA et al 2008). Nesse mesmo sentido, dados de CONSOLINI
et al (1998) demonstram que a expressdo do CD10(+) estd associada a outros
fatores de bom prognéstico nas LLA-B da infancia, mas que ndo deve servir como
variavel independente de progndstico, o que também € reportado por FIONA et al.
(2008). De acordo com Farias et al (2004) a expressao do antigeno CD10, é de
impacto favoravel no progndstico das LLA na infancia (FARIAS et al., 2004).

Nosso trabalho se justifica, posto ndo haver nenhum estudo em nosso
estado correlacionado as caracteristicas clinicas e laboratoriais especificas as
variaveis imunoldgicas como fatores preditivos no tratamento de pacientes com

leucemias agudas.
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Avaliar o valor preditivo de diferentes marcadores hematoldgicos em sangue
periférico e medula éssea no periodo de inducdo do tratamento e sobrevida livre de
doenca em pacientes com leucemias agudas atendidos em Centro de Referéncia em

Oncologia de Séo Luis-MA.
2.2 Especificos

Relacionar os valores de leucdcitos, hemoglobina e plaquetas no dia inicial do
periodo de indugcdo com a sobrevida livre de doenca durante o periodo de
acompanhamento;

Relacionar os valores de leucdcitos, hemoglobina e plaquetas no ultimo dia do
periodo de indugcdo com a sobrevida livre de doenca durante o periodo de
acompanhamento;

Comparar a contagem de blastos na medula 6ssea e sangue periférico ao
diagnéstico com o desfecho clinico no periodo de inducédo para cada subtipo de
leucemia aguda;

Comparar a contagem de blastos na medula éssea e sangue periférico ao
diagnéstico com o desfecho clinico no periodo de inducdo entre os diferentes
subtipos de leucemia aguda,;

Verificar se ha ou néo relacdo entre a remissdo apoés o periodo de inducéo e a
fase maturativa das células neoplasicas nos diferentes subtipos imunolégicos de

leucemias.
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3 METODOLOGIA

3.1 Local

O estudo foi realizado no Laboratério de Pesquisa Clinica do Centro de
Pesquisa Clinica (LPC-CEPEC) do Hospital Universitario da Universidade Federal

do Maranhdo (HUUFMA) no municipio de Séo Luis, Maranhéo.

3.2 Casuistica

Foram avaliadas amostras de medula 6ssea e sangue periférico de 110
pacientes encaminhados pelo IMOAB (Instituto Maranhense de Oncologia Aldenora
Belo) com suspeita clinica de leucemia aguda. Foram divididos de acordo com as
faixas etarias adotadas pelo INCA (Instituto Nacional de Céncer José Alencar
Gomes da Silva): infanto-juvenil (0 a 19 anos) e adulto (20 a 59 anos) e idosos
(acima de 60 anos) (INCA, 2009).

O diagnostico da leucemia e sua sub-classificacdo foi firmado a partir do
método de imunofenotipagem, de acordo com o Grupo Europeu de classificacdo
imunoldgica das leucemias agudas (EGIL, 1995).

3.2.1 Aspectos clinicos e laboratoriais

Os dados clinicos foram obtidos através de revisao de prontuarios médicos do
IMOAB, sendo analisados a idade e género. Os dados laboratoriais sao
provenientes do Servico de Imunofenotipagem do Laboratério de Pesquisa Clinica
do CEPEC do Hospital Universitario da UFMA, o qual trabalha em parceria com o
IMOAB em pesquisas oncohematologicas do qual este trabalho faz parte. Foram
avaliados como dados laboratoriais em sangue periférico: o percentual de blastos, a
contagem de leucdcitos e plaquetas e dosagem de hemoglobina; e o percentual de
blastos em medula 6ssea, todos ao diagnostico e apds o tratamento, a fim de avaliar
a resposta terapéutica.

Como critério de andlise de resposta terapéutica considerou-se como

remissao uma medula 6ssea com menos de 5% de blastos apds a primeira fase de
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inducao do tratamento, segundo os protocolos de tratamento utilizados no IMOAB, o
protocolo do GBTLI-99 (Grupo Brasileiro para Tratamento de Leucemias Linfoides
Agudas) para LLA; enquanto que para LMA foi utilizado o protocolo do BFM-83
(Grupo Europeu Berlim-Frankfurt-Munique).

Para as LLA-B e T o protocolo terapéutico caracteriza o primeiro dia do
periodo de indugéo do tratamento como DO e o vigésimo nono dia da indu¢gdo como
final, 0 D29. Para as LMA também o dia inicial € descrito como DO, porém o dia final
€ 0 décimo quinto dia da inducéo, o D15.

O periodo de acompanhamento dos pacientes que remitiram na inducdo do
tratamento estendeu-se até o més de junho de 2012. Durante este periodo, as
amostras dos pacientes com suspeita de recidiva foram novamente encaminhadas
ao LPC-CEPEC com solicitacdo de nova imunofenotipagam e, caso apresentassem
percentual imunofenotipico de blastos, foram caracterizados como recidiva.

A sobrevida livre de doenca foi definida como o periodo de tempo apds o
tratamento, durante o qual o paciente sobreviveu sem sinais clinicos e laboratoriais

da doenca.

3.2.2 Diagnastico das leucemias agudas por imunofen  otipagem

A imunofenotipagem foi realizada por citometria de fluxo utilizando-se um
painel de anticorpos monoclonais (Becton Dickinson, San José CA, USA)
direcionado contra antigenos T relacionados (CD2, CD3, CD4, CD5, CD7 e CD8),
antigenos B relacionados (CD10, CD19, CD22, CD79a além de anticorpos
policlonais anti-lgM e cadeias leves das imunoglobulinas kappa e lambda),
antigenos de diferenciacdo mieléide (CD13, CD14, CD33, CD64, CD117, anti-
mieloperoxidase ou MPO), eritroide (alfa-glicoforina), plaquetario (CD61 e CD41a) e
antigenos de linhagem né&o especifica (CD45, HLA-DR, CD34 e terminal
deoxinucleotidil transferase - TdT)
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3.3 Critérios de inclusao

Foram incluidos no estudo, individuos com o diagnostico imunofenotipico de
LLA tipos B, T ou de LMA, diagnosticados pelo servico de imunofenotipagem do
Laboratério de Pesquisa Clinica do CEPEC entre agosto de 2008 a julho de 2011.

3.4 Critérios de nao inclusdo

Ndo foram inclusos na pesquisa 0s pacientes que apresentaram
simultaneamente expressdo de marcadores imunofenotipicos de diferentes
sublinhagens (bifenotipicos), e aqueles que nao apresentavam o0s dados
laboratoriais no primeiro e ultimo dia do periodo de inducéo do tratamento para as
LLA e no primeiro dia do tratamento para as LMA, assim como 0s que se recusaram

a participar do estudo.
3.5 Critérios de exclusao

Foram excluidos do estudo os pacientes que abandonaram o tratamento.

3.6 Analise estatistica dos dados

Os dados foram tabulados na planilha eletronica excel e posteriormente
processados no epiinfo verséo 6.0. Inicialmente foi testada a normalidade através do
teste Shapiro-Wilk. Para comparar as variaveis do estudo entre os grupos, foram
utilizados os testes t de student ou Mann-Whitney e Kruskal-Wallis. Os resultados

foram considerados estatisticamente significativos quando p < 0,05.
3.7 Aspectos éticos

Este estudo integra o Projeto “Estudo Imunofenotipico por Citometria de Fluxo
das Leucemias Agudas na Infancia no estado do Maranhao”, que foi submetido a
apreciacdo pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal do
Maranhdo (UFMA) e aprovado conforme as diretrizes descritas na Resolucdo de n°
196/96 e com Parecer Consubstanciado n°® 115/2008 de 11 de margo de 2008. Por

se tratar de estudo envolvendo seres humanos, sé participaram os pacientes que, de



54

livre e espontdnea vontade, concordaram e assinaram o TCLE (termo de
consentimento livre e esclarecido) (ANEXO A). Todos os participantes foram
esclarecidos a respeito do estudo e os que concordaram em participar da pesquisa
assinaram o TCLE (APENDICE A). Os menores de 18 anos foram autorizados por

seus responsaveis legais.
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4 RESULTADOS
Populacéo leucémica

Dos 110 pacientes estudados, 61,82% (n=68) foram do género masculino (M)
versus 38,18% (n=42) do feminino (F), demonstrando uma propor¢cdo M:F de
1,62:1,0. Dessa populagéo, 32,73% (n=36) foi a Obito durante o periodo de inducéo
do tratamento. Do total de Obitos, 63,9% foram de homens e 36,1% de mulheres. O
percentual de Obitos no subgrupo LLA-B foi de 28,9%(n=20), para LLA-T 33,3%
(n=5) e 37,9%(n=11) para LMA.

No que se refere a faixa etéria, 80,9% estavam enquadrados na faixa etaria
infanto-juvenil (até 19 anos) e 19,1% na faixa adulta (maior que 19 anos).

Quanto aos subgrupos de leucemias agudas 61,82% dos pacientes eram
portadores de leucemia linféide aguda (LLA) tipo B (LLA-B), 12,73% de leucemia
linféide aguda (LLA) tipo T (LLA-T) e 25,45% de leucemia mieldide aguda (LMA).

Parametros hematologicos

A porcentagem de blastos em medula 6ssea e sangue periférico no dia inicial
do periodo de indugdo do tratamento (DO), assim como os niveis de hemoglobina,
contagem de leucdcitos e plaguetas nos dias inicial (D0) e final do tratamento (D29
para as LLA e D15 para as LMA), encontram-se dispostos nas tabelas 1, 2 e 3,
respectivamente.

A tabela 1 mostra que no subtipo leucémico LLA-B o grupo que nao foi a 6bito
durante o periodo de inducéo do tratamento apresentou percentual médio de blastos
no sangue periférico de 41,2% e na medula 6ssea de 74,6%. Para esse mesmo
grupo de pacientes (sem terem ido a 6bito), o subtipo leucémico LLA-T, exibiu média
percentual de blastos no sangue periférico de 68,1% e na medula 6ssea de 79,9%.
Sob este mesmo critério, em relacdo as LMA os percentuais de blastos no sangue
periférico e medula 6ssea foram de respectivamente 30,4% e 57,9%.

Os resultados da tabela 1 demonstram estatisticamente que em relacdo ao
percentual de blastos em medula 6ssea no DO para os pacientes que nao foram a
Obito durante o periodo de inducdo do tratamento, houve diferenca significativa entre
as LLA-B (74,6%) e LMA (57,9), com p = 0,032, bem como entre as LLA-T (79,9%) e
LMA (57,9%), com p = 0,017. Com relagdo ao percentual de blastos em sangue
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periférico no DO para os pacientes que ndo foram a 6bito durante o periodo de
inducéo do tratamento, também houve diferenca significativa entre as LLA-B (41,2%)
e LLA-T (68,1%), com p = 0,045, e entre as LLA-T (68,1%) e LMA (30,4), com p =
0,003. Em suma, os pacientes com LMA apresentaram um percentual de blastos ao
DO em medula 6ssea menor que os com LLA-B e que os com LLA-T. Além disso, os
pacientes com LLA-T apresentaram um maior percentual de blastos ao DO no
sangue periférico que aqueles com LLA-B e com LMA.

Fazendo referéncia ao grupo que foi a ébito durante o periodo de inducéo, as
LLA B demonstraram percentual médio de blastos no sangue periférico de 44,4% e
na medula 6ssea de 75,8%. Ainda neste grupo, os portadores de LLA-T indicaram
como meédia percentual de blastos no sangue periférico 61,6% e na medula 0ssea
meédia de 90,7%. Para as LMA, os percentuais de blastos no sangue periférico e
medula 6ssea foram de respectivamente 32,7% e 63,2% (tabela 1).

O percentual de blastos em medula éssea e sangue periférico para cada um
dos subgrupos de leucemia, no periodo de inducédo do tratamento ndo demonstrou
diferenca significativa, por outro lado, em estudo comparativo entre os subgrupos de
leucemia, houve diferenca no seu padrdo de apresentacdo ao diagnostico (Tabela
1).
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Tabela 1. Percentual de blastos na medula 6ssea e sangue periférico entre os
individuos portadores de leucemia linfoide aguda (B ou T) e mieléide aguda de
acordo com a ocorréncia de @bito durante o periodo de inducgéo.

Obito durante o periodo de inducdo

Percentual NGo Sim
de Blastos - —

Média+DP MédiazDp __ vaordep
LLA-B (n=67)
Blasto MO (%) 74,6%+25 .4 75,84251 0,86
Blasto SP (%) 41,2°+33,9 44,4+31,7 0,71
LLA-T (n=15)
Blasto MO (%) 79,92+19,8 90,745,3 0,37
Blasto SP (%) 68,1°+23,1 61,6429,7 0,66
LMA (n=28)
Blasto MO (%) 57,9%+23,3 63,2+431,5 0,61
Blasto SP (%) 30,4°+25,6 32,7432,1 0,83

* Diferenca estatisticamente significante (p < 0,05).
Diferenca estatisticamente significante: (* p=0,0117; b p=0,0103).
+DP= desvio padréo.

Na tabela 2, em relacéo ao primeiro dia do periodo de indug&o do tratamento,
0s pacientes com LLA-B que nado recidivaram durante o acompanhamento,
apresentaram média de contagem de leucocitos de 19.116/mms3, contagem média de
plaguetas de 53.709/mm3 e nivel de hemoglobina de 7,66 g/dL. JA o0s que
recidivaram durante o periodo de acompanhamento, mostraram média de contagem
de leucdcitos de 23.022/mm3, contagem meédia de plaquetas de 42.201/mm3 e
dosagem média de hemoglobina de 8,6g/dL. Para as LLA-T no mesmo periodo, os
pacientes que nado apresentaram recidiva durante 0 acompanhamento
demonstraram contagem média de leucécitos de 76.341/mm3, média na contagem
de plaquetas de 88.642/mm3 e nivel de hemoglobina de 9,10g/dL, enquanto aqueles
que recidivaram exibiram contagem média de leucdcitos e plaquetas
respectivamente de 54.800/mm3 e 39.700/mm3 e dosagem média de hemoglobina
de 8,23g/dL. Os pacientes com LMA gue n&o recidivaram, mostraram contagem
média de leucdcitos de 18.206/mm3, para plaguetas de 62.960/mm3 e média na

dosagem de hemoglobina de 8,13g/dL. Os que recidivaram da doenca indicaram
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média de 76.800/mm?3 para leucdcitos, 34.733/mm3 para plaquetas e nivel médio de
hemoglobina de 6,33g/dL.

Tabela 2. Distribuicdo dos marcadores hematolégicos do dia inicial da terapia
guimioterpica entre os individuos portadores de leucemia linfoide aguda (B ou T) e
mieldide aauda de acordo com a ocorréncia de recidiva durante o acomnanhamento.

Recidiva durante o acompanhamento
Dia inicial (D 0) N&o Sim

MédiatDP MédiatDP Valorde p
LLA-B (n=47)
Leucdcitos (mm?®) 19.116+33.705 23.022+22.441 0,69
Hemoglobina (g/dI) 7,6612,25 8,60+2,81 0,23
Plaquetas (mm?®) 53.709+67.340 42.201+45.716 0,56
LLA-T (n=10)
Leucdcitos (mm?®) 76.341+56.177 54.800+27.391 0,73
Hemoglobina (g/dI) 9,10+2,31 8,2314,65 0,90
Plaquetas (mm?®) 88.642+48.458 39.700+7.594 0,04*
LMA (n=12)
Leucaocitos (mm?) 18.206+23.165 76.800+121.535 0,92
Hemoglobina (g/dI) 8,13+£1,91 6,33+1,38 0,02*
Plaquetas (mm?®) 62.960+83.428 34.733+22.293 0,50

* Diferenca estatisticamente significante (p < 0,05).
+DP= desvio padréo.

Para as LLA-T a contagem de plaquetas no dia inicial do periodo de inducao
(D0O) demonstrou diferenca significativa para os pacientes que apresentaram recidiva
apos o periodo de inducéo (tabela 2). Entre os pacientes que recidivaram no periodo
de acompanhamento (n=3), 100% apresentaram contagem de plaquetas menor que
100.000/mm3 no dia inicial do tratamento (tabela 3), o que nao foi observado na
contagem de leucadcitos e niveis de hemoglobina. (tabela 2). Enquanto que, dos que
apresentaram sobrevida livre de doenca durante o periodo de acompanhamento
(n=7), 28,57% exibiram contagem de plaquetas abaixo de 100.000/mm? no dia inicial

do tratamento (tabela 3).



59

Tabela 3: Contagem de plaquetas no dia inicial do tratamento em pacientes com LLA T que
recidivaram ou ndo no periodo de acompanhamento

Recidi Plaquetas no dia inicial do periodo  de inducéo
ecidiva Plaquetas <100.000/mm3 | Plaquetas >100.000/mm3 | Total
Sim 3 0 3
N&o 2 5 7

Em relagéo as LMA, os pacientes com menores niveis de hemoglobina no dia
inicial do tratamento apresentaram valores significativos para recidiva apds o
periodo de inducdo. Entre os pacientes que recidivaram no periodo de
acompanhamento (n=8), 62,5% apresentaram niveis de hemoglobina menor que
8g/dL. Enquanto que, dos que apresentaram sobrevida livre de doencga durante o
periodo de acompanhamento (n=4), 100% exibiram niveis de hemoglobina maior ou
igual a 8g/dL no dia inicial do tratamento (Tabela 4).

A maioria dos casos de remissdo no periodo de inducdo dos pacientes com
LLA-B se enquadrou na faixa etaria infanto-juvenil (97,36%), das quais 94,54%
foram LLA-BII ou LLA-BIII (que sédo CD10+), o que ndo ocorreu com as LLA-T cuja
taxa de remissédo foi bem mais baixa (53,33%).

Na LMA, a casuistica foi mais heterogénea (44,82% infanto-juvenil), assim
também como a resposta ao tratamento (58,62% de remissdo no periodo de

inducao).

Tabela 4: Concentracdo de hemoglobina no dia inicial do tratamento em pacientes com LMA que
recidivaram ou néo no periodo de acompanhamento

Hemoglobina no dia inicial do periodo de inducao

Recidiva Hemoglobina Hemoglobina Total
< 8,0 g/dL 2 8,0 g/dL
sim 5 3 :
N&o 0 4
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Na tabela 5, com referéncia ao dltimo dia do periodo de inducdo do
tratamento, o0s pacientes com LLA B que né&o recidivaram durante o
acompanhamento, apresentaram meédia de contagem de leucdcitos de 4.087/mms,
contagem média de plaquetas de 249.608/mm?3 e dosagem de hemoglobina de 8,60
g/dL. Ja os que tiveram recidiva durante o periodo de acompanhamento, mostraram
média de contagem de leucdcitos de 4.863/mms3, contagem média de plaguetas de
171.692/mm3 e dosagem média de hemoglobina de 9,15 g/dL.

Para as LLA T no mesmo periodo, 0os pacientes que nao apresentaram
recidiva durante o acompanhamento demonstraram contagem meédia de leucdcitos
de 3.422/mm3, média na contagem de plaquetas de 207.080/mm3 e na dosagem de
hemoglobina de 8,64g/dL, enquanto aqueles que recidivaram exibiram contagem
meédia de leucdcitos e plaquetas respectivamente de 7.336/mm3 e 461.333/mm?3 e
dosagem média de hemoglobina de 9,46 g/dL (tabela 5). Os parametros
hematologicos dos pacientes com LMA no dltimo dia da indugdo, ndo foram

analisados por falta de dados.

Tabela 5. Distribuicdo dos marcadores hematolégicos do dia final da terapia
guimioterapica entre os individuos portadores de leucemia linfoide aguda (B ou T)
de acordo com a ocorréncia de recidiva durante o acompanhamento.

Recidiva durante o acompanhamento

Dia final (D 29) N&o Sim Valor de
Média+DP MédiatDP P

LLA-B (n=47)

Leucécitos (mm®) 4.087+3.050 4.863+4.719 0,59

Hemoglobina (g/dl) 8,60+1,59 9,15+2,23 0,39

Plaquetas (mm?) 249.608+113.591 171.692+111.922 0,05*

LLA-T (n=10)

Leucécitos (mm®) 3.422+1.917 7.336%6.805 0,25

Hemoglobina (g/dl) 8,64+1,57 9,46+2,13 0,54

Plaquetas (mm?) 207.080+148.659 461.333+£314.326 0,16

* Diferenca estatisticamente significante (p < 0,05).
+DP= desvio padréo.
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De todos os pacientes do subgrupo da LLA B que apresentaram sobrevida
livre de doenca durante o periodo de acompanhamento (n=24), penas 4,17%
apresentaram contagem de plaquetas menor que 100.000/mm?3 no ultimo dia do
periodo de inducdo do tratamento (tabela 6), o que ndo ocorreu em referéncia a
dosagem de hemoglobina e a contagem de leucdcitos para 0 mesmo subgrupo.

Dos 13 pacientes que recidivaram no periodo de acompanhamento, 38,46%
demonstraram contagem de plaquetas abaixo de 100.000/mm3 no ultimo dia do
periodo de inducdo do tratamento (tabela 6), o que ndo ocorreu com relacdo a
dosagem de hemoglobina e contagem de leucécitos para 0 mesmo subgrupo.

A recuperagdo da contagem de plaquetas para LLA B no ultimo dia do
periodo de inducédo do tratamento a valores acima de 100.000/mm?3 apontou para a

nao recidiva da doenca no periodo de acompanhamento.

Tabela 6: Contagem de plaquetas no dia final do tratamento em pacientes com LLA B que recidivaram
ou néo no periodo de acompanhamento

Plaquetas no dia final do periodo de inducéo

Recidiva Plaquetas <100.000/mm3 Plaquetas >100.000/mm3 | Total

Sim 5 8 13
Nao 2 22 24
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5 DISCUSSAO

Os resultados de varias pesquisas confirmam o predominio da leucemia
aguda no género masculino (PAOLUCCI et al, 2001; SILVERMAN et al, 2001).
Alguns investigadores evidenciaram que criangcas do género masculino
apresentaram pior prognostico que do sexo feminino (CHESSELLS et al., 2000; PUI
et al., 1995). Segundo Friedmann e Weinstein (2000), de modo semelhante, o
género masculino tem sido considerado como uma caracteristica prognéstica
adversa. Por outro lado, segundo este mesmo autor, muitos trabalhos ndo tém
mostrado 0 género como uma variavel estatisticamente significante, isto porque
estas discrepancias sao tratamento-dependentes e mudam com 0s avancos da
terapia. Estudos realizados por Silverman et al. (2001) e por Pui et al. (2004)
evidenciaram que o género masculino deixou de ser considerado fator de pior
prognadstico nestes estudos clinicos, com sobrevida livre de eventos, em cinco anos,
de 80%, para meninos. Em nosso estudo, tal variavel serviu apenas para a
caracterizacdo do género dos individuos que dele participaram.

Os pacientes com LMA apresentaram significativo percentual de blastos ao
DO em MO menor que os com LLA-B e os com LLA-T. Além disso, 0s pacientes com
LLA-T apresentaram um maior percentual de blastos ao DO no SP que aqueles com
LLA-B e com LMA, o que sugere que as LLA-T devam possuir maior poder invasivo
medular, com provavel maior taxa de proliferacéo e mais rapido turnover dos blastos
para 0 sangue periférico. Estas diferencas apontadas também sugerem que as
neoplasias acima referidas se apresentam de maneiras distintas ao diagndstico,
entretanto, este modo diferenciado de apresentacdo ndo parece predizer seu
desfecho no periodo de inducdo. Em suma, apesar de os dados apresentados na
tabela 1 apontarem ter havido diferenca no padrdo de apresentacdo ao diagndstico
em relacdo ao percentual de blastos em MO e SP para cada um dos sub grupos de
leucemia, ndo houve diferenca significativa entre eles ao final do periodo de inducéao,
0 que sugere que este dado embora distinto a apresentacdo da doenca (DO) nao
prediga o Obito no periodo de inducdo do tratamento. Dados da literatura (PUI, C. H,
1995) confirmam nossos resultados em relagdo a contagem de blastos ao
diagnéstico (a apresentacdo) entre as diferentes leucemias agudas, porém, é

bastante controversa na literatura a correlacdo entre o elevado percentual de blastos
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ao diagnostico como variavel independente e um pior prognostico em pacientes com
leucemias agudas.

Os dados apresentados para as LLA -T (tabela 2) cuja contagem de plaquetas
no DO do periodo de inducdo demonstrou diferenca significativa para os pacientes
que apresentaram recidiva apds inducdo (durante a fase de acompanhamento)
direcionam para a necessidade de um estudo mais abrangente para avaliar se de
fato contagens de plaquetas menores que 100.000/mm?® podem ser utilizadas como
de valor preditivo para recidiva ou ndo desta patologia durante a fase de inducéo do
tratamento.

N&o houve diferenca significativa para as contagens de leucocitos e dosagem
de hemoglobina no DO do periodo de inducdo em relacdo aos pacientes que
apresentaram recidiva apos inducdo para as LLA-T. Em consonancia com nossos
dados, estudos de OLIVER TEUFFEL (2008) ndo demonstraram associagéo entre o
grau de anemia (nivel de hemoglobina) e resposta a tratamento em pacientes com
LLA-T. Por outro lado, dados de PAHLOOSYE ET AL (2011) apontam que elevadas
contagens de leucdcitos ao diagndéstico (em pacientes sem tratamento prévio), € um
fator de prognéstico adverso na resposta ao tratamento em criancas do sexo
masculino com LLA-T. Tal diferenca em relacdo ao nosso estudo pode ter sido
influenciada pelo fato de muitos pacientes terem feito uso paliativo de corticoides
antes da coleta e envio de suas amostras ao nosso Servico para diagnoéstico, bem
como pelo fato de nossa analise estatistica ndo ter sido feita separadamente por
géneros bem como pela limitada casuistica de nosso trabalho para as LLA-T.

Em relacdo as LMA, os pacientes com menor dosagem de Hb no DO
apresentaram maior tendéncia a recidiva apos o periodo de inducéo, sugerindo que
este marcador seja de valor preditivo para ndo remissdo da doenca durante a fase
de inducdo. Dados de FRANCIS GILES et al (2005) estudando pacientes com LMA
ndo encontraram associacdo entre os niveis de hemoglobina e remissdo completa
da doenca. Para estes pesquisadores as contagens de plaguetas abaixo de
50.000/mm? se apresentaram como um fator adverso independe para remissdo
completa da doenga.

Os resultados apresentados na tabela 2 também demonstram que as LLA-T e
as LMA sdo aparentemente doencas mais heterogéneas a sua apresentacao e na

resposta ao tratamento que as LLA B.
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As LLAB que apresentaram remisséo apos fase de inducéo do tratamento se
mostraram bem mais homogéneas em relacdo a idade (97,36% no grupo infanto
juvenil) e a fase maturativa das células neoplasicas (94,54% foram dos subtipos
LLABII ou LLABIII, que sdo CD10+). Estes dados sugerem que a expressao do
CD10 seja um marcador preditivo de bom prognéstico para remissdo da doenga em
criangas com LLA-B. Nossos dados estdo de acordo com os estudos de
DIGIUSEPPE et al (2007) e FIONA et al (2008) em relacdo a expressao do CD10 e
resposta ao tratamento, que consideraram que a ndo expressdo do CD10 pode estar
associadas a alteracdes citogenéticas e moleculares de mau prognostico. Os dados
de CONSOLINI et al (1998) e FARIAS et al (2004) também estdo de acordo com
nossos resultados e apontam que a expressao do CD10(+) esta associada a outros
fatores de bom progndstico nas LLA-B da infancia. Isto ndo ocorreu com as LLA T
cuja taxa de remissdo foi bem mais baixa (53,33%) nem com as LMA, cuja
casuistica foi mais heterogénea (44,82% infanto-juvenil), assim também como a
resposta ao tratamento (58,62% de remissao no periodo de inducao).

Para o subgrupo das LLA B, de todos os pacientes que nao recidivaram no
periodo de acompanhamento, 95,83% apresentaram contagem de plaguetas maior
que 100.000/mm?3 no D29 do periodo de inducdo do tratamento, o que ndo ocorreu
em referéncia a dosagem de hemoglobina a contagem de leucdcitos para 0 mesmo
subgrupo, tabela 3, demonstrando que as contagens de plaquetas acima de
100.000/mm? tiveram valor preditivo positivo para remissdo da doenca. Acrescido a
ISSO, 0Ss pacientes que apresentaram contagem de plaquetas abaixo de
100.000/mm?3 no ultimo dia do periodo de indugdo do tratamento ndo mantiveram
remissdo da doenca. De todos os pacientes do subgrupo da LLA B que nao
recidivaram no periodo de acompanhamento, 95,83% apresentaram contagem de
plaguetas maior que 100.000/mms3 no ultimo dia do periodo de inducdo do
tratamento (tabela 4). A recuperagdo da contagem de plaqueta para LLA B no ultimo
dia do periodo de inducdo do tratamento a valores acima de 100.000/mms,
demonstrou ter valor preditivo para a ndo recidiva da doenca no periodo de
acompanhamento. Os pacientes com LLA B que apresentaram contagem de
plaguetas abaixo de 100.000/mm? no ultimo dia do periodo de indugdo do tratamento
nao mantiveram remissédo da doenca durante o acompanhamento clinico (tabela 4).
Ter contagem de plaquetas menor que 100.000/mm3 no ultimo dia do periodo de

inducdo do tratamento mostrou-se mais favoravel a recidiva e de valor preditivo
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desfavoravel a remissdo ou sua manutencdo. Nossos dados se encontram em

consonancia com os estudos de Oliver Teuffel (2008).
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6 CONCLUSAO

Apesar de as LMA terem apresentado ao DO menor percentual de blastos em
MO que as LLA-B e as LLA-T, e que as LLA-T maior percentual de blastos no SP
gue as LLA-B e LMA, o percentual de blastos em SP ou MO ao DO n&o demonstrou
ter valor preditivo em relacéo a remissao de cada um destes grupos de leucemias na
fase de inducéo do tratamento.

A contagem de plaquetas abaixo de 100.000/mm? nas LLA-T ao DO parece
ser de valor preditivo para recidiva da doenca apds o periodo de inducdo do
tratamento, mas requer estudos complementares, com uma maior casuistica.

As contagens de leucécitos e dosagem de hemoglobina ao DO néo
demonstraram valor preditivo para recidiva da doenca apods o periodo de inducéo do
tratamento nas LLA-T.

Para as LMA, os pacientes com menor dosagem de Hb no DO apresentaram
maior tendéncia a recidiva apos o periodo de inducéo, sugerindo que este marcador
seja de valor preditivo para ndo remissao da doenca durante a fase de inducao.

Para as LLA B, contagens de plaquetas acima de 100.000/mm?® ao D29 da
inducdo demonstraram ter valor preditivo para manutencdo de néo recidiva da
doenca na fase de acompanhamento (apos D29).

A expressdo do CD10+ demonstrou ser um marcador de bom progndstico
para remissao das LLA-B na fase de indug&o do tratamento.
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