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RESUMO

A LMA ¢ rara em criancas, sendo responsavel por aproximadamente 15-20% dos casos de
leucemia na infancia. Os rearranjos cromossémicos podem ser observados em mais de 70%
dos casos, sendo reconhecidos como um importante fator prognostico. Até o momento,
existem poucos dados sobre a doenca e a sobrevida das criangas por ela acometidas no Brasil.

Objetivo: Avaliar a associacdo das alteracfes citogenéticas com as caracteristicas clinicas e
evolucdo das criancas e adolescentes com leucemia mieloide aguda (LMA).

Pacientes e métodos: Foi realizado um estudo de coorte retrospectivo. A populacdo estudada
consistiu de 98 pacientes com idade até 16 anos, com diagnostico de LMA, atendidas no
Servigo de Hematologia do Hospital das Clinicas - UFMG, no periodo de 2004 a 2015.

Resultados: No presente estudo 51% dos casos correspondiam a pacientes do sexo feminino.
A mediana de idade ao diagndstico foi de 7,64 anos e a mediana da contagem global de
leucéeitos ao diagndstico foi de 10.780/mm®. Em relagdo a classificacdo FAB houve
predominio dos subtipos M3 (33 pacientes - 34% dos casos) e M2 (21 pacientes - 21% dos
casos). Entre os 80 pacientes para os quais foi possivel a analise do cari6tipo, 63 (78,6%)
apresentavam alguma alteragdo cromossomica, sendo a mais frequente a t(15;17)(q22;q921).
Em relacdo a classificacdo da OMS-2008, de 86 pacientes, 45 (52%) foram classificados no
grupo com anomalias genéticas recorrentes, 16 (18,6%) no grupo com alteracdes citogenéticas
relacionadas com mielodisplasia, 19 (22%) no grupo “LMA sem outra especificagdo” (SOE) e
seis pacientes (7%) apresentaram leucemia relacionada a sindrome de Down. A probabilidade
estimada de sobrevida global (SGLO) aos cinco anos para todo o grupo foi de 49,7% (x
5,2%). A probabilidade estimada de SGLO aos 5 anos para os pacientes com cari6tipo normal
foi de 56,6% (£12,7%), de 81,0% (+8,6%) para aqueles com t(15;17), de 71,4% (£17,1%)
para os pacientes com t(8;21), de 20,5% (+£12%) para pacientes com alteracdes citogenéticas
relacionadas com mielodisplasia e de 46,9% (+13,4%) para 0 grupo com outras
anormalidades (p=0,028). Em relacdo a classificacdo da OMS 2008, na analise uni e
multivariada, os pacientes com alteracdes citogenéticas relacionadas com mielodisplasia e
aqueles com “LMA sem outra especificagdo” (SOE) apresentaram prognoéstico desfavoravel
quando comparados aos pacientes do grupo “LMA com anormalidades genéticas recorrentes”
e “LMA relacionada a sindrome de Down”. Na analise multivariada foram incluidas as
variaveis “classificacdo OMS-2008” e “contagem de leucdcitos ao diagnostico <100.000 ou >
100.000 leucécitos/mm?*”. Os pacientes com LMA com alteracdes citogenéticas relacionadas
com mielodisplasia apresentaram chance de Obito 2,97 vezes maior do que 0s pacientes com
anormalidades genéticas recorrentes, considerada a categoria de base. Os pacientes da
categoria sem outra especificacdo (SOE), em relacdo a categoria de base, apresentaram 2,22
vezes mais chance de 6bito. Os pacientes com LMA associada a sindrome de Down
apresentaram chance de Obito 0,58 vezes maior do que a categoria de base, porém sem
significancia estatistica (p=0,601). O efeito da leucometria (superior ou inferior a



100.000/mm°®) n&o é independente (p = 0,078) da classificacdo OMS-2008, embora haja
tendéncia para tal.

Concluséo: Apesar das limitagdes de um estudo retrospectivo e da casuistica relativamente
pequena, os resultados corroboram a importancia das alterac@es citogenéticas como fator
prognostico para pacientes pediatricos com LMA.

Palavras-chave: leucemia mieloide aguda, citogenética, progndstico



ABSTRACT

AML is rare in children, accounting for approximately 15-20% of cases of childhood
leukemia. Chromosomal rearrangements can be observed in more than 70% of the cases,
being recognized as an important prognostic factor. To date, there is little data on the disease
and the survival of the children it affects in Brazil.

Objective: To evaluate the association of cytogenetic changes with the clinical characteristics
and evolution of children and adolescents with acute myeloid leukemia (AML).

Patients and methods: A retrospective cohort study was performed. The study population
consisted of 98 patients up to the age of 16 years, with diagnosis of AML, attended at the
Hematology Service of Hospital of the Clinics - UFMG, from 2004 to 2015.

Results: In the present study, 51% of the cases corresponded to female patients. The median
age at diagnosis was 7,64 years and the median global leukocyte count at diagnosis was
10.780 / mm?®. Regarding FAB classification, M3 subtypes (33 patients - 34% of cases) and
M2 (21 patients - 21% of cases) predominated. Among the 80 patients for whom it was
possible to analyze the karyotype, 63 (78,6%) had some chromosomal alteration, the most
frequent being t (15; 17) (922; g21). In relation to the classification of WHO-2008, of 86
patients, 45 (52%) were classified in the group with recurrent genetic abnormalities, 16
(18,6%) in the group with cytogenetic changes related to myelodysplasia, 19 (22%) in the
group "AML without further specification" (SOE) and six patients (7%) had Down syndrome-
related leukemia. The estimated overall survival (OS) at five years for the whole group was
49,7% (£ 5.2%). The estimated probability of OS at 5 years for patients with normal
karyotype was 56,6% (+ 12,7%), from 81,0% (x 8,6%) for those with t (15; 17), of 71,4% (£
17,1%) for patients with t (8; 21), of 20,5% (£ 12%) for patients with cytogenetic changes
related to myelodysplasia and of 46,9% (x 13,4%) for the group with other abnormalities (p =
0,028). Regarding the classification of WHO 2008, in the univariate and multivariate analysis,
patients with cytogenetic alterations related to myelodysplasia and those with non-specific
AML presented an unfavorable prognosis when compared to patients in the "AML with
recurrent genetic abnormalities” and "Down syndrome AML". In the multivariate analysis,
the variables "WHO-2008 classification" and "leukocyte count at diagnosis <100.000 or
>100.000 leukocytes / mm*" were included. Patients with AML with "cytogenetic changes
related to myelodysplasia” presented a 2,97 times greater chance of death than patients with
recurrent genetic abnormalities, considered the base category. Patients of the category without
other specification (SOE), compared to the base category, presented 2,22 times more chance
of death. Patients with AML associated with Down syndrome presented a death rate 0,58
times greater than the baseline category, but without statistical significance (p = 0,601).The
effect of leucometry (above or below 100.000 / mm?®) is not independent (p = 0,078) from the
WHO-2008 classification, although there is a tendency to do so.



Conclusion: Despite the limitations of a relatively small retrospective study, the results
corroborate the importance of cytogenetic changes as a prognostic factor for pediatric patients
with AML.

Key words: acute myeloid leukemia, cytogenetic, prognosis



LISTA DE ABREVIATURAS

ATRA- Acido Transretindico

BFM- Berlim-Frankfurt-Munique

Brago p- Brago Curto

Brago g- Braco Longo

COEP- Comité de Etica em Pesquisa

del- delecéo

DRM- Doenga Residual Minima

EGIL- European Group for the Immunological Characterization of Leukemias
FAB- Franco-Americano-Britanico

FISH- Hibridizacgdo in Situ Fluorescente

HC-UFMG- Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Minas Gerais
idic- Isodicéntricos

ins- Insercao

iso- Isocromossomo

inv- Inversdo

LLA- Leucemia Linfoide Aguda

LMA- Leucemia Mieloide Aguda

NOPHO- Nordic Society of Paediatric Haematology and Oncology
OMS- Organizacao Mundial de Saude

PCR- Reacdo em Cadeia da Polimerase

SGLO- Sobrevida Global

SLE- Sobrevida Livre de Eventos

SMD- Sindrome Mielodisplasica

SOE- Sem Outra Especificagédo

t- Translocagéo



INDICE DE ILUSTRACOES

Figura 1- Translocacgéo entre os cromossomos 1 e 22; t(1;22)(p13;913)...ccceceevveieiiveieanns 30
Figura 2- Translocacdo entre os cromossomos 8 e 21; (8;21)(g22;922), aléem de outras
anormalidades citogenéticas envolvendo 0s cromossomos 9, 11 € Y...ooovvvvivevecieeieeninsinnnn, 32
Figura 3- Translocagéo entre 0s cromossomos 9 e 11; t(9;11)(p22;923).....cccccerverererernnnnns 34
Figura 4- Translocagéo entre 0s cromossomos 15 e 17; t(15;17)(022;021)....ccceeveververennnnns 35

Figura 5- Distribuicdo de acordo com a faixa etaria dos 98 pacientes diagnosticados com
LMA, no periodo de janeiro de 2004 a junho de 2015, no servi¢co de Hematologia do HC-

Figura 6- Leucometria inicial de 93 dos 98 pacientes diagnosticados com LMA no servico de
Hematologia do HC-UFMG no periodo de janeiro de 2004 a junho de 2015............ccovenee. 49

Figura 7- Probabilidade estimada de sobrevida global para 86 criancas com leucemia
mieloide aguda, de acordo com a classificagdo da OMS-2008 (WHO-2008)............cccevveneee. 58

Tabela 1- Classificacdo do Grupo Franco-Americano-Britanico (FAB) para a leucemia
AT o] o CeTR= Vo U o I TSR USORSN 23

Tabela 2- Classificacdo da Organizacdo Mundial de Saude (OMS 2008) para a leucemia
AT o] o FeTR= Vo TN o I TSP USSR 25

Tabela 3- Distribuicdo de acordo com a classificagdo FAB (Franco-Americana-Britanica) dos
98 pacientes diagnosticados com LMA no servi¢o de Hematologia do HC-UFMG................ 50

Tabela 4- Distribuicdo dos pacientes diagnosticados com LMA no servico de Hematologia do
HC-UFMG de acordo com a positividade para as mutacdes em genes especificos ou genes de
L{URT Lo I 1Sy 7= Vo [0 LSRR 51

Tabela 5- Caracteristicas dos 86 pacientes diagnosticados com LMA no servico de
Hematologia do HC-UFMG, no periodo de janeiro de 2004 a junho de 2015, classificados
segundo os critérios da Organizacdao Mundial de Saude (OMS-2008).........cccccvevveveeieireennenn. 53

Tabela 6- Distribuicdo dos 98 pacientes diagnosticados com LMA no servi¢o de Hematologia
do HC-UFMG, no periodo de janeiro de 2004 a junho de 2015, de acordo com os protocolos
de tratamento ULTHZAGOS. ........uoiuiiieiie ettt nre s 55

Tabela 7- Analise multivariada para o riso de ébito para 86 pacientes com leucemia mieloide
aguda classificados de acordo com os critérios da Organizagdo Mundial de Saude
(ClassifiCaga0 OMS-2008).........cciuieuiriierieeieiie ettt ettt sbe et e e sbeenbesneesaeas 60



Quadro 1- Classificagdo do Grupo Franco-Americano-Britanico (FAB) para as leucemias
agudas de 1INhagem MIBIOIAE. ...........ooiii e 43

Quadro 2- Alteragdes citogenéticas relacionadas a leucemia mieloide aguda observadas nos
pacientes do Servico de Hematologia do HC-UFMG..........cccooiiiiiininii e 44

Quadro 3- Codificacao para a classificacdo da Organizacdo Mundial de Saude (OMS-2008)
para a leucemia mieloide aguda (LIMA).......ovo e 46



SUMARIO

I 11 0T L1 o T RS PS 15
1.1-ReVISE0 U8 TIEEIATUIA. .....c.eveeeeiiiit ettt 18
1.1 1-EPIOCMIOIOQIA. ...t 18
1.1.1.2-INCIAENCIA A8 UOBNGA. .....c.viiieiiieieeiie ettt 18
1.1.1.2- Fatores de risco para 0 desenvolvimento da LMA..........ccccooviieiiie i 18
1.1.1.3-Biol0gia 0@ QOBNGA........cceeieiiieiieeie ettt ra e re e sreesreenesneesreaneeas 20
I @ U= To [ (o I o] 113 oo USSR 20
1.2.3-DHAGNOSLICO. ....veeeneieeiiete ettt bttt sttt b bbb e neenas 21
1.1.4-ClasSifiCAGA0 0 LIMA ... ..ot 23
1.1.5-Tratamento € PrognOSTICO.......ccveiiiieieeie ettt e e sreenneenes 26
1.1.6-Alteragdes CItOGENELICAS. .......civeiieirieieeieite e sttt s et sre e re et e e te e e reesbe e esnaenas 28
2-ODJBEIVOS. ...ttt bbbt bbbttt 38
2.1-ODJELIVO GEIAL.....c.eeieiccie e e are s 38
2.2-ODEtIVOS BSPECITICOS. .. vieviiiiieiie ettt e e e e sre e e sreenee s 38
3-PaCientes € MELOUOS. .......ceeueieeieeiie ettt ne st st re e s 38
B L-PACIENTES. ...ttt bbb bbbt 39
3.2-Coleta dos dados 1aboratoriais € CHNICOS. .........cuierieiiirieisicree e 39
3.3- Definicao do diagndstico de leucemia mieloide aguda.............ccccovevveiieiieiecic e, 40
3.4- Classificagdo da leucemia mieloide aguda............ccooviiiiiiiiineience e 42
3.4.1- Classificagdo do Grupo Franco-Americano-Britanico (FAB)........cccoviiiiieniiiiienen, 42
3.4.2- Classificacdo de acordo com as alteracdes citogenéticas e moleculares............cccc...... 43

3.4.3- Classificagdo de acordo com a classificacdo da Organizagdo Mundial de Satude (OMS-



3.5-PrOtOCOI0 0B trAtAMENTO. ... eeeeeeeeeeeeeeeee et eeeeeeeesneneeennnsnnnnnnnes 45

3.6-IMBLOAOS BSTALISTICOS. ...ttt et e e e e e e et e e e e e e e e e e e eeeeeeeeeaeenenes 46

B S 1< ox (oS [0 TSRS 47
B-RESUIATOS. .. oo 47

4.1-Caracterizagd0 geral da CaSUISTICA. .........cvriiiierieieire e 47
4.2-Caracteristicas CliNICAS € 1aDOTratOIAIS. ... ..eeee e eee et 48
4.2.1-Analise citogenética e ClasSIfICACAD.........ceivvveiiiiiiecie e 51
L R I - |7 1 101] 1| (0 TUURUT TR 55
4.4-EVOIUGEO A0S PACIENTES. ... ittt sttt bbbttt nr bbb sne s 55
DD HSCUSSAD. ...ttt e e ettt ettt e e e e e e et e e e e e e e e e ettt eee e e e e e —rteaeeeeeaa e ————aaaeeaaaa——— 61
B CONCIUSDES. ....eeeeeeeeeeeeee ettt ettt et et et et e e et et et e e eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeees 72
R B O ENCIAS. ...ttt e e ettt e e e e e e e e e e e —————— 74

Y AN 1) (O I R o T (o= (TR 81
Apéndice 1-Termo de Consentimento Livre e ESCIareCido..........ccevvevveveiieniieirere e 88

FOINA 08 BPIOVAGED. ... .c.eieiiieiti ettt bbb 92



Nunes, Amanda de Lourdes.

N972a Analise das alteragdes citogenéticas e sua associagdo com
caracteristicas clinicas e evolugao das criangas e adolescentes com
leucemia mieloide aguda [manuscrito]. / Amanda de Lourdes Nunes. - -
Belo Horizonte: 2016.

92f.

Orientador: Benigna Maria de Oliveira.

Area de concentracdo: Saude da Crianca e do Adolescente.

Dissertacdo (mestrado): Universidade Federal de Minas Gerais,
Faculdade de Medicina.

1. Leucemia Mieldide Aguda. 2. Citogenética. 3. Progndstico. 4.
Estudos de Coortes. 5. Adolescente. 6. Crianga. 7. Dissertagdes
Académicas. I. Oliveira, Benigna Maria de. II. Universidade Federal de
Minas Gerais, Faculdade de Medicina. III Oliveira. Titulo.

NLM: WH 250

Ficha catalografica elaborada pela Biblioteca J. Baeta Vianna — Campus Satde UFMG




UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS

PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM CIENCIAS DA SAUDE U F m G
SAUDE DA CRIANGA E DO ADOLESCENTE

ATA DA DEFESA DA DISSERTAGAO DA ALUNA
AMANDA DE LOURDES NUNES

Realizou-se, no dia 30 de junho de 2016, as 14:00 horas, sala 029, andar térreo da
Faculdade de Medicina da Universidade Federal de Minas Gerais, a defesa de
dissertagdo, intitulada “ANALISE DAS ALTERAGOES CITOGENETICAS E SUA
ASSOCIACAO COM CARACTERISTICAS CLINICAS E EVOLUGCAO DAS
CRIANCAS E ADOLESCENTES COM LEUCEMIA MIELOIDE AGUDA”,
apresentada por AMANDA DE LOURDES NUNES, numero de registro 2014652290,
graduada no curso de CIENCIAS BIOLOGICAS, como requisito parcial para a
obtencao do grau de Mestre em Ciéncias da Salde, pelo Programa de Pds
Graduagdo em Ciéngias da Saude, Saude da Crianga e do Adolescente & seguinte
Comissao Examinadora formada pelas Professoras Doutoras: Benigna Maria de
Oliveira - Orientadora (UFMG), Sandra Guerra Xavier (UFMG) e Karla Emilia de Sa
Rodrigues (UFMG).

A Comisséo considerou a dissertagao:
()_() Aprovada

{ ) Reprovada

Finalizados os trabalhos, lavrei a presente ata que, lida e aprové_da‘ vai assinada por
mim e pelos membros da Comissao.
Belo Horizonte, 30 de junho de 2016.

-7 Benigna Maria de Oliveira ( Doutora )

o —

Prof.* Sandra Guerra Xavier ( Doutora )

Weadey, &8, (\L«;-—:x_*. S M
Prof.® Karla Emilia de Sa Rodrigues ( Doutora )

Mc@ Centro ?’O"’ e
CONFERE COM ORIGINA
de Pos-Graduacao

Faculdade de Medicina - U™




UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS

PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM CIENCIAS DA SAUDE U F m G
SAUDE DA CRIANGA E DO ADOLESCENTE =

FOLHA DE APROVACAQ

ANALISE DAS ALTERAGOES CITOGENETICAS E SUA ASSOCIAGAO COM
CARACTERISTICAS CLINICAS E EVOLUGAO DAS CRIANGAS E
ADOLESCENTES COM LEUCEMIA MIELOIDE AGUDA

AMANDA DE LOURDES NUNES

Dissertago submetida 4 Banca Examinadora designada pelo Colegiado do Programa de
Pés-Graduagdo em Ciéncias da Satde, Satde da Crianca e do Adolescente, como requisito
para obteng¢éo do grau de Mestre em Ciéncias da Saude, Satide da Crianga e do Adolescente,
area de concentracfio Ciéncias da Saude.

Aprovada em 30 de junho de 2016, pela banca constituida pelos membros:

}eda.
Prof? /égni a Maria de Oliveira - Orientadora
UFMG

&1/ f -
Prof® Sandra)Guerra Xavier

UFMG

. : b
Vo loL E. 8 Noota i,

Prof:* Karla Emilia de Sa Rodrigues
UFMG

Belo Horizonte, 30 de junho de 2016.



15

1. INTRODUCAO

A leucemia é o cancer mais frequente na populagdo pediatrica, correspondendo a cerca de
30% dos casos de neoplasias nessa faixa etaria. Os dois tipos principais sdo: leucemia linfoide
aguda (LLA) e leucemia mieloide aguda (LMA), que acometem as linhagens celulares
linfoide e mieloide, respectivamente (PUUMALA et al.,2013).

A LMA ¢ rara em criancas, sendo responsavel por aproximadamente 15-20% dos casos de
leucemia na infancia, diferentemente da LLA que representa 80% dos casos (METAYER et
al., 2013).

A LMA é uma doenca complexa por ser clinica e geneticamente heterogénea, resultado de
uma transformacdo clonal de precursores hematopoiéticos, através da aquisicdo de rearranjos
cromossémicos (observados em mais de 70% dos pacientes pediatricos) e de maultiplas
mutacdes génicas (COENEN et al., 2011; BALGOBIND et al., 2011; RUBNITZ, 2008). A
deteccdo de tais rearranjos e mutacGes é feita através das analises citogenética e molecular
que, aliadas ao mielograma e a imunofenotipagem por citometria de fluxo (IMF), possibilitam

maior precisao no diagndstico e avaliacdo prognostica dos pacientes.

A LMA possui varios subtipos e sdo utilizados para a sua classificacao os critérios do Grupo
Cooperativo Franco-Americano-Britanico (Classificacdo FAB) e da Organizacdo Mundial de
Saude (Classificacdo OMS). Aliados as caracteristicas morfolégicas e imunofenotipicas da
classificacdo FAB, na classificacdo da OMS foram incorporados critérios clinicos, alteraces
citogenéticas e moleculares. Os achados citogenéticos sdo relevantes no que diz respeito a
definicdo de progndstico, resposta a terapia de inducdo, incidéncia de recaida e sobrevida
global (MANOLA, 2009; RUBNITZ et al., 2007; PESSION et al., 2013; DAVIS et al.,
2013).

A importancia das alteragdes cariotipicas na LMA infantil tem sido reconhecida apenas
recentemente devido a relativa raridade da doenca. Alguns rearranjos cromossémicos
especificos tém sido identificados e associados com subgrupos morfoldgicos distintos e
reconhecidos como parametros importantes para fins de diagndstico e acompanhamento. A
identificacdo de rearranjos, com progndstico conhecido, € importante para a correta

classificacdo dos pacientes pediatricos, no momento do diagnoéstico, de acordo com a
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classificacdo da OMS, além da estratificacdo em grupos de risco favoravel, desfavoravel e
intermediério e definicdo de protocolos de tratamento adequados (MANOLA, 2009).

As alteracBes cromossdémicas que conferem prognostico favoravel sdo t(8;21)(g22;q22),
t(15;17)(922;021) e inv(16)(p13g22). Prognodstico desfavoravel estd relacionado a
monossomia do cromossomo 5, delecBes no braco longo do cromossomo 5 (del 5q),
monossomia do cromossomo 7, anormalidades no braco longo do cromossomo 3 (3q) e
caridtipos complexos. Outras anormalidades numéricas ou estruturais, incluindo alteracfes em
11923, trissomia dos cromossomos 8, 21 e 22, e dele¢des no braco longo do cromossomo 9
[del(9g)] e cromossomo 7 [del(7qg)] conferem progndstico intermediario (von NEUHOFF C,
2010).

A sobrevida nos pacientes pediatricos com LMA melhorou ao longo das Ultimas décadas.
Atualmente, nos paises desenvolvidos, os indices de sobrevida situam-se em torno de 60 a
70% (CREUTZIG et al., 2012; TARLOCK e MESHINCHI, 2015). Esse avanco deve-se a
utilizacdo de novas abordagens terapéuticas, melhoria das terapias de suporte, possibilidade
de transplante de medula 6ssea, monitoramento de doenca residual minima (DRM), além da
classificacdo dos pacientes em grupos de risco para recidiva de acordo com resposta precoce
ao tratamento (DRM) e alteracBes genéticas e moleculares (KRSTOVSKI et al., 2010;
MANOLA, 2009; RUBNITZ, 2008; KASPERS e ZWAAN, 2007; PESSION et al., 2013).

A LMA em crianc¢as é uma doenga pouco estudada no Brasil. Até 0 momento, existem poucos
dados sobre a doenca e a sobrevida das criancas por ela acometidas no pais (POMBO DE
OLIVEIRA et al., 2009; VIANNA et al., 2003).

O Servico de Hematologia do Hospital das Clinicas da UFMG (HC-UFMG) ¢é referéncia para
o tratamento da leucemia infantil no estado de Minas Gerais. Um dos principais estudos
brasileiros, envolvendo 83 pacientes com diagndstico de LMA, tratados no periodo de 1986 a
2000, foi realizado neste servico. Esse trabalho teve como objetivo verificar a sobrevida de
criancas com LMA e avaliar a influéncia de fatores progndsticos como idade, género,

leucometria inicial, estado nutricional e esquema terapéutico (VIANNA et al., 2003).

O presente estudo deu continuidade a essa linha de investigacdo, incluindo em seus objetivos
a avaliacdo dos aspectos relativos as alteragdes citogenéticas, uma vez que constitui,

atualmente, importante fator prognostico.
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A énfase nos achados citogenéticos deveu-se a sua importancia como parte fundamental do
diagnéstico da LMA, com implicagdes na definicdo de progndstico e estratégias terapéuticas,
mas também a experiéncia da mestranda, como biodloga, no Setor de Citogenética do HC-
UFMG. Esse setor deu inicio a realizacdo dos cariétipos em medula 0ssea para a deteccao de
doencas hematoldgicas no ano de 1994, atendendo ao Servi¢co de Hematologia do HC-UFMG,

e tem ampliado e aprimorado suas atividades ao longo desses anos.
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1.1. REVISAO DE LITERATURA

1.1.1. EPIDEMIOLOGIA

1.1.1.1.  INCIDENCIA DA DOENCA

A incidéncia da LMA na infancia é estimada entre cinco a sete casos por milhdo de
individuos por ano, com um pico de incidéncia, de 11 casos por milhdo, aos dois anos de
idade (RUBNITZ et al., 2010). De acordo com relatos do programa americano SEER, a
incidéncia da LMA é de 1,5 por 100.000 individuos por ano, em pacientes com idade inferior
a um ano. Essa incidéncia diminui para 0,9 por 100.000 individuos com idade entre 1 e 4 anos
e 0,4 por 100.000 individuos com idade entre 5 e 9 anos. Apds essa faixa etaria, ha um
aumento progressivo no nimero de casos na idade adulta, atingindo incidéncia de 16,2 por
100.000 individuos com mais de 65 anos (PUUMALA, 2009). Ndo ha relato de diferencas na
incidéncia entre homens e mulheres e entre a populacdo branca e negra. Os subtipos da
classificacdo FAB estdo igualmente representados entre os diferentes grupos étnicos e raciais,
com excecdo para a leucemia promielocitica aguda, que tem maior incidéncia entre as

criancas de origem latina ou hispanica (RUBNITZ et al., 2010).

1.1.1.2. FATORES DE RISCO PARA O DESENVOLVIMENTO DA LMA

A patogénese da LMA esta relacionada a alteracdes genéticas e epigenéticas nas células
progenitoras hematopoiéticas acarretando a desregulacdo de vias criticas de transducdo de
sinais e resultando no aumento de células mieloides indiferenciadas. A LMA pode ser
dividida em duas categorias: LMA de novo e LMA secundéaria. A LMA de novo é definida
como uma doenca que evolui sem exposicao previa a terapia citotoxica, ao contrario da LMA
secundaria que ocorre posteriormente a essa exposi¢cdo ou a uma insuficiéncia hematopoiética
anterior como sindrome mielodisplasica (SMD) ou insuficiéncia medular (TARLOCK e
MESHINCHI, 2015).

A anélise de possiveis fatores de risco para o desenvolvimento da LMA infantil tem sido

realizada em diversos estudos, levando-se em consideragdo, principalmente, a exposicéo
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anterior a concepgdo e no periodo pré-natal ao alcool, cigarro, medicamentos, benzeno,
pesticidas e radiacdo. Fatores como idade dos pais, perda fetal anterior, ordem de nascimento
das criancas e peso ao nascimento também tém sido pesquisados. Entretanto, o estudo desses
fatores se torna limitado, pois, além do numero de pacientes pediatricos com LMA ser
reduzido, estes podem ser agrupados inadequadamente com pacientes diagnosticados com
LLA. Outro aspecto importante a ser citado € a dificuldade de se medir de forma exata a
quantidade e tempo de exposi¢do as condicdes citadas anteriormente. Com isso, somente a
exposicao intrautero a radiacdo € considerada como causa estabelecida para a LMA pediatrica
de novo (PUUMALA et al., 2013).

Condicgbes genéticas como a trissomia do cromossomo 21 e outras sindromes menos comuns
como anemia de Fanconi, sindrome de Bloom, ataxia telangiectasia, sindrome de
Shwachman-Diamond, disceratose congénita e sindrome de Kostmann estdo, também,
associadas a LMA (METAYER et al.,, 2013; PUUMALA et al.,, 2013; TARLOCK e
MESHINCHI, 2015).

As criancas com sindrome de Down (SD) tém risco aumentado de desenvolver LMA na
infancia, principalmente o subtipo LMA-M7 (leucemia megacarioblastica aguda) (MANOLA,
2009; HEEREMA e RAIMONDI, 2013; CREUTZIG et al., 2012). A doenca ¢ classificada a
parte por ser clinica e geneticamente unica (MANOLA, 2009). Alguns pacientes podem
apresentar mutacfes somaticas no exon 2 do fator de transcricdo hematoldgico GATAL
presente no brago curto do cromossomo X (p11.23). Esses eventos resultam na perda do
dominio de ativacdo e originam uma proteina truncada, GATALs. A maioria dos pacientes
pediatricos portadores de SD afetados pela doenca tem idade inferior a cinco anos e
apresentam bom prognostico, ja que essa mutacdo confere aumento de sensibilidade das
células leucémicas a quimioterapia (MANOLA, 2009; HEEREMA e RAIMONDI, 2013).

A anemia de Fanconi é uma doenca autossdmica recessiva associada a anomalias congeénitas,
pancitopenia progressiva e uma predisposicio ao cancer. E uma sindrome de instabilidade
gendmica, onde as células cultivadas s&o caracteristicamente sensiveis a ruptura dos
cromossomos por agentes de ligagcdo cruzada de DNA (ROSENBERG et al., 2003). A
insuficiéncia medular decorrente da doenca pode se apresentar em diferentes graus. Pacientes
com anemia de Fanconi tém um risco aumentado em 500 vezes, se comparados a populacao
em geral, de desenvolver LMA (ROCHOWSKI et al., 2012).



20

Em criancas, € rara a ocorréncia de LMA precedida por doencas mieloproliferativas como
SMD e leucemia mielomonocitica juvenil. Tambeém deve ser destacada a possibilidade de
LMA secundaria a tratamento radioterapico ou quimioterapico contendo agentes alquilantes
ou epipodofilotoxinas (de ROOIJ et al., 2015).

1.1.1.3 BIOLOGIA DA DOENCA

A LMA ¢é uma doenga clinica e geneticamente heterogénea, resultado da transformacao
maligna de precursores mieloides e de uma variedade de eventos que contribuem para tal
transformacédo. A maioria dos subtipos de LMA é caracterizada por subpopulacdes de células
estaminais, ou células iniciadoras de leucemia que tém uma capacidade de autorrenovacao
ilimitada (RUBNITZ, 2012), além de proliferacdo e diferenciacdo em blastos malignos. Sabe-
se que algumas dessas células podem persistir apés o tratamento e sdo provavelmente
responsaveis pela recidiva da doenca (ROBOZ e GUZMAN, 2009).

Estudos indicam que o processo de transformacdo neoplasico ocorre em varias etapas,
partindo de um evento inicial em uma célula-tronco que origina uma célula-tronco pré-
leucémica, que posteriormente passa por seguidas mutacdes levando a manifestacdo da
doenca (ROBOZ e GUZMAN, 2009). A patogénese da doenca compreende uma acdo
sinérgica de mutacdes classe | (que conferem vantagem proliferativa) e mutacdes classe Il
(que bloqueiam a diferenciacdo) dentro da mesma célula-tronco hematopoiética, conduzindo a
transformacdo em leucemia aguda (KRSTOVSKI et al., 2010). As mutagdes que regulam a
proliferacdo ou sobrevivéncia de células progenitoras hematopoiéticas incluem mutacdes de
ativacdo em membros da familia RAS, no receptor tirosina quinase FLT3 e KIT, assim como
nos genes de fusdo BCR/ABL e TEL/PDGFRB. As mutacGes em genes que prejudicam a
diferenciacéo e/ou apoptose incluem os genes de fusdo AML/ETO e PML/RARA, mutagdes em
CEBPA, CBF, e membros da familia HOX, assim como CBP/P300, co-ativadores de TIF e
rearranjos envolvendo MLL (KRSTOVSKI et al., 2010).

1.1.2. QUADRO CLINICO
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A sintomatologia associada a doenca deve-se a infiltracdo da medula Gssea e outros érgdos
por células malignas e a insuficiéncia medular secundaria (ROSE-INMAN e KUEHL, 2014).
Dentre os principais sinais e sintomas estdo: febre, palidez, dispneia, fadiga, anorexia, perda
de peso, dor 6ssea. Também podem ser observados petéquias, hematomas ou sangramentos,
como resultado da trombocitopenia. A coagulacédo intravascular disseminada pode ocorrer em
todos os subtipos de LMA, sendo mais frequente na LMA-M3 (ROSE-INMAN e KUEHL,
2014; KRSTOVSKI et al., 2010).

A infiltracdo de sitios extramedulares pode resultar em linfadenopatia, hepatoesplenomegalia,
tumores (mieloblastomas e sarcomas granulociticos), doenca na pele (leucemia cutis), oOrbita,
e no espaco epidural e, raramente, envolvimento testicular (RUBNITZ et al., 2010). O
acometimento do sistema nervoso central (SNC) na leucemia mieloide aguda ocorre em
apenas 5 a 10% dos pacientes, tanto no diagnéstico quanto na recidiva. Alguns fatores como
hiperleucocitose, leucemia monocitica (subtipos M4 ou M5, incluindo M4eo com inv(16)),
rearranjos envolvendo o gene MLL e pacientes mais jovens estdo associados com infiltracéo
do SNC (CREUTZIG et al., 2012).

O sarcoma mieloide é uma rara manifestacdo de LMA, caracterizada pela presenca de uma ou
mais massas tumorais de células mieloides (ou infiltragdes) em um sitio extramedular. Sua
ocorréncia se da principalmente de maneira simultanea ao surgimento da LMA, podendo
aparecer também como primeira manifestacdo, antecedendo o envolvimento medular.
Geralmente, a pele é afetada (leucemia cutis), mas outros 6rgdos como Orbita, linfonodos,
0ss0s, tecidos moles, rins ou testiculos podem estar envolvidos. O sarcoma mieloide é mais
frequente em criangas mais jovens com uma média de idade de 5 anos e sua incidéncia
diminui com a idade (CREUTZIG et al., 2012).

1.1.3. DIAGNOSTICO

O diagnéstico da LMA é estabelecido com base em uma combinagdo de critérios
morfologicos, imunofenotipicos, moleculares e citogenéticos (KRSTOVSKI et al., 2010). Tal
investigacdo é precedida de uma suspeita clinica associada a alteracbes no hemograma. O
material biologico ideal para a realizacdo do diagndstico é o aspirado de medula dssea. Na

impossibilidade de obtencdo de amostra medular, o sangue periférico pode ser utilizado,
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desde que contenha um numero significativo de blastos circulantes (HEEREMA e
RAIMONDI, 2013; CREUTZIG et al., 2012).

O hemograma é ferramenta indispensével tanto no diagnostico quanto no seguimento da
doenca. Os pacientes podem apresentar anemia normocitica e normocromica,
trombocitopenia, contagem de leucdcitos normal ou alterada (aumentada ou diminuida),

neutropenia, além de blastos circulantes no sangue periférico (OLIVEIRA et al., 2004).

O diagndstico morfoldgico é estabelecido pelo exame da medula dssea (mielograma) ou por
biopsia de crista iliaca nos casos de puncdo seca. O estudo morfologico revela as
porcentagens de blastos indiferenciados, com granulos, atipicos, além da presenca de
estruturas intracelulares como bastonetes de Auer e sinais de mielodisplasia. A classificacao
morfologica da LMA ¢ baseada no fendtipo associado a linhagem (indiferenciada, mieloide,
monoblastica, eritroblastica ou megacariobléstica) e definida pela classificagdo FAB
(CREUTZIG et al., 2012).

A imunofenotipagem pela técnica de citometria de fluxo é um método rapido para determinar
a linhagem celular e distinguir entre LMA e LLA, utilizando para tal um painel de anticorpos
monoclonais. O painel minimo preconizado pela OMS-2008 e classificacdo EGIL inclui os
seguintes marcadores: CD34, CD117, CD11b, CD11c, CD13, CD14, CD15, CD33, CD64,
CD65, IMPO, i-lisozima, CD41, e CD61; e para a leucemia aguda de linhagem ambigua
(MPAL): CD19, iCD79a, iCD22, CD10, e iCD3. A IMF ndo costuma substituir a
classificacdo morfoldgica de acordo com critérios FAB, mas € necessaria para classificar o
subtipo FAB-MO (positivo para marcadores como mieloperoxidadse, e/ou CD13, CD33,
CD117) e o subtipo FAB-M7 (positivo para marcadores plaquetarios como CD41e/ou CD61)
(CREUTZIG et al., 2012).

A andlise citogenética convencional pode identificar rearranjos cromossémicos ao longo de
todo o genoma, podendo servir consequentemente como ponto de partida para outras
investigacOes. Rearranjos cromossémicos especificos tém sido reconhecidos como
importantes eventos iniciadores do processo de leucemogénese (MANOLA, 2009). E um
método que pode detectar anormalidades estruturais ou numéricas em aproximadamente 70%
dos pacientes pediatricos (CREUTZIG et al., 2012). O papel da citogenética no diagnostico
da LMA foi reconhecido pela OMS e o seu valor como indicador independente de
prognostico foi aceito ja em 1984 (HARRISON et al., 2010).
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Diversas mutagdes génicas e genes expressos de maneira aberrante foram reconhecidos na
LMA pediétrica, contribuindo para a heterogeneidade da doenca. A avaliacdo de rotina deve
incluir o estudo de marcadores genéticos moleculares relevantes para estabelecimento de
prognostico, tais como FLT3-ITD, WT1, C-KIT, CEBPA (mutacdo dupla), NPM1 e outras
anormalidades especificas envolvendo o gene MLL (CREUTZIG et al., 2012).

1.1.4. CLASSIFICACAO DA LMA

A classificacdo da LMA baseia-se, principalmente, nos critérios do Grupo Cooperativo
Franco-Americano-Britanico (classificacgdo FAB) e da Organizacdo Mundial de Salde
(classificacdo OMS). A classificacdo FAB foi introduzida no contexto clinico da LMA em
1976, baseando-se nos aspectos morfologicos e citoquimicos para categorizacdo da mesma e
estabelecendo para confirmacdo do diagnostico a presenca de 30% de blastos na medula
Ossea. Nessa classificagdo a LMA foi subdividida em seis grupos (M1 a M®6). Estudos
posteriores atualizaram a classificagdo FAB, incluindo a realizacdo de estudos
imunofenotipicos, possibilitando maior exatiddo no diagnéstico e proporcionando, assim, a
inclusdo dos subtipos LMA-MO0 e LMA-M7 conforme detalhado na Tabela 1 (KRSTOVSKI
et al., 2010; BACHER et al., 2005, KASPERS e ZWAAN, 2007).

Tabela 1: Classificacdo do Grupo Franco-Americano-Britanico (FAB) para a LMA

Subtipo Descricéao

MO  Leucemia mieloide aguda com minima evidéncia de diferenciacdo mieloide
M1 Leucemia mieloide aguda sem maturacéo

M2 Leucemia mieloide aguda com maturagdo

M3 Leucemia promielocitica aguda

M4 Leucemia mielomonocitica aguda

M5 Leucemia aguda monobléstica e monocitica

M6 Leucemia mieloide aguda com diferenciag&o eritréide predominante

M7 Leucemia megacarioblastica aguda
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A classificacdo da OMS foi proposta em 1999 e, desde entdo, passou por modificagdes. A
versdo utilizada atualmente, OMS-2008, integra fatores genéticos, imunofenotipicos,
bioldgicos e clinicos para definir a doenca e estabelece para o diagndstico a presenca de, no
minimo, 20% de blastos no sangue periférico ou medula 6ssea (KRSTOVSKI et al., 2010).
Outro aspecto importante é que a presenga de rearranjos citogenéticos clonais recorrentes
como 1(8;21)(922;922), t(15;17)(922;921), inv(16)(p13gl2) ou t(16;16)(p13gl2) sé&o
suficientes para definir o diagnostico de LMA, independentemente de ser observada a
quantidade minima de blastos preconizada (KRSTOVSKI et al., 2010).

De acordo com essa classificacdo, a LMA é subdividida em sete grupos, conforme detalhado

na tabela 2.
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Tabela 2: Classificacdo da Organizagdo Mundial de Saude (OMS-2008) para a leucemia mieloide
aguda (LMA), adaptada (VARDIMAN et al., 2009; ZERBINI et al., 2011)

LMA com anormalidades genéticas recorrentes

LMA com t(8;21)(q22;922); RUNX1-RUNX1T1

LMA com inv(16)(p13.1922) ou t(16;16)(p13.1q22); CBFB-MYH11

LMA com t(15;17)(q22;921); PML-RARA

LMA com t(9;11)(p22;923); MLLT3-MLL

LMA com t(6;9)(p23;934); DEK-NUP214

LMA com inv(3)(g21926.2) ou t(3;3)(q21;926.2); RPN1-EVI1

LMA (megacarioblastica) com t(1;22)(p13;913); RBM15-MKL1

Entidade proviséria: LMA com mutagdo NPM1

LMA com mutagdo CEBPA

LMA com alteragdes relacionadas com mielodisplasia

Caridtipo complexo

Anormalidades ndo balanceadas: -7/del(7q), -5/del(5q), i(17q) ou t(17p), -13 ou del(13q),
del(11q), del(12p) ou t(12p), del(9q), idic(X)(q13)

Anormalidades balanceadas: t(11;16)(g23;p13.3), t(3;21)(g26.2;022.1)
t(1;3)(p36.3;921.1), t(2;11)(p21;923)

t(5;12)(933;p12), t(5;7)(933;911.2)

t(5;17)(q33;p13), t(5;10)(q33;921)

t(3;5)(425;q34)

Neoplasias mieloides relacionadas com terapia

LMA sem outra especificagdo (SOE)

Leucemia mieloide aguda com minima evidéncia de diferenciacdo mieloide

Leucemia mieloide aguda sem maturacdo

Leucemia mieloide aguda com maturagdo

Leucemia mielomonocitica aguda

Leucemia aguda monoblastica e monocitica

Leucemia aguda eritrdide : leucemia eritroide pura; eritroleucemia, eritrdide/mieloide

Leucemia megacarioblastica aguda

Sarcoma mieloide

Proliferacfes mieloides associadas com sindrome de Down
Mielopoese anormal transitoria

Leucemia mieloide associada a sindrome de Down

Neoplasia da célula dendritica plasmocitoide bléstica




26

A classificacdo da OMS assume grande importancia na abordagem dos pacientes com LMA,
pois 0s achados citogenéticos sdo, atualmente, considerados um dos mais expressivos fatores
prognosticos (KRSTOVSKI et al., 2010; MROZEC et al., 2004; DAVIS et al., 2013;
VOUTIADOU et al., 2013). Deve ser ressaltada a importancia dessa classificacdo na
definicdo de grupos de risco para recidiva, possibilitando a identificagdo de pacientes que

necessitam de tratamento mais intensivo.

No entanto, esse sistema foi elaborado utilizando-se principalmente dados obtidos da
experiéncia com pacientes adultos. A literatura sobre o uso da classificagio OMS-2008 em
criancas ainda é escassa (DAVIS et al., 2013; SANDAHL et al., 2015).

Em 2013, foi publicado estudo retrospectivo no qual a classificacdo OMS-2008 foi utilizada
em uma coorte pediatrica envolvendo 115 criancas. Tratou-se de estudo pioneiro no qual
foram destacadas as diferencas na epidemiologia da LMA entre pacientes pediatricos e
adultos. Os autores consideraram que grande parte dos melhores resultados obtidos na
populacdo pediatrica poderia ser atribuida ao aumento da incidéncia de LMA caracterizada
pela presenca de anormalidades genéticas recorrentes que carregam um progndstico favoravel
(DAVIS et al., 2013).

Em 2015, estudo do grupo NOPHO envolvendo 639 pacientes dos paises nordicos e Hong
Kong, com idade entre 1 e 18 anos, concluiu que existem limitacfes para o emprego dessa
classificacdo na populagdo pediatrica. Entre os achados que levaram a essa conclusdo esté o
fato da maior parte dos pacientes (44%) ter sido classificada no grupo “LMA sem outra
especificacdo” e 15% dos pacientes terem sido alocados no grupo com “LMA com alteraces
relacionadas com mielodisplasia”, agrupando em uma mesma categoria entidades com
evolucéo nitidamente diferente (SANDAHL et al., 2015).

1.1.5. TRATAMENTO E PROGNOSTICO

Ao longo das ultimas trés décadas, o prognostico dos pacientes pediatricos com LMA tem
melhorado de maneira significativa, alcangando indices de sobrevida proximos de 60%
(RUBNITZ, 2012; TARLOCK e MESHINCHI, 2015). Esses avangos devem-se,
principalmente, a abordagem terapéutica utilizada; a estratificacdo dos pacientes conduzindo o
tratamento de acordo com 0s grupos de risco para recidiva; ao avancgo das terapias de suporte;
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a melhoria das estratégias para as fases de inducdo e pds-remissdo com elevadas doses de
citarabina; a realizacdo de transplantes alogénicos de células-tronco hematopoéticas em
pacientes de alto risco; e ao monitoramento de DRM (PESSION et al., 2013; KRSTOVSKI et
al., 2010; CREUTZIG et al., 2012).

Apesar da LMA ser classificada em varios subtipos, todos sdo tratados de maneira
semelhante, exceto a LMA-M3, variante associada a t(15;17), que tem como particularidade a
utilizacdo de acido transretindico (ATRA) ou &cido arsénico associado a quimioterapicos.

Diversos autores preconizam que criangas com sindrome de Down sejam tratadas com
esquemas terapéuticos menos intensivos, ja que existe um risco consideravel de mortalidade
precoce, além do fato desses pacientes apresentarem boa resposta a terapia de inducéo
(KRSTOVSKI et al., 2010).

O tratamento da LMA ¢ fundamentado na utilizacdo de poliquimioterapia. Com a utilizacdo
de tratamentos baseados em estratificacdo de riscos e os bons resultados alcangados
atualmente, o transplante autélogo na primeira remissdo € indicado atualmente para pacientes
com alto risco de recidiva (CREUTZIG et al., 2012; TARLOCK e MESHINCHI, 2015).

Aproximadamente 80% a 90% dos pacientes alcancam a remissdo completa apés a inducéo,
baseada no uso de citarabina, daunorrubicina e etoposideo, que tem como objetivo reduzir
rapidamente a quantidade de blastos, promovendo assim a restauracdo da hematopoese
normal, com consequente desaparecimento de toda a sintomatologia clinica associada
(KRSTOVSKI et al., 2010; TARLOCK e MESHINCHI, 2015).

A consolidagdo ou intensificacdo € uma fase de tratamento intensivo, com a finalidade de
evitar o aparecimento de clones resistentes as drogas, aumentando as chances de remissoes
mais prolongadas e maior porcentagem de cura. Nesta fase do tratamento, podem ser
utilizadas altas doses de citarabina, associada ou ndo a outros quimioterapicos (KRSTOVSKI
et al., 2010; MANOLA, 2009; RUBNITZ, 2008; RUBNITZ, 2012; RUBNITZ et al., 2007;
PESSION et al., 2013).

A recidiva em SNC ndo é comum e a profilaxia é feita com dose Unica de citarabina intratecal
em cada ciclo de quimioterapia (TARLOCK e MESHINCHI, 2015).

Contudo, mesmo com o0 aumento das taxas de remissdo, 0s esquemas quimioterapicos

empregados estdo associados a citopenias significativas, cardiotoxidade e outras complicacdes
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que podem elevar a mortalidade relacionada ao tratamento. Neutropenia prolongada € comum
com a terapia padrdo de LMA e necessita de cuidados de suporte intensivo para reduzir a
morbidade por bactérias e infec¢des fungicas (TARLOCK e MESHINCHI, 2015).

Também deve ser ressaltada a importancia crescente da estratificacdo dos pacientes em
grupos de risco para definicdo de prognostico e intensidade do tratamento. A presenca de
alteracOes citogenéticas e moleculares e o estudo da DRM apo6s a fase de inducdo da
quimioterapia tém sido os principais indicadores utilizados para essa avaliagdo de risco
(TARLOCK e MESHINCHI, 2015; KAROL et al., 2015).

A avaliacdo de resposta ao tratamento antes do segundo curso de inducdo e o tempo de
remissdo completa sdo fatores prognosticos importantes identificados, tradicionalmente, por
meio de analise morfologica e exame citogenético da medula 6ssea. Porém, essas técnicas nao
sdo capazes de detectar niveis de células leucémicas inferiores a 1%. Por isso, métodos mais
sensiveis, como a citometria de fluxo e a reacdo em cadeia da polimerase (PCR), tém sido
utilizados para caracterizacdo da DRM (CREUTZIG et al., 2012; KRSTOVSKI et al., 2010).

Ainda que o prognostico da LMA tenha melhorado significativamente nas ultimas décadas, o
indice de recidiva ainda é relevante, atingindo cerca de um terco dos pacientes pediatricos,
conferindo a estes um prognostico desfavoravel (KASPERS, 2014). Segundo Kaspers, a
probabilidade de sobrevida a longo prazo a partir da recaida é de 35% (KASPERS, 2014).

Também merecem destaque 0s avangos nas investigacdes a respeito de novas drogas como 0s
inibidores de tirosina quinase, o Gentuzumabe (Ozogamicina) (anti CD33) e outras, que
poderdo contribuir para 0 aumento dos efeitos anti-leucémicos com reducdo na morbidade e

mortalidade relacionadas ao tratamento (de ROOIJ et al., 2015).

1.1.6. PRINCIPAIS ALTERACOES CITOGENETICAS NA LMA PEDIATRICA

Para se realizar uma avaliacdo citogenética é necessaria a analise cromossémica de pelo
menos 20 metafases, sendo que as alteragbes devem ter pelo menos 2Mb para serem
detectadas (HEEREMA e RAIMONDI, 2013). As anormalidades cromossdmicas clonais séo

aquelas em que as alteracfes sdo idénticas e para que sejam assim designadas devem ser
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observadas em pelo menos duas metafases. No que diz respeito a ganhos e perdas de

cromossomos inteiros, estes devem ser observados em no minimo trés células.

Segundo MROZEC et al., aproximadamente 200 alteracBes estruturais e numéricas como
translocaces reciprocas (t), inversdes (inv), insercdes (ins), delecbes (del), translocacdes ndo
balanceadas (der), isocromossomos (iso), cromossomos isodicéntricos (idic), trissomias
isoladas e monossomias tém sido observadas como anormalidades recorrentes em LMA.
Algumas alteragdes sdo mais raras, enquanto outras ocorrem em maior frequéncia (MROZEC
et al., 2004).

A citogenética convencional pode detectar alteragdes citogenéticas estruturais e numéricas em
70 a 80% das criancas com LMA. No entanto, alguns genes de fusdo, produtos de
translocacbes cripticas ou perda de material cromossémico, s6 podem ser identificados
usando a técnica de hibridizacdo in situ fluorescente (FISH). As anormalidades
cromossomicas mais frequentemente identificadas nas criangas incluem a t(8;21)(q22;922), a
inv(16)(p13.1922), a t(15;17)(922;921)/PML-RARA, e o0s rearranjos 11g23/MLL, que
respondem no total por 50% dos casos de LMA pediatrica, frequéncia muito superior aquela
observada nos adultos (CREUTZIG et al., 2012).

A seguir sdo descritos alguns rearranjos citogenéticos e sua incidéncia na populagdo
pediatrica.

t(1;22)(p13;q13)/RBM15(0TT)-MKL1(MAL)

A translocacéo entre o brago curto (p) do cromossomo 1 na regido p13 e o braco longo (q) do
cromossomo 22 na regido 13 esta restrita a pacientes com LMA megacarioblastica,
ocorrendo em aproximadamente 33% dos pacientes neste subgrupo, sendo mais frequente em
criancas jovens e recém-nascidos. Através dessa translocacdo ocorre a unido dos genes OTT
(RBM15) localizado no cromossomo 1 e MAL (MLK1) localizado no cromossomo 22. Essa
translocacdo é rara em criangas com sindrome de Down (MANOLA, 2009). A translocagéo

t(1;22)(p13;913) esta representada na Figura 1.

Os pacientes que apresentam essa translocacdo eram considerados, no passado, como de alto
risco para recidiva, mas o uso de terapia intensiva tem melhorado consideravelmente seu
prognoéstico (HEEREMA e RAIMONDI, 2013).
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Figura 1. Translocagdo entre os cromossomos 1 e 22; t(1;22)(p13;q13). Este caridtipo

pertence ao paciente de nimero 45 da casuistica deste estudo.
Anormalidades do cromossomo 3

Anormalidades do cromossomo 3, especialmente no brago longo (3q), foram identificadas
como alteragdes de alto risco, sendo raras em criangas. Os rearranjos envolvendo o
cromossomo 3 entre as regifes 021-026 em pacientes pediatricos sdo associados
principalmente ao subtipo M7. A LMA em pacientes com anemia de Fanconi esta fortemente
envolvida com ganhos no brago longo do cromossomo 3, especialmente entre as regides 26-
g29, representando um fator de risco adverso (MANOLA,2009).

-5/del(5q)

A monossomia (-5) ou delec¢des no brago longo do cromossomo 5 (5q) séo eventos raros (0%
a 2,5%) na LMA infantil e sdo caracteristicos de progndstico ruim. Uma propor¢do maior de
anormalidades de 5q pode ocorrer em pacientes pediatricos ap0s quimioterapia com agentes

alquilantes, ou seja, incluidos no grupo “LMA relacionadas a terapia” (MANOLA, 2009).
-7/del(7q)

A monossomia (-7) ou delegdes no braco longo do cromossomo 7 (7q) ocorrem em uma
frequéncia de 2% a 7% na populacdo pediatrica com LMA. Essas alteragdes estdo associadas

a todos os subtipos de LMA e, geralmente, indicam prognostico desfavoravel.
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Estudos recentes mostraram que pacientes com delecdo no brago longo do cromossomo 7
apresentaram prognastico intermediério, enquanto pacientes com -7 apresentaram prognostico
ruim, indicando, portanto, que pacientes com -7 e del (7q) ndo deveriam classificados como
um subgrupo citogenético tnico (MANOLA, 2009; SANDAHL et al., 2015).

A del(7q), comumente, pode ser encontrada como Unica anormalidade cromossdmica na
LMA secundaria a sindrome mielodisplasica e LMA em pacientes portadores de desordens
constitucionais como anemia de Fanconi, neutropenia congénita e neurofibromatose tipo 1
(BRAOUDAKI e TZORTZATOU-STATHOPOULOQU, 2012).

1(8;21)(q22;G22)/RUNX1-RUNX1T1

A t(8;21) e uma das anormalidades citogenéticas mais frequentes, ocorrendo em
aproximadamente 12% dos pacientes pediatricos com LMA e geralmente correlacionada ao
subtipo FAB M2 (HEEREMA e RAIMONDI, 2013; LAFIURA et al., 2008; BRAOUDAKI e
TZORTZATOU-STATHOPOULOU, 2012). E caracterizada por uma translocagio
balanceada entre os cromossomos 8 onde esta localizado o gene AML1 (RUNX1) e 21 ETO
(RUNX1T1) originando o gene de fusdo AML1(RUNX1)/ETO(RUNX1T1) (LAFIURA et al.,
2008).

Alguns estudos tém demonstrado que o prognostico favoravel conferido por esta translocagédo
ndo se torna desfavoravel na presenca de cariotipos complexos, sugerindo que a presenca de
translocacGes especificas, e ndo o numero de anormalidades pode definir a evolucao clinica
(MESHINCHI e ARCECI 2007; MANOLA, 2009).

Aproximadamente 50% dos pacientes com t(8;21) sofrem recaida da doenca. A presenca de
mutacdes nos genes KIT ou FLT3 (duplicacdo interna em tandem) em pacientes com t(8;21)

parece conferir prognostico desfavoravel a esses pacientes (MANOLA, 2009).

As anormalidades secundarias a t(8;21) mais frequentes sdo a perda do cromossomo Y no
sexo masculino e do cromossomo X inativo no sexo feminino, além da dele¢cdo no braco
longo do cromossomo 9 (del 9g) (BAIN, 2010).

A perda do cromossomo Y nos homens é mais frequente do que a perda do cromossomo X
nas mulheres (HEEREMA e RAIMONDI, 2013). A perda do cromossomo sexual como
anormalidade cromossdmica adicional ndo confere progndéstico adverso e tem sido relatado

que a perda de um cromossomo sexual no grupo de pacientes com t(8:21) determina um
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subgrupo com evolucdo excepcionalmente favoravel (MANOLA, 2009). A figura 2
representa a translocacéo entre os cromossomos 8 e 21, além de uma delecéo no braco longo
do cromossomo 9, delecédo no brago longo do cromossomo 11 e perda do cromossomo sexual
Y.
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Figura 2: Translocacdo entre os cromossomos 8 e 21; t(8;21)(g22;g22), além de outras
anormalidades citogenéticas envolvendo os cromossomos 9, 11 e Y. Este cariétipo pertence

ao paciente de numero 28 da casuistica deste estudo.
Trissomia do cromossomo 8 (+8)

A trissomia do cromossomo 8 (+8) é encontrada em aproximadamente 5% a 10% das criancas
com LMA, com maior incidéncia em pacientes portadores de sindrome de Down. O
significado progndstico desta alteracdo numérica é controverso, tendo sido relatado que +8 sé
possui valor prognéstico quando encontrado como alteracdo secundaria em casos agressivos.
Outros autores demonstraram que +8 é marcador de mau progndstico, independentemente de

aparecer como alteracao primaria ou ndo (MANOLA, 2009).
del(9q)

A delecdo no braco longo do cromossomo 9 (9q), ocorre em uma frequéncia inferior a 4,6%,
envolvendo principalmente as regifes q21.32—q21.33. Essa alteracdo tem sido observada nos
subtipos FAB M2 e M4 representando, fator de prognostico desfavoravel, quando encontrada

como a Unica alteragéo existente no cariotipo (MANOLA, 2009).
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Rearranjos em 11923

As translocagdes envolvendo a regido 23 (do brago longo do cromossomo 11) resultam no
rearranjo do gene MLL, ocorrendo em aproximadamente 14% a 22% dos pacientes pediatricos
com LMA, principalmente nos subtipos M4 e M5. Entretanto, o significado progndstico desta
alteracdo ainda ndo esta claro (MANOLA, 2009).

Os rearranjos cromossémicos envolvendo o gene MLL incluem translocagdes balanceadas e
ndo balanceadas, inversdes, insercdes, entre outros. Tais mecanismos genéticos convertem
MLL em um fator de transcri¢do quimeérico com propriedades leucemogénicas. A duplicacdo
parcial em tandem de MLL (MLL-PDT) ocorre em aproximadamente 10% dos casos
pediatricos, particularmente em pacientes com trissomia do cromossomo 11 ou cariotipo
normal, sendo indicadora de mau prognoéstico (HEEREMA e RAIMONDI, 2013).

Estudo com 208 pacientes pediatricos demonstrou que, excluida a t(9;11), a identificacdo de
anormalidades em 11923 [t(6;11) e t(10;11)] aumentou o risco de recaida, mesmo em
pacientes com excelente resposta inicial ao tratamento (KAROL et al., 2015).

t(9;11)(p22;023)/MLL-AF9

A t(9;11) é a mais frequente translocacdo envolvendo o cromossomo 11 na regido 23 em
pacientes pediatricos (6% a 11%), sendo mais comumente observada no subtipo FAB M5.
Nessa alteracdo, ocorre a fusdo dos genes MLL, situado no brago longo do cromossomo 11
(11923) e AF9 localizado no braco curto do cromossomo 9 (9p22), estando ainda em
discussdo o valor progndstico desse rearranjo. A maioria dos estudos considera a t(9;11) como
indicadora de prognostico favoravel, quando esta € encontrada como U(nica alteragéo.
Entretanto, se estiver associada a outras anormalidades cromossémicas e/ou a um subtipo
diferente de FAB M5, o prognostico € considerado adverso. A alteracdo adicional mais
comum € a presenca de um cromossomo 8 extra (+8) (MANOLA, 2009; CREUTZIG et al.,
2012; KAROL SE et al., 2015). A Figura 3 representa a translocagédo entre o brago curto do

cromossomo 9 e o brago longo do cromossomo 11.
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Figura 3: translocacgdo entre os cromossomos 9 e 11; t(9;11)(p22;q23). Este cari6tipo pertence
ao paciente de nimero 14 da casuistica deste estudo.

t(15;17)(q22;921)/PML/RARA

A translocacdo entre os cromossomos 15 e 17 é caracteristica do subtipo M3 (leucemia
promielocitica aguda). O gene de fusdo resultante dessa translocagdo € denominado
PML/RARA, caracterizado por uma translocacdo balanceada entre os cromossomos 15 (regido
g22) onde esta localizado o gene PML e 17onde esta localizado o gene RARA (regido ql1-
g21) (MANOLA,2009). Essa alteracdo pode ser detectada por citogenética convencional em
mais de 90% dos casos de LMA- M3 (HEEREMA e RAIMONDI, 2013; BAIN, 2010). A
LMA-M3 ocorre em uma frequéncia de 2% a 10% dos pacientes pediatricos
(predominantemente em criangas mais velhas), € um pouco mais frequente no sexo feminino e
foi observada em uma proporgao maior em paises da América Central, América do Sul e Italia
(MANOLA, 2009). Outras translocacdes menos comuns envolvendo o gene RARA podem
resultar também na leucemia promielocitica aguda, ocorrendo em aproximadamente 1% dos
pacientes. A translocacdo variante mais frequente é a t(11;17)(g23;021)/PLZF-RARA,
resultando em uma resisténcia parcial ao ATRA nestes pacientes (HEEREMA e RAIMONDI,
2013).

Com relagdo as alteragdes adicionais, a mais comum € a presenca de um cromossomo 8
adicional e, menos frequente, o isocromossomo de 17, i(17q) (MANOLA,2009). MutacGes

em FLT3 (tanto duplicacdo interna em tandem, quanto no dominio quinase) tém sido
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observadas em até 40% dos pacientes, estando associadas com contagens altas de globulos
brancos. Entretanto, ndo existe nenhuma ligagéo clara entre a presenca de mutagbes em FLT3
e 0 desfecho da doenca (HEEREMA e RAIMONDI, 2013). A Figura 4 representa a

translocacéo entre os bragos longos dos cromossomos 15 e 17.

13 4 15 7"5 16 17 A 18

Figura 4: Translocacdo entre os cromossomos 15 e 17; t(15;17)(g22;q21). Este cari6tipo

pertence ao paciente de nimero 59 da casuistica deste estudo.
inv(16)(p13922)/t(16;16)(p13;022)/CBFB-MYH11

A inversdo/ translocacdo do cromossomo 16 é mais caracteristica na LMA M4Eo, mas
também podem ocorrer nos subtipos MO, M1, M2 e M5. Esses eventos resultam no gene de
fusdo CBFB-MYH11. O gene CBFB se localiza no braco longo do cromossomo 16 na regido
022, enquanto o gene MYH11 se localiza no mesmo cromossomo, porém no braco curto na
regido p13 (MANOLA, 2009).

A frequéncia dessas anormalidades na populacdo pediatrica varia entre 3% a 8%,
caracterizando bom prognoéstico, com uma taxa de remissdo na inducéo significativamente
melhor e maior taxa de sobrevida global se comparados a pacientes com cari6tipo normal
(MANOLA, 2009; CREUTZIG et al., 2012).

E uma alteracdo para a qual se observa maior dificuldade de deteccdo pela citogenética
convencional em metafases de baixa qualidade, podendo ser utilizados, para tal, métodos de
citogenética molecular (FISH) e reacdo em cadeia da polimerase (RT-PCR) (MANOLA,
2009).
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Os rearranjos adicionais que ocorrem mais comumente envolvem o brago longo do
cromossomo 7(7q), e cromossomos adicionais como +22 e +8 (MANOLA, 2009). A deteccao
da trissomia do cromossomo 22 em um paciente em que a inversdo do cromossomo 16 parece
estar ausente se torna indicativo para analise molecular do gene de fusdo CBFB-MYH11 que
pode estar presente. No que diz respeito a alteracGes moleculares secundarias a esta inversao,
podemos encontrar mutacdes no gene KIT em um ndmero consideravel de pacientes (BAIN,
2010).

Trissomia do cromossomo 21 adquirida (+21)

A trissomia do cromossomo 21 (+21) adquirida como Unica alteracdo ocorre em
aproximadamente 1,5% a 4,6% dos casos de LMA infantil, sendo mais frequente no subtipo
M7 (23% a 43%) em pacientes ndo portadores da sindrome de Down. Pode ser observada
associada com rearranjos citogenéticos recorrentes tais como t(8;21) e t(15;17), representando
prognostico intermedidrio (MANOLA, 2009).

Cariétipo normal

A frequéncia do cari6tipo normal em pacientes pediatricos com LMA varia entre 15% e 30%,
sendo considerada pequena se comparada a observada em pacientes adultos, que apresentam
cerca de 40% a 47% dos casos com cariétipo normal (MANOLA, 2009; CREUTZIG et al.,
2012).

Os pacientes que apresentam cariotipo normal apresentam prognostico variavel e sao alocados
no grupo de risco intermediario. Apesar da citogenética convencional ndo detectar qualquer
rearranjo cromossomico, estes pacientes podem apresentar alteracdes moleculares como
mutacdes nos genes FLT3-ITD, encontradas em aproximadamente 20% a 25% dos pacientes
pediatricos, indicando mau prognostico; nos genes MLL-PDT, que confere pior prognéstico
com diminuicdo da sobrevida global e sobrevida livre de eventos; e mutagdes no gene NPM1,
que podem ser encontradas em cerca de 20% a 30% dos pacientes pediatricos, conferindo
bom prognostico. O impacto favoravel causado pela mutacdo no gene NPM1 pode ser
comparado ao impacto favoravel da t(8;21) e inv(16), desde que esta ndo venha associada a
mutacdo no gene FLT3 (MANOLA, 2009).
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Caridtipos complexos

Os cariotipos complexos podem ser definidos pela presenca de trés ou mais alteracbes
citogenéticas. Esse tipo de alteracdo é mais frequente nos pacientes adultos do que nos
pediatricos e tem sido considerado como indicador de progndstico desfavoravel (MANOLA,
2009).
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar a associacdo das alteragdes citogenéticas com as caracteristicas clinicas e evolucdo
das criancas e adolescentes com leucemia mieldide aguda (LMA) atendidas no Servigo de
Hematologia do HC-UFMG.

2.2. OJETIVOS ESPECIFICOS

e Descrever as alteragdes citogenéticas observadas nas criancas e adolescentes com
LMA atendidas no Servico de Hematologia do HC-UFMG;

e Classificar a LMA de acordo com as classificacfes FAB e OMS-2008;

e Avaliar o prognostico das criancas e adolescentes com LMA de acordo com as

caracteristicas clinicas e as alteracdes citogenéticas.
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3. PACIENTES E METODOS

3.1. PACIENTES

A populacdo estudada consistiu de pacientes com idade entre zero e 16 anos, com
diagndstico de LMA, atendidos no HC-UFMG (Hospital das Clinicas-UFMG), no periodo
de janeiro de 2004 a marco de 2015.

Critérios de incluso:
« Pacientes com até 16 anos de idade no momento do diagnostico de LMA.

« Pacientes que apresentassem diagnostico de LMA estabelecido pelo mielograma,
realizado em laboratério do HC-UFMG.

Critérios de exclus&o:
» Pacientes que ndo concordassem em participar do estudo.

« Pacientes cuja auséncia de dados em prontudrio médico ou arquivos laboratoriais

impedisse as analises previstas no estudo.

3.2. COLETA DOS DADOS LABORATORIAIS E CLINICOS

Os pacientes foram identificados inicialmente por meio de busca nos registros dos
arquivos de laudos de mielograma do Setor de Hematologia do Laboratério Central do
HC-UFMG. Para os pacientes que preencheram os critérios de inclusdo foram consultados
os laudos dos exames de imunofenotipagem, citogenética e biologia molecular disponiveis

nos arquivos referentes aos respectivos setores.
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Os dados relativos aos mielogramas e imunofenotipagem, realizados entre 2004 e 2010,
foram obtidos por meio da pesquisa de seus laudos arquivados no Setor de Hematologia
do Laboratorio Central do HC-UFMG. Para pacientes diagnosticados a partir de 2011, os
dados foram acessados no programa Matrix, utilizado no Laboratorio Central para registro

e arquivo digital de resultados de exames laboratoriais.

Os dados de citogenética e biologia molecular foram obtidos nos programas Matrix e
Citogen.

Os dados clinicos e laboratoriais foram extraidos dos prontuarios médicos.

Foram avaliados os seguintes dados demogréficos, clinicos e laboratoriais referentes ao
momento do diagndstico: idade, género, classificacdo morfolégica da doenca, leucometria
inicial, imunofenotipo, citogenética, exames moleculares, protocolo de tratamento

utilizado.

Os dados referentes a evolucdo dos pacientes foram: data e local da primeira recidiva, data
e causa do Obito, situacdo da crianca no momento da analise dos dados (vivo e em

remissdo, nova recidiva ou 6bito).

Todas as informacBes foram organizadas em um banco de dados especifico utilizando-se
0s programas Excel e SPSS, verséo 17.0.

3.3. DEFINICAO DO DIAGNOSTICO DE LEUCEMIA MIELOIDE AGUDA

De acordo com a rotina do Servigo de Hematologia do HC-UFMG, o diagnéstico de LMA
é estabelecido inicialmente por meio de analise morfologica dos blastos presentes na
medula Ossea (mielograma) ou sangue periférico, complementada por exames de

imunofenotipagem por citometria de fluxo, cariotipagem e biologia molecular.

Os exames relatados na metodologia tém protocolos padronizados por cada setor do
Laboratorio Central do HC-UFMG e fazem parte da rotina de acompanhamento dos
pacientes do Servico de Hematologia.

Mielograma: O procedimento foi realizado pela equipe do Servico de Hematologia do

HC-UFMG, sob sedacdo, em bloco cirargico, ou usando-se anestesia local. Apos a
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realizacdo da puncdo dssea, seguida de aspiracdo, foram feitos esfregacos, posteriormente,
corados com May-Grinwald-Giemsa e observados ao microscopio éptico. Este exame tem
como finalidade a analise quantitativa e qualitativa das diversas linhagens

hematopoiéticas.

Imunofenotipagem por citometria de fluxo: Para realizacdo da imunofenotipagem
(IMF) foi utilizado o material obtido pela puncdo aspirativa da medula éssea. Na
impossibilidade de obtencdo desse material, a IMF foi realizada utilizando-se sangue
periférico, caso houvesse presenca de blastos no mesmo. Os exames foram executados
pela equipe de citometria de fluxo do Servico de Hematologia do HC-UFMG. A
combinacdo de diversos anticorpos monoclonais para antigenos celulares (membrana e
citoplasma), definidos de acordo com os protocolos do servigo, permitiu a identificacdo de

populacGes celulares especificas.

Citogenética: A citogenética cléssica, utilizada no diagndstico dos pacientes deste estudo,
é caracterizada pela obtencao de cromossomos através de cultura celular, sendo a metafase
a fase do ciclo celular ideal para analise, pois 0S cromossomos se encontram mais
condensados. O exame tem como finalidade detectar possiveis alteraces estruturais e/ou
numéricas nos cromossomos. Para a pesquisa de células neoplésicas foram utilizados,
como material para cultura, medula 6ssea ou sangue periférico, caso houvesse blastos no
mesmo. O tempo de cultura variou de 3,5 horas (protocolo de cultura direta) a 24 horas,
em estufa de CO2, a 37°C. Apds a cultura, o material passou por processo de fixacao
citologica, preparacdo das laminas, bandeamento e coloragdo e, finalmente, analise em
microscopio Optico com imersao. Para analise do caridtipo foi utilizado a coloracdo por
bandeamento G. Para tal utiliza-se tripsina e, para coloracdo, Giemsa. Este bandeamento
produz bandas longitudinais claras e escuras permitindo a identificacdo de cada par

cromossémico, ja que esses possuem um padrdo de bandas especifico.

A nomenclatura utilizada para elaboracdo dos cari6tipos seguiu as regras do Sistema
Internacional de Nomenclatura Citogenética (ISCN 1995 - 2013).

Em caso de caridtipo normal, foram analisadas trinta metafases. Quando o caridtipo
apresentava alguma alteracdo estrutural e/ou numérica, vinte metéfases foram analisadas
para definicdo dos clones. Um clone, do ponto de vista citogenético, € definido como a
observacdo da mesma alteracdo estrutural em pelo menos duas metafases ou da mesma

alteracdo numérica em pelo menos trés metafases. Excepcionalmente, quando o
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crescimento celular ndo foi satisfatorio, mas foram identificadas alteracfes bem definidas
ou auséncia dessas, os resultados foram liberados mesmo com numero inferior de
metéfases analisadas em relacéo ao preconizado. Os exames foram executados pela equipe
do Setor de Citogenética do Laboratério Central do HC-UFMG.

A mestranda participou da execucao dos exames de citogenética, como bidloga do setor
de citogenética do laboratorio Central do HC-UFMG, no periodo de 2013 a 2015.

Biologia Molecular: Os testes moleculares foram realizados pela equipe do Setor de
Hematologia molecular do Laboratério Central do HC-UFMG, utilizando a técnica de
PCR (reacdo em cadeia da polimerase). Para tal, foram utilizadas amostras de medula
Ossea ou sangue periférico, com o objetivo de identificar a presenca de genes de fusao
(RUNX1-RUNX1T1, CBFB-MYH11, BCR-ABL e PML-RARA) e a duplicacdo interna em
tandem do gene FLT3(DIT-FLT3).

3.4.CLASSIFICACAO DA LEUCEMIA MIELOIDE AGUDA

3.4.1. CLASSIFICACAO DO GRUPO FRANCO-AMERICANO-BRITANICO (FAB)

Para definicdo do diagnostico de LMA e classificacdo morfoldgica, o Servico de Hematologia
do HC-UFMG adota os critérios do Grupo Franco-Britanico-Americano (FAB). De acordo
com essa classificacdo, o diagnostico de LMA é caracterizado pela presenca, em medula
Ossea, de pelo menos 30% de blastos mieloides. A classificagdo FAB inclui oito subtipos,
conforme detalhado no Quadro 1 (KASPERS e ZWAAN, 2007).
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Quadro 1: Classificacdo do Grupo Franco-Americano-Britanico (FAB) para as leucemias
agudas de linhagem mieloide

Subtipo Descricdo

MO  Leucemia mieloide aguda com minima evidéncia de diferenciacdao mieloide

M1 Leucemia mieloide aguda sem maturacgao

M2 Leucemia mieloide aguda com maturagao

M3 Leucemia promielocitica aguda

M4 Leucemia mielomonocitica aguda

M5 Leucemia aguda monoblastica e monocitica

M6 Leucemia mieloide aguda com diferenciagao eritréide predominante

M7 Leucemia megacarioblastica aguda

Os pacientes com diagnostico de LMA para os quais ndo foi identificada a classificagdo FAB,
devido a auséncia dessa informacéo nos laudos ou indisponibilidade dos prontuarios, tiveram

como cddigo de identificacdo no banco de dados o nimero 9.

3.4.2. CLASSIFICACAO DE ACORDO COM AS ALTERACOES CITOGENETICAS
E MOLECULARES

Para fins da classificacdo de acordo com a citogenética classica, 0s pacientes com cariotipo
complexo, ou seja, com presenca de trés ou mais alteracfes, que apresentavam anormalidades
recorrentes ou relacionadas com mielodisplasia foram classificados nas categorias especificas
para essas alteracdes (cddigos 3,4,5,6,7,8,9). Pacientes com cariétipo complexo, mas sem
essas anormalidades especificas, foram incluidos no grupo com codigo 9 (outras alteracGes
cromossémicas).As alteracdes citogenéticas foram descritas e codificadas no banco de dados,

conforme relacionadas no Quadro 2.




44

Quadro 2: AlteracBes citogenéticas relacionadas a leucemia mieloide aguda observadas nos
pacientes do Servico de Hematologia do HC-UFMG

Codigo  Descrigdo

1 Auséncia de crescimento celular

2 Cari6tipo normal

3 t(15;17)(q22;q21)

4 1(8;21)(q22;922)

5 inv(16)(p13.1q22) ou t(16;16)(p13.1,922)

6 1(9;11)(p22;0923)

7 LMA (megacarioblastica) com t(1;22)(p13;913)

8 AlteragOes cromossdmicas relacionadas com mielodisplasia: -5/del (5q), -7/del (7q), del (11q),
del (12p)/t(12p), del (13q)

9 Outras alteragdes cromossdmicas

10 Sem cari6tipo

As alteracdes moleculares foram inseridas no banco de dados de acordo com a positividade
para as alteragdes testadas, ou seja, a presenca de genes de fusdo (AML1-ETO, CBFB-MYH11,
BCR-ABL, PML-RARA) e a DIT-FLT3.

3.4.3. CLASSIFICACAO DE ACORDO COM A CLASSIFICACAO DA
ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE (OMS-2008)

Os pacientes foram classificados, retrospectivamente, de acordo com a Classificacdo da
Organizacdo Mundial de Saude (OMS-2008), que utiliza como critérios o imunofendtipo,
alteracbes cromossdmicas, alteracfes moleculares e dados clinicos, conforme a seguinte

codificacdo, detalhada no quadro 3.
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Conforme preconizado na classificagdo OMS-2008, foram considerados cari6tipos complexos
aqueles com mais de trés alteracfes ndo relacionadas, nenhuma das quais incluidas no
subgrupo “LMA com alteragdes genéticas recorrentes”. Os casos com presenga de caridtipos
complexos, de acordo com essa definicdo, foram alocados no grupo com “alteragdes
relacionadas com mielodisplasia”, de acordo com os critérios estabelecidos na referida

classificacdo (VARDIMAN et al., 2009; SANDAHL et al., 2015).

Os pacientes com cariotipo normal e com exames moleculares ndo disponiveis ou avaliaveis
ou que ndo apresentaram resultado positivo para as alteragdes moleculares testadas foram

classificados segundo a classificagio OMS-2008 no grupo “sem outra especificacdo” (SOE).

A presenca de DIT-FLT3 ndo foi utilizada para classificacdo dos pacientes, em conformidade
com os critérios da classificacdo OMS-2008. Pacientes com translocacdes recorrentes em
associagdo a DIT-FLT3 foram classificados de acordo com essas translocacées (VARDIMAN
etal., 2009 ; SANDAHL et al., 2015).

Ndo foram classificados o0s pacientes que ndo dispunham do exame de citogenética
convencional porque o mesmo ndo foi realizado no momento do diagndstico ou porque nédo
houve crescimento celular e para os quais também ndo havia resultado de exames

moleculares. Esses pacientes foram agrupados na categoria “sem classifica¢do” (codigo 8).

3.5.PROTOCOLO DE TRATAMENTO

O Servico de Hematologia adotou diferentes protocolos para tratamento da LMA ao longo dos
anos, sendo que, no periodo de 2004 a novembro de 2007, foi utilizado o protocolo BFM-83
modificado (GMTLMAI) baseado no protocolo do grupo cooperativo alemdo Berlim-
Frankfurt-Munique de 1983 (CREUTZIG U et al., 1990, VIANA et al., 2003). Em dezembro
de 2007 foi implementado o uso do protocolo NOPHO-93 (Nordic Society of Pediatric
Hematology and Oncology) (LIE et al., 2005).

Para o tratamento da leucemia promielocitica aguda (LMA-M3), até agosto de 2007 ndo havia
protocolo padronizado, no entanto, conforme preconizado na literatura, 0s regimes
terapéuticos incluiam o uso do ATRA, citarabina e antraciclico (daunomicina). A partir de
setembro de 2007, foi implementado o protocolo ICP-LPA/APL2006 (REGO et al., 2013).
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Quadro 3: Codificacdo para a classificacdo da Organizagdo Mundial de Saide (OMS-2008)
para a leucemia mieloide aguda (LMA)

Cddigo | Descricao

1 LMA com anormalidades genéticas recorrentes

2 LMA com alteragdes relacionadas com mielodisplasia**

3 Neoplasias mieloides relacionadas com terapia

4 LMA sem outra especificagdo (SOE)

5 Leucemia Aguda de linhagem Ambigua

6 Sarcoma mieloide

7 LMA associada a sindrome de Down

8 Sem classificagdo por auséncia de dados que permitissem realiza-la

* As alteragdes genéticas e moleculares que integram cada entidade da classificagdo OMS-2008 para LMA estdo detalhadas
na tabela 2 (adaptada de VARDIMAN et al., 2009 e ZERBINI et al., 2011).

**As alteragBes relacionadas com mielodisplasia consideradas neste estudo foram somente as anormalidades citogenéticas

relacionadas com mielodisplasia. N&o foram avaliados critérios morfol6gicos.

3.6.METODOS ESTATISTICOS

A estatistica descritiva foi obtida pela avaliacdo das frequéncias absolutas e relativas, médias
e desvios padréo.

O método de Kaplan-Meier foi utilizado para estimar a sobrevida global (SGLO) e a
sobrevida livre de eventos (SLE). Para estimar a SGLO, foi considerado evento o obito,
independente da causa. Para estimar a SLE, foram considerados eventos o ébito ou a recidiva
da doenca. Foram censurados na data da anéalise dos resultados os pacientes que ndo sofreram
qualquer evento. Os pacientes que abandonaram o tratamento ou acompanhamento, sem relato
de recidiva da doenca ou Obito, foram censurados na data da ultima consulta no servigo de

hematologia. O teste de logrank foi utilizado para comparacao entre as curvas de sobrevida.
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O modelo de Cox foi utilizado na anélise multivariada. Os resultados foram apresentados
como razdo de risco, sendo fornecidos os intervalos de confianca a 95%. Os testes de

significancia basearam-se na estatistica de verossimilhanca (teste de Wald).

Para as analises estatisticas foi utilizado o programa SPSS, versdo 17.0. Foi considerado como

estatisticamente significante o valor de p<0,05.

3.7.ASPECTOS ETICOS

O projeto foi aprovado pela Camara do Departamento de Pediatria da Faculdade de Medicina
da UFMG (Parecer n°81/2013), pela Diretoria de Ensino e Pesquisa do Hospital das Clinicas
da UFMG e pelo Comité de Etica em Pesquisa da UFMG (COEP — UFMG/Parecer n° CAAE-
31579014.3.0000.5149).

Mesmo tratando-se de estudo retrospectivo, 0s pacientes que ainda estavam em
acompanhamento no Servico de Hematologia do HC-UFMG foram admitidos no estudo ap6s
assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, elaborado de acordo com a faixa

etaria dos pacientes.

Os exames relatados na metodologia tém protocolos padronizados por cada laboratério e
fazem parte da rotina de acompanhamento dos pacientes do Servigo de Hematologia. N&do

houve modificacGes, por motivo da pesquisa, no esquema terapéutico utilizado.

4. RESULTADOS

4.1.CARACTERIZACAO GERAL DA CASUISTICA

No periodo de janeiro de 2004 a junho de 2015, 99 pacientes com idades entre 0 e 16 anos
foram diagnosticados com LMA no Servico de Hematologia do HC-UFMG. Apenas um
paciente foi excluido do estudo, pois era proveniente de outro servi¢co, com tratamento ja

iniciado e tendo dois exames morfoldgicos realizados, porém com resultados discordantes.
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Todos os demais pacientes atendiam aos critérios de inclusdo no estudo, totalizando entéo 98
pacientes incluidos no mesmo. A caracterizacdo geral da casuistica estd representada na
Tabela 8.

O tempo de seguimento variou de um dia a 12,2 anos (mediana -2,3 anos).

Na populagéo estudada 51% dos casos correspondiam a pacientes do sexo feminino (50/98).
A idade ao diagnostico variou de 2 meses a 16 anos (mediana de 7,64 anos). A distribuicéo

dos pacientes quanto a faixa etaria esta representada na Figura 5.

Idade dos pacientes
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25 28,6% 35,7%
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10

<3 anos >3 anos >10 anos

Figura 5: Distribuicdo de acordo com a faixa etaria dos 98 pacientes diagnosticados com
LMA, no periodo de janeiro de 2004 a junho de 2015, no servico de Hematologia do HC-
UFMG

4.2. CARACTERISTICAS CLINICAS E LABORATORIAIS

Os resultados referentes a contagem global de leucdcitos ao diagnostico foram obtidos para 93
dos 98 pacientes, ndo estavam disponiveis para cinco pacientes devido a problemas
relacionados aos prontuarios médicos. A leucometria inicial variou de 740/mm® a
218.000/mm?® (média de 3.440/mm?® e mediana de 10.780/mm®). A distribuicdo dos pacientes

guanto a leucometria inicial esta representada na Figura 6.
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Leucometria ao diagnéstico
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Figura 6: Leucometria inicial de 93 dos 98 pacientes diagnosticados com LMA no servico de
Hematologia do HC-UFMG no periodo de janeiro de 2004 a junho de 2015

Para o diagnostico foi realizada, inicialmente, analise morfologica, que permitiu a
classificacdo da leucemia segundo critérios da classificagdo FAB (Franco-Americana-
Britanica). Foram obtidos os dados, referentes a essa classificagdo, para 96 dos 98 pacientes,
conforme distribuicdo apresentada na Tabela 3. Para dois pacientes essa informacéo ndo foi

encontrada devido a problemas com os prontuarios médicos.
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Tabela 3: Distribuigéo de acordo com a classificacdo FAB (Franco-Americana-Britanica) dos
98 pacientes diagnosticados com LMA no servico de Hematologia do HC-UFMG entre
janeiro de 2004 e junho de 2015

Classificacdo FAB (subtipos)  NUmero de pacientes (%)

MO 4(4,1)
M1 6 (6,1)
M2 21 (21,4)
M3 33(33,7)
M4 12 (12,3)
M5 8(8.2)
M6 2(2,0)
M7 10 (10,2)
Sem dados 2(2,0)
Total 98(100)

Com relacdo a imunofenotipagem por citometria de fluxo, para trés dos 98 pacientes
estudados, o exame nao foi realizado e para nove pacientes esses dados ndo foram
encontrados nos registros consultados. Portanto, dados imunofenotipicos foram obtidos para

86 casos, corroborando em todos eles o diagndstico citomorfolégico de LMA.

Dos quatro casos de LMA-MO, dois foram confirmados pela imunofenotipagem. Nos outros
dois casos a imunofenotipagem por citometria de fluxo diagnosticou a LMA, mas a
informacdo com relacdo ao subtipo ndo foi encontrada nos prontuarios. Os dois casos com
diagnostico de LMA-M6 apresentaram imunofenotipagem compativel com o diagnostico
citomorfologico. Dos 10 pacientes diagnosticados com LMA-M7, oito foram confirmados
pela imunofenotipagem, em um caso essa informagéo ndo foi encontrada e, em outro, de um
paciente com sindrome de Down, a imunofenotipagem ndo permitiu a confirmacdo, pois néo

houve marcacdo para CD61 e ndo foram testados CD41a e CD42b.
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No que diz respeito ao estudo molecular, do total de 98 pacientes, 16 (16,3%) ndo possuiam
exame molecular ao diagnostico e trés (3,1%), foram considerados ndo avaliaveis, devido a
impossibilidade de amplificar o DNA/cDNA. Portanto, foram obtidos resultados para 79
(80,6%) pacientes. Em 43 destes casos, ndo foram detectados/ observados os genes de fuséo
testados, nem a DIT-FLT3 (Tabela 4).

Tabela 4: Distribuicdo dos pacientes diagnosticados com LMA no servi¢o de Hematologia do
HC-UFMG de acordo com a presenca da DIT-FLT3e dos genes de fusdo testados no periodo
de janeiro de 2004 a junho de 2015

Genes de fusdo e mutagdes em genes especificos (+) Numero de pacientes
PML-RARA 25

CBFB-MYH11 3

AMLI-ETO 3

BCR-ABL 0

DIT-FLT3 3

PML-RARA e DIT-FLT3 2

Total 36

4.2. ANALISE CITOGENETICA E CLASSIFICACAO

Os resultados relativos aos exames de citogenética foram encontrados para 90 dos 98
pacientes, pois oito destes casos ndo possuiam cariotipo ao diagndstico. Quando avaliados os
90 pacientes com resultados dos exames de citogenética, em 10 casos (11,1%) ndo houve
crescimento celular, impossibilitando, portanto, a obtencdo de metafases para analise
cromossdmica. Dessa forma, os caridtipos puderam ser avaliados em 80 (88,9%) dos

pacientes incluidos no estudo.

Destes 80 pacientes, 17 (21,3%) apresentaram cariotipo normal e 63 (78,6%) apresentaram

alguma alteracdo cromossomica.



52

No que diz respeito aos 63 pacientes com rearranjos cromossomicos, destes, 17 (27%)
apresentaram cariétipos complexos, e 46 (73%) pacientes apresentaram uma Unica alteracao

cromossdmica ou até duas alteracBes em seus cariotipos.

Com relacéo aos pacientes com caridtipos normais, um apresentou mutacdo em FLT3, quatro
ndo possuiam exame molecular, cinco apresentaram o gene de fusdo PML-RARA e sete

pacientes ndo apresentaram positividade para nenhuma mutagéo e genes de fusdo testados.

Para 86 dos 98 casos incluidos neste estudo foi possivel a obtencao de dados que permitiram a
sua classificagdo de acordo com os critérios da Organizagdo Mundial de Satide (OMS-2008).
Em 12 casos ndo havia disponibilidade de dados relativos ao estudo citogenético ou molecular

que possibilitassem essa classificagéo.

Na Tabela 5, estdo detalhadas as caracteristicas dos 86 pacientes classificados de acordo com
os critérios da OMS-2008.

Quatorze pacientes preencheram os critérios da Organizacdo Mundial de Saude (OMS-2008)
para definicdo de caridtipo complexo. Destes 14 pacientes, 13 foram categorizados no grupo
“LMA com alteracOes relacionadas com mielodisplasia”, conforme preconizado na
classificacdo da OMS-2008, e um paciente foi incluido no grupo “LMA relacionada a

sindrome de Down”.

Trés pacientes que possuiam cariotipos complexos, de acordo com a definicdo tradicional,
mas que apresentavam anormalidades genéticas recorrentes, foram alocados no grupo com
alteracbes genéticas recorrentes, dois destes pacientes apresentaram em seus cariftipos a
t(8;21)(g22;922) e um paciente apresentou a t(15;17).
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Tabela 5: Caracteristicas dos 86 pacientes diagnosticados com LMA no servi¢o de Hematologia do HC-UFMG, no periodo de janeiro de 2004 a
junho de 2015, classificados segundo os critérios da Organizacdo Mundial de Saude (OMS-2008) (VARDIMAN et al., 2009)

OMS-2008 n° de pacientes (%) idade(variacao) leucometria(variagéo) FAB:MO M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7 S/C

LMA com anormalidades genéticas recorrentes 45 (52,3)

1(8;21)(922;q922) ou RUNX1-RUNX1T1 9 12,39 (5,49-15,9) 12645 (1200-38070) 9

inv(16)(p13.1¢22)/CBFB-MYH11 3 8,21 (3,34-14,48) 44635 (2060-87210) 3

1(15;17)(q22;921); PML-RARA 29 8,99 (1,32-16,06) 4420 (740-192170) 29

1(9;11)(p22;q23) 2 1,34 (1,18-1,5) 102355 (4090-200620) 1 1

LMA (megacarioblastica) com t(1;22)(p13;q13) 2 0,65 (0,49-0,82) 10790 (9920-11660) 2

LMA com alteraces relacionadas a mielodisplasia 16 (18,6)

-7/del(7q) 4 7,24 (4,33-11,62)  9585(2260-35500) 1 3

-5/del(5q) 2 13,42 (13,16-13,68) 3400 (1250-5550) 1 1
del(11q) 5 1,25 (0,34-1,91) 39200 (19200-198000) 1 1 3

-13/del(13q) 1 1,66 24850 1

del(12p) ou t(12p) 1 1,97 4500 1

LMA secundéaria a SMD 1 2,38 23000 1

Cariotipo complexo 2 3,74 (0,3-7,17) 7010 (1310-12710) 1 1
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OMS-2008 n° de pacientes (%0) idade(variagéo) leucometria(variacéo) FAB:MO M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7 S/C
SOE (sem outra especificagéo) 19 (22)

Cari6tipo normal 11 9,3 (0,21-15,74) 32875 (800-144900) 1 1 3 2" 2 2
Alteracdes diversas 8 1,85 (0,19-13,45) 11600 (1150-180000) 3 2 17 1 1
LMA relacionada a sindrome de Down 6 (7)

Caridtipo normal 1 15 21200 1
Alteracbes cromossdmicas numéricas 2 2,04 (1,58-2,5) 8245 (7690-8800) 1 1

Sem cari6tipo ao diagndstico 1 1,67 31300 1

Auséncia de crescimento celular 1 2,56 40540 1
Alteracdo cromossémica estrutural ™ 1 1,68 11200 1

Idade (variacdo): mediana da idade ao diagnostico (variagdo da idade ao diagnostico em anos) Leucécitos (variagdo): Mediana da contagem de leucdcitos ao diagnostico (variagdo da contagem

de leucécitos ao diagndstico em mm?®).

*pacientes classificados de acordo com a classificagdo FAB com o subtipo M3, sendo agrupados em (SOE), pois, um paciente apresentou cariétipo normal e ndo possuia exame molecular e o

outro paciente apresentou cariétipo normal e exame molecular (PML-RARA) negativo.

**paciente classificado de acordo com a classificacdo FAB com o subtipo M3, apresentou cariotipo tetraploide e exame molecular ndo avaliavel.

*** dois pacientes apresentaram além do cromossomo 21 adicional de origem constitucional, cromossomos extras. Um paciente apresentou, +8,+21 e 0 outro +19, +21 e +22.

**** paciente com der(22)t(1;22)(g25;913), além do cromossomo 21 adicional de origem constitucional.
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4.3. TRATAMENTO

A distribuicdo dos pacientes, conforme os protocolos de tratamento utilizados, esta detalhada

na Tabela 6.

Tabela 6: Distribuicdo dos 98 pacientes diagnosticados com LMA no servigo de Hematologia
do HC-UFMG, no periodo de janeiro de 2004 a junho de 2015, de acordo com os protocolos

de tratamento utilizados

Protocolos de tratamento Numero de pacientes (%)
BFM-83 21(21,5)
NOPHO-93 39 (39,8)
LMA-M3 sem protocolo definido 9(9,2)
ICP-LPA/APL2006 23 (23,5)

Sem tempo para tratamento” 2(2,0)

Sem proposta terapéutica” 2 (2,0)
Auséncia de dados 2 (2,0)

Total 98 (100)

*Pacientes cujo 6bito se deu antes do inicio do tratamento.

**Pacientes com diagnostico de anemia de Fanconi — cuidados paliativos.

4.4. EVOLUCAO DOS PACIENTES

Até o momento da analise dos dados, ocorreram 51 obitos (41 relacionados a doenga e 10, em
remissdo). Dos dez Obitos em remisséo, seis ocorreram em pacientes submetidos a tratamento
com o protocolo NOPHO, correspondendo a 15,3% dos pacientes tratados por esse protocolo.
Trés oObitos ocorreram em pacientes submetidos ao protocolo BFM modificado,

correspondendo a 14,2% desses pacientes. Um oObito de paciente com diagndéstico de leucemia
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promielocitica aguda, tratado com o protocolo ICP-LPA/APL2006, foi causado por choque

cardiogénico, apds a consolidacéo.

Dos 98 pacientes estudados, seis pacientes eram portadores de sindrome de Down. Destes
dois casos foram classificados como LMA-M2, um caso como LMA-M6 e trés casos foram
classificados de acordo com a classificagdo FAB como LMA-M7. Em relacdo a estes trés
pacientes, em um caso houve confirmacéo do subtipo M7 por meio da imunofenotipagem por
citometria de fluxo, em um paciente o exame foi realizado, mas o registro do laudo néo foi
encontrado e em um paciente a imunofenotipagem ndo permitiu a confirmacgéo desse subtipo,
dois casos foram classificados como LMA-M2 e um caso como LMA-M6. As alteracdes
observadas nos exames de citogenética dos pacientes com Sindrome de Down estdo
detalhadas na tabela 5. Uma paciente ndo possuia cariétipo ao diagnostico de LMA-M2, mas
possuia cariétipo anterior, do momento em que foi diagnosticada com sindrome
mielodisplasica, apresentando uma alteracdo estrutural no brago curto (p) do cromossomo 5.

Essa foi a Unica paciente com sindrome de Down que faleceu.

Trés criancas apresentaram leucemia secundaria a sindrome mielodisplasica, incluindo aquela
que apresentava sindrome de Down, cujas caracteristicas ja foram descritas. Em relacdo aos
outros dois pacientes, um desses pacientes foi classificado como LMA-M6 e o outro como
LMA-M2. No que diz respeito a estes dois casos, um apresentou cariétipo complexo com
alteracdes cromossémicas estruturais e numeéricas, este paciente faleceu, e o outro possuia a
t(8;21)(g22;922), estando atualmente em acompanhamento no servico de hematologia do HC-
UFMG.

Dois pacientes eram portadores de anemia de Fanconi, ambos classificados, segundo a
classificacdo FAB, com o subtipo LMA-M4. Com relacdo aos cari6tipos, em um dos casos
ndo houve crescimento celular e o outro paciente apresentou em seu caridtipo alteracéo
estrutural nos cromossomos 16, 17, presenca de um cromossomo marcador e monossomia do
cromossomo 7. Esses pacientes ndo foram submetidos a protocolos quimioterapicos, sendo

realizado tratamento paliativo. Os dois pacientes faleceram.

Um paciente tinha histérico de diagndstico de histiocitose de células de Langerhans, foi
submetido a tratamento quimioterapico com etoposideo para tratamento de episodio de
reativacdo da doenga e desenvolveu leucemia promielocitica aguda, apresentando em seu
cariotipo a t(15;17)(g22;921) e positividade para o gene de fusdo PML-RARA. Esse paciente
encontra-se em remissdao e em acompanhamento no Servico de Hematologia do HC-UFMG.
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Em relacdo a outras comorbidades, um paciente era portador de neutropenia congénita, um
paciente tinha diagndstico de esferocitose e um paciente fazia acompanhamento no Servico de

Cardiologia.

A probabilidade estimada de sobrevida global (SGLO) aos cinco anos para todo o grupo foi
de 49,7% (£ 5,2%).

N&o houve diferenca estatisticamente significativa na probabilidade de SGLO quanto ao

género (p=0,98).

Para analise da probabilidade de SGLO em relagdo as alteracdes citogenéticas observadas,
foram excluidos os subtipos constatados em menos de cinco pacientes, 0 que torna
inadequada a realizagdo de curvas de sobrevida. Dessa forma, ndo foram avaliados os
pacientes com inv(16), t(9;11) e t(1;22). A probabilidade estimada de SGLO aos 5 anos para
0s pacientes com caridtipo normal foi de 56,6% (+12,7%), de 81,0% (+8,6%) para aqueles
com t(15;17), de 71,4% (£17,1%) para os pacientes com t(8;21), de 20,5% (+12%) para
pacientes com alteracOes relacionadas com mielodisplasia e de 46,9% (+13,4%) para 0 grupo

com outras anormalidades (p=0,028).

Quando os pacientes foram analisados de acordo com a classificacdo da OMS-2008, a
probabilidade estimada de SGLO aos cinco anos para 0 grupo de pacientes com
anormalidades genéticas recorrentes foi de 71% (5,8%), de 28,1% (+12,2%) para aqueles
com LMA com alterac6es relacionadas com mielodisplasia, de 36,1% (+11,2%) para o grupo
de pacientes com LMA sem outra especificacdo (SOE) e de 83,3% (£15,2%) para 0s
pacientes com LMA associada a sindrome de Down (p=0,011). Foram excluidos dessa analise
0s 12 pacientes que ndo puderam ser classificados de acordo com a classificacdo da OMS-

2008. A classificagdo OMS-2008 esté representada pela Figura 7.
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Figura 7: Probabilidade estimada de sobrevida global para 86 criangas com leucemia mieloide
aguda, de acordo com a classificacdo da OMS-2008 (WHO-2008)
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Figura 7: Pacientes analisados de acordo com a classificagdo da OMS-2008 (WHO-2008)

WHO recorrentes: LMA com alteragdes genéticas recorrentes
WHO NOS (SOE): pacientes categorizados como LMA sem outra especificacdo (SOE)
WHO Mielodisplasia: LMA com altera¢Ges citogenéticas relacionadas com mielodisplasia

Sindrome de Down: LMA associada a sindrome de Down

Em relagdo ao protocolo de tratamento empregado, foram avaliados separadamente os
pacientes com diagnoéstico de leucemia promielocitica aguda. A probabilidade estimada de
SGLO aos cinco anos para 0s pacientes tratados no periodo anterior a agosto de 2007, quando
ndo havia protocolo padronizado, foi de 44,4% (£16,6%) e de 95,7% (+4,3%) para 0S
pacientes tratados com o protocolo ICP-LPA/APL2006 (p=0,02). Quando avaliados os demais

pacientes, excluidos aqueles com leucemia promielocitica aguda, a probabilidade estimada de
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SGLO aos cinco anos para o0s pacientes tratados com protocolo BFM modificado foi de
33,3% (+10,3%) e de 40,7% (x7,9%) para os pacientes tratados com o protocolo NOPHO
(p=0,86).

Na categorizagdo da varidvel “contagem de leucocitos ao diagnostico”, os 86 pacientes
classificados de acordo com a classificacdo da OMS-2008 foram divididos em dois grupos.
As probabilidades estimadas de SGLO aos cinco anos para 0 grupo de pacientes com
leucometria inicial abaixo de 100.000/mm? foram de 61,9% (+5,9%) e de 25% (+15,3%) para
0 grupo com leucometria superior a 100.000/mm? (p= 0,012).

Na anélise multivariada foram incluidas as variaveis “classificagio OMS-2008" ¢ “contagem

3”

de leucoécitos ao diagndstico <100.000 ou > 100.000 leucodeitos/mm™. O modelo final dessa

analise esta representado na Tabela 7.

Os pacientes com LMA com “alteragdes relacionadas com miclodisplasia” apresentaram
chance de ébito 2,97 vezes maior do que os pacientes com anormalidades recorrentes
(p=0,008). Os pacientes da categoria sem outra especificacdo (SOE), em relagdo a categoria
de base, apresentaram 2,22 vezes mais chance de oObito, porém sem significancia estatistica
(p=0,069), mas com tendéncia para tal. Os pacientes com sindrome de Down apresentaram
chance de o6bito 0,58 vezes maior do que a categoria de base, porém sem significAncia
estatistica (p=0,601). O efeito da leucometria (superior ou inferior a 100.000/mm?) nio é
independente (p = 0,078) da classificacdo OMS-2008, embora haja tendéncia para tal.
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Tabela 7: Anélise multivariada para o risco de 6bito para 86 pacientes com leucemia mieloide
aguda classificados de acordo com os critérios da Organizagdo Mundial de Saude
(classificacdo OMS-2008)

Variavel Risco de | Limite Limite P

dbito inferior* superior*®

OMS-2008/anormalidades

genéticas recorrentes** 1 — — -
OMS-2008/associada com mielodisplasia 2.97 1,33 6,69 0,008
OMS-2008/sem outra especificacdo (SOE) 2.22 0,94 5,24 0,069
OMS/sindrome de Down (sim em relagdo a

ndo) 058 0,075 4,47 0,601
Leucdcitos duas categorias (=100.000 em

relagdo 3<100.000/mm?) 2,26 0,91 5,59 0,078

* Os limites inferior e superior referem-se ao intervalo de confianca de 95% para o valor de risco de 6bito

** A categoria de referéncia no modelo multivariado foi “OMS-2008 com anormalidades genéticas recorrentes”.

A obtencdo de dados que permitissem o calculo adequado da probabilidade estimada de
sobrevida livre de eventos (SLE) s6 foi possivel para os pacientes com diagndstico de
leucemia promielocitica aguda tratados pelo protocolo ICP-LPA/APL2006. Nos demais
grupos, houve grande numero de pacientes classificados como refratarios ao primeiro
protocolo guimioterapico empregado, o que dificultou a definicdo do momento da recidiva.
Também houve dificuldade em identificar data e local da recidiva em determinados

prontuarios.

Dessa forma, a probabilidade de SLE aos cinco anos para os pacientes com diagndstico de
leucemia promielocitica aguda tratados pelo protocolo ICP-LPA/APL2006 foi de 79,3%
(£9,6%). Foram observadas quatro recidivas. Todos esses pacientes encontravam-se vivos no
momento da anélise dos dados. Ocorreu um 6bito em remissdo, apos a fase de consolidacéo

da quimioterapia, em decorréncia de choque cardiogénico.
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DISCUSSAO

Este estudo teve como objetivo contribuir para ampliacdo dos conhecimentos relativos ao
comportamento da LMA na populacdo pediatrica, principalmente no que diz respeito aos
achados citogenéticos e ao emprego da classificagio OMS-2008, ja que a maioria dos estudos
da literatura nacional e internacional é baseada em adultos. A importancia das alteracdes
cariotipicas como indicador prognostico na LMA infantil tem sido reconhecida apenas
recentemente devido a relativa raridade da doenca (MANOLA, 2009; KAROL et al., 2015).

No presente estudo foram incluidos 98 pacientes com idade ao diagnéstico até 16 anos.
Apesar de relativamente pequena, essa casuistica representa a experiéncia de 12 anos de uma
instituicdo de referéncia no pais para tratamento da LMA e inclui exclusivamente criancas e
adolescentes. Os estudos com casuisticas mais representativas, em sua maioria, S0
multicéntricos e incluem também pacientes com idade superior a 18 anos (CAMPOS et al,
2015; KAROL et al, 2015; SANDAHAL et al; 2015).

Quando este estudo é comparado a outras duas pesquisas, que tiveram como objetivo avaliar a
aplicabilidade da classificacdo OMS-2008 em pacientes pediatricos com LMA, observa-se
que um dos trabalhos era multicéntrico e incluiu 639 pacientes, provenientes de instituicdes
dos paises nérdicos e de Hong Kong, com até 18 anos de idade (SANDAHAL et al; 2015).
No outro estudo, realizado em um Unico centro de referéncia americano, o total de 115
pacientes € semelhante ao do presente estudo, mas a faixa etaria estudada estendeu-se até 24
anos e o periodo de observagdo foi de 17 anos (DAVIS et al., 2013). Também deve ser citado
estudo prospectivo, multicéntrico, do grupo japonés para estudo da leucemia/linfoma na
populacdo pediétrica, que teve como objetivo esclarecer o significado clinico e progndstico da
categoria “LMA com alteracOes relacionadas com mielodisplasia”. Para tal, foram avaliados
443 pacientes com diagndstico de LMA e, destes, 93 foram classificados na referida categoria
da classificacdo OMS-2008 (KINOSHITA et al.; 2014).

A distribuicéo por faixa etaria no presente estudo foi semelhante a descrita na literatura, mas a
mediana de idade ao diagnostico foi inferior a relatada por DAVIS e colaboradores e outros
autores, pois nestes trabalhos foram incluidos pacientes com idade igual ou superior a 18 anos
(KRSTOVSKI et al, 2010; DAVIS et al., 2013, ROOWJ et al., 2015).
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Em relagdo a classificacdo FAB, houve predominio do subtipo M3, seguido do subtipo M2. O
subtipo M3 foi observado em 33,9% dos casos. A LMA-M3 ocorre em uma frequéncia de 2%
a 10% dos pacientes pediatricos, mas ha descricdo de que, em pacientes de origem latina, essa
frequéncia € mais elevada, sendo descrita em proporcdes de até 37,5% dos casos, em
conformidade com o observado nesta casuistica (REGO e JACOMO, 2011; ZHANG et al.,
2015).

No presente estudo, a avaliacdo do cariétipo foi possivel em 80 pacientes e alguma
anormalidade citogenética foi observada em 78,7% desses casos. Essa frequéncia foi
semelhante aos relatos da literatura que descrevem presenca de rearranjos cromossémicos em
70% a 80% dos casos de LMA pediatrica (CREUTZIG et al., 2012; ROOWJ et al., 2015).

A frequéncia de cariotipos normais encontrada neste estudo foi de 21,3%, (17/80 pacientes),
em acordo com a frequéncia descrita na literatura. Pacientes com cariétipo normal podem
apresentar alteragdes moleculares como mutacgdes nos genes DIT-FLT3, MLL-PTD ou NPM1
(MANOLA, 2009). Dessas alteracbes, apenas a presenca de mutacdo em DIT-FLT3 foi
pesquisada nesta casuistica e somente em parte dos pacientes, o que representa uma limitacao

do estudo.

Em relacdo ao estudo molecular, dos 82 pacientes testados, apenas 36 pacientes tiveram
exames positivos para as alteragdes pesquisadas. A presenca de mutacdo no gene FLT3 foi
identificada em cinco casos, sendo associada ao gene de fusdo PML-RARA em dois casos. A
pesquisa da DIT-FLT3 é considerada muito importante para definicdo de prognostico em
pacientes com LMA. Em pacientes pediatricos, essa mutacdo € identificada em
aproximadamente 10 a 15% dos casos, percentuais inferiores aos 20 a 30% observados em
pacientes adultos (ZWAAN et al., 2003). Na maioria dos estudos, sdo descritas implicacfes
negativas dessa mutacdo no prognostico da LMA porque contribuiria para maiores indices de
recaida e menor sobrevida livre de doenca (ZWAAN et al., 2003; SCHECHTER et al., 2015).

Chama a atencdo que o estudo molecular permitiu a confirmacdo do diagnéstico de leucemia
promielocitica aguda e classificacdo de acordo com os critérios da OMS em cinco pacientes
com cariétipo normal, nos quais foi identificado o gene de fusdo PML-RARA.

As alteragOes citogenéticas mais comuns em pacientes pediatricos com LMA, identificadas
em aproximadamente metade dos casos de LMA nessa faixa etaria, sdo t(8;21)(g22;922);
inv(16) (p13.1922); t(15;17)(q22;921) e 11923/MLL (CREUTZIG et al., 2012; ROOW et al.,



63

2015). Esse padrdo, com frequéncia muito superior a encontrada em pacientes adultos,
também foi observado no presente estudo.

Algumas das alteragdes citogenéticas observadas nesta casuistica serdo comentadas a seguir.

A anormalidade citogenética mais frequente no presente estudo foi a t(15;17)(q22;q21). A
presenca dessa translocacdo é caracteristica da leucemia promielocitica aguda (LMA- FAB
M3) e é reconhecidamente associada a bom prognostico (BUGA et al., 2014, REGO e
JACOMO, 2011). Em 18 pacientes a t(15;17)(q22;921) ocorreu como Unica alteragio
cromossémica, um paciente apresentou, além desse rearranjo, um cromossomo adicional 8
(+8) e outro paciente apresentou um isocromossomo de 17q [i(17q)], que séo as alteracdes

adicionais mais frequentemente relatadas nesses casos (MANOLA, 2009).

A translocacdo entre os bracos longos dos cromossomos 8 e 21 [t(8;21)(g22;922)] foi a
segunda alteracdo mais frequente nesta casuistica. E um dos rearranjos cromossémicos mais
frequentes na LMA pediétrica, ocorrendo em 7% a 16% dos casos, frequéncia semelhante a
observada neste estudo (11,2%). Esta, geralmente, correlacionada com o subtipo FAB M2
(MANOLA, 2009). Em cinco pacientes deste estudo, a t(8;21)(q22;922) foi encontrada como
Unica alteragdo no caridtipo. Entre os pacientes nos quais esteve associada a outras alteracoes,
um apresentou, além dessa translocacdo, a auséncia do cromossomo Y e outro apresentou a
translocacdo como parte de um cariétipo complexo, com anormalidades cromossdmicas como
del (9q), del (11q) e auséncia do cromossomo Y. A perda dos cromossomos sexuais € a
alteracdo mais frequentemente associada a t(8;21)(g22;g22) e a perda do cromossomo Y nos
homens é mais frequente se comparada a perda do cromossomo X nas mulheres (MANOLA,
2009; HEEREMA e RAIMONDI, 2013). Alguns estudos tém demonstrado que o prognéstico
favoravel associado a presenca da translocagdo t(8;21)(q22;g22) nao se modifica mesmo na
presenca de cariétipos complexos (MANOLA,2009). No presente estudo, 0 paciente que
apresentou cariotipo complexo com presenca dessa translocacdo teve boa resposta ao
tratamento e encontrava-se em acompanhamento no Servigo de Hematologia do HC-UFMG

no momento da andlise dos dados.

A 1(1;22)(p13;q13), tipica de pacientes pediatricos com leucemia megacarioblastica, menores
de um ano de idade, ocorre em uma frequéncia de 0% a 3% (MANOLA, 2009; HEEREMA e
RAIMONDI, 2013). Neste estudo, foi observada em 2 casos (2,5%), ambos classificados
segundo a classificagdo FAB no subtipo M7 e com idade inferior a um ano de idade,

conforme descrito na literatura.
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A monossomia do cromossomo 5 (-5) e a delecédo [del(5q)] no brago longo do cromossomo 5
sdo anormalidades citogenéticas raras em criangas e estdo associadas a mau prognostico
(MANOLA,2009). No presente estudo, foram identificados dois pacientes que apresentaram
delecdo no braco longo do cromossomo 5, que nestes casos ndo era a unica anormalidade
presente no cariotipo, tratavam-se de cariétipos complexos com o envolvimento de outras

alteracdes adicionais. Ambos o0s pacientes faleceram.

Nesta casuistica, a monossomia do cromossomo 7 e a dele¢cdo do cromossomo 7 [del(7q)]
foram encontradas em uma frequéncia de 6,25%. Essas alteragcdes podem ocorrer em todos 0s
subtipos da classificacdo FAB e séo encontrados na populacdo pediatrica em uma frequéncia
de 2% a 7% (MANOLA, 2009; BRAOUDAKI E TZORTZATOU-STATHOPOULOUA,
2012). Estudos recentes verificaram que essas duas alteracbes cromossdmicas ndo deveriam
ser agrupadas, pois apresentam implicacGes diferentes no prognéstico da LMA. A dele¢do no
braco longo do cromossomo 7 estaria relacionada com progndstico intermediario, em
pacientes adultos, mas em pacientes pediatricos a evolucdo parece ser dependente de outras
anormalidades citogenéticas identificadas na célula leucémica (MANOLA, 2009; ROOLJ et
al., 2015).

A monossomia do cromossomo 7, por sua vez, tem sido relacionada com prognostico
desfavoravel (MANOLA, 2009, SANDAHL, et al., 2015). Neste estudo, os trés pacientes, nos
quais foi visualizada a monossomia do cromossomo 7, faleceram. Um desses pacientes foi
diagnosticado com LMA secundéria a anemia de Fanconi. Nesse paciente, a monossomia do
cromossomo 7, anormalidade cromossémica adquirida frequente em pacientes com anemia de

Fanconi, foi identificada como parte de cariotipo complexo (MANOLA,2009).

Dos cinco pacientes que apresentaram em seus cariétipos a delecdo no braco longo do
cromossomo 11, em apenas um caso essa delecdo ndo ocorreu na regido 11923. A delecdo de
11q ndo foi visualizada nenhuma vez como alteracdo cromossémica isolada. A contribui¢do
dos rearranjos 11g23/MLL para o prognostico dos pacientes pediatricos com LMA é variavel
e depende do tipo de translocacdo, podendo contribuir para evolugdo favoravel, como nos
casos com 1(9;11)(q21;923), ou desfavoravel como na presenca de t(6;11)(q27;923) e
t(10;11)(p12;923) (MANOLA, 2009; CREUTZIG et al., 2012; ROOW et al., 2015). Nesta
casuistica, apenas um paciente encontra-se em acompanhamento no Servigo de Hematologia
do HC-UFMG, os demais faleceram.
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O Servico de Hematologia do HC-UFMG néo utiliza, até o0 momento, a classificagio OMS-
2008 em seus protocolos para diagnostico e tratamento de pacientes pediatricos com LMA.
Neste estudo, foi possivel classificar, retrospectivamente, 86 dos 98 pacientes, de acordo com
os critérios da classificacdo OMS-2008 (VARDIMAN et al., 2009).

A classificagdo OMS-2008 ¢ baseada, primariamente, em dados provenientes de experiéncias
com pacientes adultos e inclui fatores genéticos, morfolégicos e prognoésticos num dnico
sistema. Essa classificagdo contempla a maioria, mas ndo todos os subgrupos de alteracGes
citogenéticas especificas da faixa etaria pediatrica (CREUTZIG et al., 2012; DAVIS et al.,
2013). Segundo DAVIS e colaboradores (2013), observa-se distribuicdo diferente entre
diversos de seus subgrupos, quando comparados pacientes adultos e pediatricos com LMA.
Diante disso, ainda ndo hé& consenso a respeito da relevancia e aplicabilidade da classificacdo
OMS-2008 para pacientes pediatricos com LMA.

No presente estudo, a distribuicdo dos pacientes de acordo com a classificagdo OMS-2008, foi
semelhante a observada por DAVIS e colaboradores (2013) e SANDAHL e colaboradores
(2015). Nos trés estudos houve predominio de pacientes classificados no grupo com
anormalidades genéticas recorrentes (52,3%, 45,9% e 41%, respectivamente). A frequéncia
mais elevada desse subgrupo nesta casuistica pode ter sido influenciada pelo maior nimero de

pacientes com t(15;17)(g22;921), ja descrito anteriormente.

A categoria heterogénea denominada “sem outra especificacdo” (SOE) foi a segunda mais
frequente neste estudo (22%), com percentual superior ao observado por DAVIS e
colaboradores (2013), que incluiram nessa categoria 16,2% dos pacientes. No estudo de
SANDAHL e colaboradores (2015), 44% dos pacientes foram classificados no grupo “SOE”.
Os autores aventaram como hipGtese para 0 maior nimero de pacientes incluidos nesta
categoria a auséncia de informacBGes sobre alteracdes morfologicas caracteristicas de

mielodisplasia que, se disponiveis, poderiam modificar esse percentual.

De acordo com VARDIMAN e colaboradores, referindo-se a dados de pacientes adultos, a
categoria “SOE” representa apenas 25% a 30% de todos os casos de LMA e essa frequéncia
deverd diminuir na medida em que mais subgrupos genéticos forem reconhecidos
(VARDIMAN et al, 2009). No presente estudo, onze pacientes, alocados no grupo SOE,
apresentavam cariotipo normal. As limitagGes referentes aos estudos moleculares e ao uso de
outras técnicas que permitissem melhor caracterizacdo destes pacientes podem ter contribuido

para a presenca de maior numero de casos no grupo SOE. Assim como no estudo SANDAHL
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e colaboradores (2015), na presente casuistica ndo foi realizada revisdo dos achados
morfologicos, 0 que poderia auxiliar na identificacdo de displasias em pacientes sem

anormalidades citogenéticas, possibilitando sua alocacdo em outra categoria.

O grupo com anormalidades relacionadas com mielodisplasia recebeu 18,6% dos pacientes
desta casuistica, frequéncia discretamente superior a observada por DAVIS e colaboradores
(2013) e SANDAHL e colaboradores (2015), 16% e 14,7%, respectivamente. No entanto,
estudo do grupo japonés, direcionado para avaliacdo dessa categoria, relatou que 21% dos
casos estudados foram incluidos nesse grupo. Essa categoria € motivo de diversas
controvérsias na literatura direcionada a pacientes pediatricos com LMA (KINOSHITA et
al.,2014).

A classificacdo OMS-2008 incorporou modificacdes que ampliaram a categoria anteriormente
denominada “LMA relacionada a displasia de multiplas linhagens”. De acordo com DAVIS e
colaboradores (2013), esta categoria era considerada rara na populacdo pediatrica, mas, com a
utilizacdo dos critérios da classificagdo OMS-2008, um maior nimero de pacientes pdde ser
alocado na nova categoria denominada “LMA com anormalidades relacionadas com
mielodisplasia”. Esses autores consideraram ndo haver elementos suficientes para definirem
se a frequéncia encontrada em seu estudo foi superior a esperada para populacfes peditricas,
ressaltando que sdo necessarios estudos cooperativos, incluindo casuisticas mais expressivas,

para avaliacdo da real incidéncia dessa condicdo.

No estudo japonés, apoiados nos achados de seu estudo e no de DAVIS e colaboradores, 0s
autores concluiram que a LMA com altera¢des relacionadas com mielodisplasia ndo é rara em
criangas (KINOSHITA et al.; 2014). Os resultados desses estudos sugerem também que, em
criangas, as alteracbes citogenéticas relacionadas com mielodisplasia ndo estdo

necessariamente associadas a alteracdes morfologicas (KINOSHITA et al.; 2014).

Outro aspecto importante em relacdo ao grupo com “LMA com anormalidades relacionadas
com mielodisplasia” é o fato de estarem incluidas, nesta categoria, alteraces citogenéticas
com implica¢bes muito diversas no prognostico da LMA infantil (KINOSHITA et al.; 2014).
SANDAHL e colaboradores (2015), assim com outros autores, verificaram, por exemplo, que
0S pacientes com monossomia do cromossomo 7 apresentavam evolugdo significativamente

desfavoravel qguando comparados com pacientes com del(7q).
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Em relagdo a categoria “LMA relacionada a sindrome de Down”, seis pacientes (7%) desta
casuistica foram incluidos nesse grupo, achado semelhante aos 10,8% observados por DAVIS
e colaboradores (2013), que atribuiram essa alta frequéncia a faixa etaria da populacdo do
estudo. Criancas com sindrome de Down tém um risco aumentado de desenvolverem LMA,
considerada, nesses pacientes, uma entidade distinta, clinica e geneticamente (KASPERS e
ZWAAN, 2007; MANOLA, 2009). Esse risco pode ser até 500 vezes maior para o subtipo
FAB M7 (PUUMALA et al, 2013). Algumas caracteristicas da doenca em pacientes com
sindrome de Down incluem baixa contagem de leucdécitos ao diagnostico, predominancia dos
subtipos FAB MO, M6 e M7, e inicio da doenca antes dos cinco anos de idade. Todos 0s
pacientes com sindrome de Down, incluidos neste estudo, apresentaram idade inferior a cinco
anos, com mediana de 1,67 anos. A leucometria inicial variou entre 7690/mm? e 40540/mm?®,
com mediana de 16200/mm°. No que diz respeito aos subtipos FAB, trés casos foram

classificados como LMA-M7.

A probabilidade de sobrevida global (SGLO) aos cinco anos, observada neste estudo (49,7%
+ 5,2%) foi inferior aos relatos da literatura, que descrevem, para a LMA na faixa etaria
pediatrica, SGLO préxima a 70% (CREUTZIG et al., 2012; KAROL et al., 2015;
WENNSTROM et al., 2016). Por se tratar de estudo retrospectivo com limitagGes na coleta de
dados referentes a evolucdo dos pacientes, principalmente, no que diz respeito a resposta
precoce ao tratamento, refratariedade, caracteristicas e tratamento das recidivas,
procedimentos para indicacdo e execucdo de transplante de medula déssea, torna-se dificil
avaliar de forma adequada os fatores que contribuiram para o resultado desfavoravel obtido

nesta casuistica.

No entanto, algumas hip6teses podem ser aventadas, como o elevado percentual de 6bitos em
remissao (19,6%). Esse valor € muito superior ao descrito em estudo do grupo NOPHO, que
observou 5% de Obitos em remissdo em toda coorte, envolvendo adultos e criangas, e 3%
quando avaliada apenas a populacdo pediatrica (WENNSTROM et al., 2016). ROOIJ e
colaboradores (2015) avaliam que 5 a 10% dos pacientes com LMA irdo morrer em
consequéncia de complicacdes da doenca ou efeitos adversos do tratamento. Diversos estudos
ressaltam a alta incidéncia, nesses pacientes, de infeccdes fungicas e bacterianas, relacionada
a intensidade dos protocolos terapéuticos utilizados, o0 que demanda maior atencdo as medidas

de suporte, de forma a evitar a mortalidade precoce (CREUTZIG et al., 2012).
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Também deve ser destacado que os pacientes incluidos neste estudo utilizaram diversos
protocolos terapéuticos e que, apenas no protocolo ICP-APL, direcionado a pacientes com
leucemia promielocitica aguda, o tratamento foi planejado com estratificacdo dos pacientes
em grupos de risco para recidiva. Também deve ser mencionado que 0s pacientes tratados de
acordo com esse protocolo, sdo monitorados para identificacdo precoce de auséncia de
remissdo molecular ou possivel recidiva molecular. Para os demais tipos de LMA, ainda néo
foi estabelecido, no Servigco de Hematologia do HC-UFMG, protocolo para monitoramento de
doenca residual minima, como tem sido preconizado na literatura (RUBNITZ, 2012; KAROL
et al, 2015).

Quando a SGLO foi avaliada de acordo com as anormalidades citogenéticas observadas,
confirmou-se o progndstico favoravel dos pacientes com t(15;17) e t(8;21), que apresentaram
probabilidade de SGLO préximas as descritas na literatura internacional (ABLA E RIBEIRO,
2013; DAVIS et al, 2014; WENNSTROM et al., 2016).

O grupo de pacientes com alteracdes relacionadas com mielodisplasia, que incluiu
anormalidades associadas a prognostico desfavoravel, como monossomia do 7 e
anormalidades de 5q (ROOIJ et al, 2015), foi o que apresentou menor probabilidade de
sobrevida global aos cinco anos.

Em relacdo as analises de sobrevida considerando o agrupamento dos pacientes de acordo
com a classificacdo OMS-2008, na anélise univariada foi observado que o grupo de pacientes
com anormalidades genéticas recorrentes apresentou SGLO (71%) compativel com o

prognostico favoravel descrito na literatura (DAVIS et al., 2014).

O grupo de pacientes com LMA relacionada a sindrome de Down também apresentou
progndstico favoravel, com SGLO de 83,3% aos cinco e oito anos de seguimento, resultado
semelhante ao do estudo de DAVIS e colaboradores (2014) que demonstrou SGLO de 90%
aos 10 anos. Em geral, a LMA associada a sindrome de Down € considerada como um
subgrupo favoravel (KASPERS e ZWAAN, 2007; MANOLA, 2009; HEEREMA e
RAIMONDI, 2013). Estudos in vitro demonstraram que os blastos de criangcas com LMA
associada a sindrome de Down tém maior sensibilidade as drogas antineoplasicas (KASPERS
e ZWAAN, 2007; MANOLA, 2009).

Criangas com sindrome de Down tém um risco aumentado de mortalidade relacionada ao

tratamento, por isso a intensidade do mesmo deve ser cuidadosamente equilibrada em relagéo
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a toxicidade. Atualmente, excelentes resultados tém sido obtidos com protocolos de
tratamento com intensidade moderada e sem transplante de células de tronco (KASPERS e
ZWAAN, 2007).

No presente estudo, a categoria SOE apresentou SGLO inferior a observada em estudo do
grupo japonés, 36,1% aos 5 anos versus 68,9% aos 3 anos (KINOSHITA et al.; 2014). Deve
ser ressaltada a heterogeneidade dessa categoria, o que dificulta comparacGes. O grupo com
pior progndstico foi o que incluiu os pacientes com alteracGes relacionadas a mielodisplasia
(SGLO - 28,1%). Para este grupo, o resultado observado nesta casuistica também foi pior do
que a SGLO (56,8%, aos trés anos) observada, por KINOSHITA e colaboradores (2014). Os
resultados desfavoraveis observados na casuistica total, provavelmente, estdo relacionados ao

insucesso obtido nessas duas categorias.

Pesquisadores americanos verificaram que anormalidades genéticas incluidas, de acordo com
os critérios da classificacdo OMS-2008, na categoria com alteracfes relacionadas com
mielodisplasia poderiam influenciar, de maneira diferenciada, o progndstico das criancas com
LMA. Esses autores verificaram, conforme comentado anteriormente, que pacientes com
monossomia do cromossomo 7 tinham evolucdo desfavoravel quando comparados com
pacientes com del(7g). A SGLO relatada foi de 51% versus 90%, respectivamente, ambas
superiores a SGLO descrita, no presente estudo, para 0 grupo com alteracdes relacionadas
com mielodisplasia (SANDAHL, et al., 2015).

Para os grupos SOE e com alteracbes relacionadas com mielodisplasia ndo foi possivel
realizar comparag6es de SGLO com o estudo de DAVIS e colaboradores (2014), pois neste
estudo, os pacientes dessas categorias foram distribuidos, para as analises de sobrevida, em
categorias de risco “intermediario” ¢ “desfavoravel” sem que houvesse correspondéncia com

a classificacdo OMS-2008.

No presente estudo, na analise univariada, também foi observada pior SGLO para 0s pacientes
com contagem inicial de leucdcitos acima de 100.000/mm3(p= 0,012). De acordo com
diversos autores, contagens de blastos muito elevadas, no momento do diagnostico, estdo
associadas a um risco aumentado de morte precoce e auséncia de resposta ao tratamento, mas
nédo estdo, necessariamente, associadas a pior sobrevida livre de doenca (KRSTOVSKI et al,
2010; CREUTZIG et al., 2012; KINOSHITA et al.; 2014). Estudo desenvolvido por
pesquisadores do St. Jude Children’s Research Hospital demonstrou que 0s avangos na

abordagem inicial, incluindo medidas de suporte, podem diminuir significativamente a
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mortalidade precoce em pacientes com LMA e hiperleucocitose. No entanto, segundo o0s
autores, esses pacientes podem apresentar pior prognéstico, no que diz respeito a sobrevida

em longo prazo, necessitando de melhorias no tratamento pos-remissdo (INABA et al., 2008).

Diante do exposto, foram incluidas, na analise multivariada, as variaveis “classificagio OMS-
2008” e “contagem de leucocitos < ou > 100.000/mm®”. Essa anélise confirmou o bom
prognostico dos pacientes com “LMA com alteracGes genéticas recorrentes” e com “LMA
relacionada a sindrome de Down” e a evolucdo desfavoravel dos pacientes com “LMA com
alteracdes relacionadas com mielodisplasia” e da categoria “SOE”. O efeito da leucometria na
SGLO néo foi independente da classificagio OMS-2008.

A avaliacdo detalhada dos resultados relativos aos diferentes protocolos de tratamento
utilizados neste estudo ndo foi possivel, pelas limitacbes ja expostas, e ndo era objetivo

especifico do mesmo.

No entanto, foi possivel observar que os resultados obtidos com o protocolo NOPHO (SGLO:
40,7%) foram inferiores aos relatados na literatura. A SGLO, relatada no estudo de LIE e
colaboradores (2005), para o protocolo NOPHO-AML-93, no qual foi baseado o esquema
terapéutico utilizado no Servigo de Hematologia do HC-UFMG, foi de 65% aos cinco anos. A
SGLO alcangada com o protocolo NOPHO foi superior a obtida com o protocolo BFM-83
modificado (VIANA et al., 2003), porém, sem significancia estatistica. Esses resultados
demonstram que ha necessidade de reavaliacdo das estratégias adotadas no Servi¢o de
Hematologia do HC-UFMG para tratamento dos pacientes com LMA incluindo atencdo para

a elevada frequéncia de 6bitos em remisséo.

No que diz respeito aos pacientes com leucemia promielocitica aguda, houve melhora
significativa na SGLO com a introdugcdo do protocolo ICP-LPA (p=0,02). Os resultados
alcancados com esse protocolo, em relagdo a SGLO e SLE, sdo semelhantes aos resultados
descritos na literatura (ABLA e RIBEIRO, 2013; REGO et al., 2013) e demonstram que a
adocdo de um protocolo terapéutico unificado contribuiu para a acentuada elevacdo dos

indices de sobrevida nesse grupo de pacientes.

Para adequada interpretacdo das conclusfes deste trabalho, devem ser consideradas as
limitacOes relativas ao seu carater retrospectivo, ao tamanho relativamente pequeno da

casuistica e a falta de padronizacdo das anotag¢fes dos dados em prontuarios médicos, o que
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contribuiu para dificuldades na obtencdo de certos dados, especialmente daqueles relativos a
evolucdo dos pacientes, impedindo analises sobre a sobrevida livre de doenca.

Também devem ser mencionadas as limitagdes relativas ao estudo das altera¢cdes moleculares
e a nao utilizacdo de técnicas complementares, como a técnica de Hibridizacdo in situ por
Fluorescéncia (FISH), que pode ser util na caracterizacdo de anormalidades cromossémicas
ndo identificadas previamente ou daquelas mais “sutis” como a inv(16), t(11q23) e t(7;12).
Alguns autores relatam que o uso de técnicas de citogenética molecular tem valor limitado no
diagnéstico inicial da LMA pediatrica, uma vez que a citogenética convencional detecta de
maneira confidvel a maioria das anormalidades nessa populacdo (MANOLA, 2009). No
entanto, deve ser destacada a crescente importancia da deteccdo das alteracdes moleculares
para classificacdes de risco mais refinadas, uma vez que a LMA na populacdo pediatrica
apresenta caracteristicas diversas das observadas em pacientes adultos (DAVIS et al, 2014;
KINOSHITA et al.; 2014; SANDAHL et al.; 2015).

Mesmo com as limitacbes apresentadas, os resultados corroboram a importancia das
alteracdes citogenéticas como fator progndstico para pacientes pediatricos com LMA e
indicam a necessidade de estudos cooperativos e prospectivos com o objetivo de se conhecer
melhor a doenga em nosso meio, com o intuito de aperfeicoar o tratamento desses pacientes,

contribuindo para aumentar sua chance de cura.
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CONCLUSOES

. Anormalidades citogenéticas foram observadas em 78,7% dos 80 pacientes cujos
cariotipos puderam ser avaliados. Essa frequéncia esta de acordo com os relatos da literatura
que descrevem a presenca de rearranjos cromossémicos em 70% a 80% dos casos de LMA

pediétrica.

. A alteracdo cromossdémica mais frequente foi a t(15;17)(q22;921), seguida da
t(8;21)(q22;922). Em relacdo a classificacdo FAB, houve predominio dos subtipos M3 e M2.
A elevada porcentagem de casos de leucemia promielocitica aguda, detectados pelos achados
morfologicos, citogenéticos ou moleculares, foi compativel com aquela descrita na literatura

para populacGes de origem latina.

. Em relacdo a classificacdo OMS-2008, a categoria com maior frequéncia, na casuistica
estudada, foi aquela denominada “LMA com anormalidades genéticas recorrentes”, seguida
dos pacientes agrupados na categoria “LMA sem outra especificacdo” (SOE) e daqueles com
“LMA com alteracdes relacionadas a mielodisplasia”. Esses achados sdo semelhantes aos de
outros estudos que avaliaram a aplicabilidade da classificagio OMS-2008 em criancas e

adolescentes.

. A probabilidade estimada de sobrevida global (SGLO) aos cinco anos para todo o

grupo foi inferior a observada na literatura internacional.

. Nas analises univariada e multivariada, os pacientes com alteracdes citogenéticas
relacionadas a mielodisplasia apresentaram prognostico desfavoravel quando comparados aos
pacientes dos grupos “LMA com anormalidades genéticas recorrentes”. O grupo “LMA com
anormalidades  genéticas  recorrentes”  incluiu  pacientes com  t(8;21)(q22;q22),
t(15;17)(922;921), invl6 (pl1l3.1g22), que sao alteracbes citogenéticas relacionadas a
progndstico favoravel. Esses achados sdo compativeis com os relatos da literatura.

. Na andlise univariada foi observada pior SGLO para 0s pacientes com contagem
inicial de leucdcitos acima de 100.000/mm?. Na analise multivariada, o efeito da leucometria
na SGLO né&o foi independente da classificagdo OMS-2008.
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. Apesar das limitagdes de um estudo retrospectivo e da casuistica relativamente
pequena, os resultados corroboram a importancia das alterac@es citogenéticas como fator

prognostico para pacientes pediatricos com LMA.
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ANEXO 1 (pareceres)

e Universidade Federal de Minas Gerais
S— Hospital das Clinicas
Diretoria de Ensino, Pesquisa e Extensao

{ospital das Clinicas

DECLARACAO

Declaramos para fins de comprovagao no Comité de Etica e Pesquisa em Seres Humanos
— COEP/UFMG que o projeto de pesquisa intitulado, “ANALISE DAS ALTERAGOES
CITOGENETICAS E SUA ASSOCIAGAO COM CARACTERISTICAS CLINICAS E
EVOLUGCAO DAS CRIANGAS E ADOLESCENTES COM LEUCEMINA MIELOIDE
AGUDA” de responsabilidade do Prof®. Benigna Maria de Oliveira foi recebido na Diretoria

de Ensino, Pesquisa e Extensao/HC-UFMG para registro e avaliagao.

Belo Horizonte, 20 de maio de 2014..

MO
&l“@(:arm%av‘lela

etaria DEPE-HC/UFMG



Faculdade de Medicina da UFMG
Departamento de Pediatria
Parecer - N. 81/2013

Pesquisador: Benigna Maria de Oliveira e Amanda de Lourdes Nunes

Titulo do Projeto: Anélise das alteragdes citogenéticas e sua associagdo com caracleristicis

clinicas e evolugdo das criangas e adolescentes com leucemia mieloide aguda.

Mérito:

Essa investigagZo sobre a leucemia mieloide aguda, doenga rara em criangas, justifica-sc peli
falta de dados clinicos e de sobrevida em nosso meio, além de sua potencial contribui¢do para
uma melhor fundamenta¢ido dos aspectos diagnésticos e terapéuticos, considerando-sc sua
realizagdo em um dos principais centros de referéncia nacional com grande numcro de
atendimentos. Trata-se de estudo transversal — desfecho primario: sobrevida ulobal ¢
sobrevida livre de eventos — com coleta retrospectiva de dados clinicos em prontudrios
médicos e arquivo de laudos laboratoriais (Programas Matrix e Cytogen), utilizado no
Laboratério Central do HC-UFMG. Considerando-se o papel das alteragdes citogencticas ni
definicdo prognéstica, este estudo objetiva investigar a associagdo dessas alteragdcs coni as
caracteristicas clinicas e evolutivas da doenga. além da classificagdo dos seus sublipos ¢
andlise descritiva dos achados citogenéticos. A populagdo a ser investigada incluird criangas ¢
adolescentes — idade < 16 anos — com tamanho amostral de 70 individuos. () desenho
metodolégico esta em concorddncia com os objetivos e ha selegdo apropriada de variiveis pari
as andlises. O TCLE sera solicitado para inclusdo de pacientes ainda em acompanhamecnio no

Servigo e os modelos, adequados as faixas etarias, encontram-se anexados ao projeto.

Voto: Sou, SMJ, pela aprovagio do projeto.

e \\5\» o

oot Alexandre Rodrigues Fm@
Se.ibt_:r.zefe do Oepartamanic de Pe
Foculiade de Hedicing ©
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Belo Horizonte, 03 de margo de 2014

Parecer:
Vimos por meio deste, fornecer parecer sobre o projeto de pesquisa:

“Analise das alteragdes citogenéticas e sua associagdo com caracteristicas
clinicas e evolugao das criangas e adolescentes com leucemia mieléide
aguda”, trabalho referente ao projeto de mestrado da aluna Amanda de Lourdes
Nunes. Os objetivos deste trabalho consistem em avaliar a associagédo das
alteragdes citogenéticas com as caracteristicas clinicas e evolugéo das criangas e
adolescentes com leucemia mieléide aguda (LMA) atendidas no Servigo de
Hematologia do HC-UFMG.

Nosso parecer é de que o projeto de pesquisa é relevante para a Unidade Funcional
de Hematologia/Oncologia, proporcionando beneficios ao atendimento dos
pacientes. Somos, assim, favoraveis a aprovagao do mesmo.

A.\
’

bt fOF, s, _
Prof®. Rachel Aparecida Ferreira
Fernandes

Coordenadora do Grupo de
Hematologia Pediatrica

arciana Carvalho Pereira de Souza
Gerente da Unidade Funcional de
Hematologia



UNIDADE FUNCIONAL
PATOLOGIA E MEDICINA LABORATORIAL

PARECER

Referéncia:

Projeto de Pesquisa encaminhado para avaliagdo do Nucleo de Ensino e Pesquisa da Un{dade
Funcional Patologia e Medicina Laboratorial do HC/UFMG, de interesse da Prof”. Benigna Maria de Oliveira
e da mestranda Amanda Nunes.

Titulo do Projeto:

“‘Andlise das alteragdes citogenéticas e sua associagdo com caracteristicas clinicas e evolucao das criangas
e adolescentes com leucemia mieldide aguda”

Descrigdo da Pesquisa:

Trata-se de um estudo de coorte retrospectivo que objetiva avaliar a associagdo das alteragoes
citogenéticas com as caracteristicas clinicas e evolugao das criangas e adolescentes com leucemia mieldide
aguda (LMA) atendidas no Servigo de Hematologia do HC-UFMG.

A populagdo a ser estudada consistird de pacientes com idade até 16 anos, com diagnéstico de
LMA, atendidas no HC- UFMG, no periodo de 2004 a 2015.

A interface com o Laboratdrio Central do HC-UFMG se dara na coleta e resultados laboratoriais dos
setores de Hematologia, Biologia Molecular e Citogenética, via programas Matrix® e Citogen®, utilizados no
Servico de Medicina Laboratorial da UFPML do HC-UFMG. O acesso a esses dados sera feita por
funcionarios dos setores, em dia e horario previamente agendados com os pesquisadores.

Periodo estimado para inicio: apos aprovagdo da DEPE
Duragao estimada da pesquisa: 02 (dois) anos

Consideracoes:

Quanto ao ponto de vista técnico, o presente projeto € perfeitamente exequivel, no que tange a
Unidade Funcional Patologia e Medicina Laboratorial. Do ponto de vista financeiro, ndo cabera
ressarcimento, haja vista que se trata de estudo retrospectivo, com busca de resultados ja liberados na
rotina assistencial do laboratorio.

Orientamos que 0 mesmo so inicie a a aprov DEPE ue o 0 resultados
dos ientes seja feita em dia e horario previamente agendados com os funcionarios dos

Diante do exposto, somos favoraveis a realizagao da referida pesquisa.

- i;mmm'-:
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Belo Horizonte, 11 de margo de 2014

Leonardo de Souza Vasconcellos
Prof. Adjunto — Departamento de Propedéutica Complementar - FM/UFMG
Coord. Nucleo de Ensino e Pesquisa ~ Unidade Funcional Patologia e Medicina Laboratorial - HC/UFMG
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UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA - COEP

Projeto: CAAE - 31579014.3.0000.5149

Interessado(a): Profa. Benigna Maria de Oliveira
Departamento de Pediatria
Faculdade de Medicina - UFMG

DECISAO

O Comité de Etica em Pesquisa da UFMG — COEP aprovou, no
dia 27 de agosto de 2014, o projeto de pesquisa intitulado "Analise
das alteracbes citogenéticas e sua associagdao com
caracteristicas clinicas e evolugdao das criangas e adolescentes
com leucemia mieloide aguda” bem como os documentos:

o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido;
o Termo de Assentimento Livre e Esclarecido.

O relatério final ou parcial devera ser encaminhado ao COEP um

ano apés o inicio do projeto.

f/ﬁ‘p Cq:r}gos VOeQ/MOS ore ﬁ;

Profa. Dra. Telmfa Campos Medeiros Lorentz
Coordenadora do COEP-UFMG
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MEMORANDO

Belo Horizonte, 24 de margo de 2015.

DE: GEP-HC/UFMG
PARA: Coordenagao Administrativa/Arquivo SAME

PESQUISA GEP

Projeto: 71/14 “ANALISE DAS ALTERAGOES CITOGENETICAS E SUA
ASSOCIACAO COM CARACTERISTICAS CLINICAS E EVOLUGAO DAS
CRIANCAS E ADOLESCENTES COM LEUCEMIA MIELOIDE AGUDA”

De ordem do Gerente de Ensino e Pesquisa do HC/UFMG, a pesquisa citada de
autoria da Prof.® Benigna Maria de Oliveira, estd aprovada nesta Diretoria,
ficando autorizada a colaboradora da pesquisa, Amanda de Lourdes Nuens, a
consultar prontudrios para coleta de dados, no SAME com agendamento prévio.

Atenciosamente,

Elzi /é%gv{fela

Secretaria — Diretoria HC/UFMG



Faculdade de Medicina da UFMG
Departamento de Pediatria
Parecer - N. 81/2013

Pesquisador: Benigna Maria de Oliveira e Amanda de Lourdes Nunes

Titulo do Projeto: Andlise das alteragdes citogenéticas e sua associagdo com caracleristicas

clinicas e evolugdo das criangas e adolescentes com leucemia mieloide aguda.

Mérito:

Essa investigagdo sobre a leucemia mieloide aguda, doenga rara em criangas, justificia-sc pely
falta de dados clinicos e de sobrevida em nosso meio, além de sua potencial contribuigio para
uma melhor fundamenta¢do dos aspectos diagnésticos e terapéuticos, considerando-sc sua
realizagdo em um dos principais centros de referéncia nacional com grande numcro de
atendimentos. Trata-se de estudo transversal — desfecho primario: sobrevida ulobal ¢
sobrevida livre de eventos — com coleta retrospectiva de dados clinicos em prontudrios
médicos e arquivo de laudos laboratoriais (Programas Matrix e Cytogen), utilizado no
Laboratério Central do HC-UFMG. Considerando-se o papel das alteragdes citogencticas na
definicdo prognéstica, este estudo objetiva investigar a associagdo dessas alteragdes coni as
caracteristicas clinicas e evolutivas da doenga. além da classificagdo dos seus sublipos ¢
andlise descritiva dos achados citogenéticos. A populagdio a ser investigada incluird criangas ¢
adolescentes — idade < 16 anos — com tamanho amostral de 70 individuos. () desenho
metodolégico estd em concordéncia com os objetivos e ha selegdo apropriada de variicis par
as anélises. O TCLE sera solicitado para inclusdo de pacientes ainda em acompanhamcnio no

Servigo e os modelos, adequados as faixas etarias. encontram-se anexados ao projeto.

Voto: Sou, SMJ, pela aprovagiio do projeto.

0EM REUN\AO DE

of Akraandre Rodrigues Fcﬂ "
Gubcnefe do Departamento de
Faculiede de
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APENDICE 1 (termos de consentimento livre e esclarecido)
TCLE 1

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO INFORMACOES DOS PESQUISADORES AOS
REPRESENTANTES LEGAIS

Titulo da pesquisa: Andlise das alteragGes citogenéticas e sua associagdo com caracteristicas clinicas e evolucdo das criangas

e adolescentes com leucemia mieloide aguda.

Seu filho ou o paciente pelo qual vocé é responsavel esta sendo convidado a participar dessa pesquisa porque ele tem o
diagndstico de leucemia mieloide aguda (LMA). As pesquisadoras responsaveis pelo estudo sdo a Professora Benigna Maria

de Oliveira e a biéloga Amanda de Lourdes Nunes.

Antes de vocé aceitar participar desta pesquisa é necessario que vocé compreenda as explicagOes a seguir. Esta declaragdo
esclarece o objetivo, procedimentos, beneficios, riscos, desconfortos e cuidados durante o estudo. Também estabelece o seu
direito de desistir de sua participacdo a qualquer momento.

A LMA é uma doenca rara em criangas e existem poucos estudos sobre as caracteristicas e evolugdo desta doenga realizados
com criangas e adolescentes brasileiros. O objetivo deste estudo é avaliar a associa¢do das alteragdes citogenéticas com as
caracteristicas clinicas e evolugdo das criangas e adolescentes com LMA atendidas no Servico de Hematologia do HC-
UFMG.

Alteracdes citogenéticas sdao modificacdes que ocorrem nas células doentes (blastos) e fazem com que sejam diferentes das
células normais. Existem varias alteragdes citogenéticas. Algumas contribuem para que o paciente responda melhor ao
tratamento e outras contribuem para que o paciente tenha doenga mais agressiva com pior resposta ao tratamento. As
pesquisadoras acreditam que conhecer melhor essas alteracbes em um grupo de criangas e adolescentes brasileiros podera

contribuir para um melhor planejamento do tratamento desses pacientes.

Caso concorde com a participagdo de seu filho na pesquisa vocé estara dando o seu consentimento para que 0s prontuarios
médicos do paciente e os arquivos do laboratorio do hospital sejam consultados pelas pesquisadoras para obtencdo de dados
clinicos (diagnoéstico, tipo de tratamento, resposta ao tratamento) e laboratoriais (resultados de exames de citogenética e

outros).

O tratamento e o acompanhamento do paciente ndo serdo alterados em fungdo da pesquisa. N&o serdo feitos exames de
laboratério em funcéo da pesquisa. Os exames de citogenética ja fazem parte da rotina de exames realizados no momento do
diagndstico dos pacientes com LMA.

Os dados coletados neste trabalho serdo confidenciais. O nome do paciente ndo aparecerd em nenhum momento. Apenas 0s
responsaveis pela pesquisa terdo acesso aos dados coletados.

O paciente continuara a ser atendido no Servico de Hematologia do Hospital das Clinicas da UFMG, sem prejuizo ao seu
cuidado, mesmo que ndo concorde com a sua inclusdo no estudo ou, ainda, que desista de participar em qualquer momento.

Vocé e seu filho ndo receberdo remuneracdo por participar do estudo.

Apesar de ndo haver nenhum beneficio imediato para o paciente, sua participagdo é muito importante. Esperamos que 0s

resultados dessa pesquisa ajudem a melhorar o tratamento e as chances de cura dos pacientes com LMA.

No6s responderemos a qualquer questéo relativa ao estudo, agora ou em qualquer momento que for necessario. Os telefones de

contato do Servigo de Hematologia para contato comas pesquisadoras sdo os seguintes: 34099397 e 34099207. Vocé também
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podera consultar o Comité de Etica em Pesquisa da UFMG (Avenida Antonio Carlos, 6627, Unidade Administrativa 11, 20
andar, sala 2005. Telefone 34094592).

CONSENTIMENTO POS-INFORMADO

Eu, abaixo assinado, declaro que ap6s ter sido convenientemente esclarecido

sobre a pesquisa “Analise das alteragdes citogenéticas e sua associagdo com caracteristicas clinicas e evolucéo das criangas e

adolescentes com leucemia mieloide aguda”, consinto em participar na qualidade de responsavel pelo paciente------------------

, até que eu decida em contrario.

Belo Horizonte, de de20

Assinatura do responsavel:

Assinatura do paciente (criancas de 7 a 12 anos):

Assinatura do pesquisador:
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TCLE 2
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

INFORMAGCOES DOS PESQUISADORES AQ PACIENTE com idade de 13 anos a 17 anos

Titulo da pesquisa: Analise das alteracGes citogenéticas e sua associagdo com caracteristicas clinicas e evolugdo das criangas

e adolescentes com leucemia mieloide aguda.

Vocé esta sendo convidado a participar dessa pesquisa porque tem o diagndstico de leucemia mieloide aguda (LMA). As

pesquisadoras responsaveis pelo estudo sdo a Professora Benigna Maria de Oliveira e a biéloga Amanda de Lourdes Nunes.

Antes de vocé aceitar participar desta pesquisa é necessario que vocé compreenda as explicagdes a seguir. Esta declaracéo
esclarece o objetivo, procedimentos, beneficios, riscos, desconfortos e cuidados durante o estudo. Também estabelece o seu
direito de desistir de sua participacédo a qualquer momento.

A LMA é uma doenca rara em criancas e existem poucos estudos sobre as caracteristicas e evolucdo desta doenca realizados
com criangas e adolescentes brasileiros. O objetivo deste estudo é avaliar a associagdo das alteracdes citogenéticas com as
caracteristicas clinicas e evolucdo das criancas e adolescentes com LMA atendidas no Servico de Hematologia do HC-
UFMG.

Alteracdes citogenéticas sdo modificagBes que ocorrem nas células doentes (blastos) e fazem com que sejam diferentes das
células normais. Existem vérias alterages citogenéticas. Algumas contribuem para que o paciente responda melhor ao
tratamento e outras contribuem para que o paciente tenha doenga mais agressiva com pior resposta ao tratamento. As
pesquisadoras acreditam que conhecer melhor essas alteragdes em um grupo de criangas e adolescentes brasileiros podera

contribuir para um melhor planejamento do tratamento desses pacientes.

Caso concorde com sua participacdo na pesquisa vocé estara dando o seu consentimento para que 0 seu prontuario médico e
os arquivos do laboratorio do hospital sejam consultados pelas pesquisadoras para obten¢do de dados clinicos (diagnéstico,

tipo de tratamento, resposta ao tratamento) e laboratoriais (resultados de exames de citogenética e outros).

O seu tratamento e 0 acompanhamento ndo serdo alterados em funcao da pesquisa. N&o serdo feitos exames de laboratdrio em
fungdo da pesquisa. Os dados coletados neste trabalho serdo confidenciais. O seu nome ndo aparecera em nenhum momento.

Apenas o0s responsaveis pela pesquisa terdo acesso aos dados coletados.

Vocé continuard a ser atendido no Servigo de Hematologia do Hospital das Clinicas da UFMG, sem prejuizo ao seu cuidado,
mesmo que ndo concorde com a sua inclusdo no estudo ou, ainda, que desista de participar em qualquer momento. Vocé nédo

recebera remuneragao por participar do estudo.

Apesar de ndo haver nenhum beneficio imediato para vocé, sua participacdo é muito importante. Esperamos que os resultados

dessa pesquisa ajudem a melhorar o tratamento e as chances de cura dos pacientes com LMA.

Nos responderemos a qualquer questdo relativa ao estudo, agora ou em qualquer momento que for necessario. Os telefones de
contato do Servico de Hematologia para contato comas pesquisadoras sdo o0s seguintes: 34099397 e 34099207. Vocé também
podera consultar o Comité de Etica em Pesquisa da UFMG (Avenida Antnio Carlos, 6627, Unidade Administrativa Il, 20
andar, sala 2005. Telefone 34094592).
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CONSENTIMENTO POS-INFORMADO

Eu, abaixo assinado, declaro que apds ter sido convenientemente esclarecido

sobre a pesquisa “Analise das alteragdes citogenéticas e sua associagdo com caracteristicas clinicas e evolugéo das criangas e

adolescentes com leucemia mieloide aguda”, consinto em participar na qualidade de paciente até que eu decida em contrario.

Belo Horizonte, de de 200__

Assinatura do paciente (idade 13 anos — 17 anos):

Assinatura do pesquisador:
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UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS

SAUDE DA CRIANGA E DO ADOLESCENTE

PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM CIENCIAS DA SAUDE U F m G
B

FOLHA DE APROVACAO

ANALISE DAS ALTERAGOES CITOGENETICAS E SUA ASSOCIAGAO COM
CARACTERISTICAS CLINICAS E EVOLUGCAO DAS CRIANGAS E
ADOLESCENTES COM LEUCEMIA MIELOIDE AGUDA

AMANDA DE LOURDES NUNES

Dissertagdio submetida a Banca Examinadora designada pelo Colegiado do Programa de
Pés-Graduagio em Ciéncias da Saude, Saude da Crianga e do Adolescente, como requisito
para obtengdo do grau de Mestre em Ciéncias da Saude, Saude da Criancga e do Adolescente,
area de concentragfo Ciéncias da Saude.

Aprovada em 30 de junho de 2016, pela banca constituida pelos membros:
7 >
(=2

e A I .
Prof? /égm a Maria de Oliveira - Orientadora
UFMG

Pro[?‘S g‘:;l,gGuerra Xavier

UFMG

Veze, &. 8. {octoguy

Prof* Karla Emilia de Sa Rodrigues
UFMG

Belo Horizonte, 30 de junho de 2016.



