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NOTA EXPLICATIVA

De acordo coma Resolugdo N°03/2010, que regulamenta o formato de teses e
dissertagbes do programa de Po6s-Graduacdo em Ciéncias da Salde — Area de
Concentracdo Saude da Crianca e do Adolescente, o formato de artigo é considerado
preferencial para apresentacdo das teses de doutorado. Diante disso, esta tese inclui, no
capitulo de revisdo da literatura, um artigo de revisao sobre as estratégias atuais para a
deteccdo de doenca residual minima na leucemia linfoide aguda infantil, publicado em
periodico cientifico; uma secdo especifica sobre a avaliagdo de DRM por PCR
convencional; e uma se¢do de atualizacéo da literatura com trabalhos publicados ap6s a

divulgacdo do referido artigo de revisao.
Logo, a tese foi elaborada de acordo com o seguinte roteiro:
1. Introducéo;
2. Revisdo da literatura, incluindo um artigo de revisao;
3. Objetivos;
4. Pacientes e Métodos;
5. Resultados;
6. Discussao;
7. Conclusoes;
8. Anexos/Apéndices.

*Observacdo: como o formato de tese inclui o artigo de revisdo, com referéncias
préprias, optou-se por apresentar as referéncias bibliogréaficas ap6s o final de cada

capitulo e ndo em sec¢do Unica.
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RESUMO

Introducdo: As estratégias atuais de tratamento da leucemia linfoide aguda (LLA) da infancia
resultam em remissdo de longo prazo em cerca de 90% das criangas acometidas, entretanto a
probabilidade de evolugdo para a cura € menor dentre 0s pacientes que apresentam recidiva da
doenca. So propostos sistemas de estratificagdo do risco de recidiva, através de fatores clinicos
e bioldgicos, visando a oferta de tratamento eficaz aos pacientes classificados nos grupos de alto
risco. A doenca residual minima (DRM) - persisténcia de células leucémicas residuais em
proporgdes submicroscopicas, verificada durante o tratamento - representa hoje o principal
indicador prognoéstico da LLA em criangas, podendo determinar a redefinicdo da quimioterapia
iniciada. Os métodos laboratoriais atualmente recomendados para a deteccdo de DRM sdo a
imunofenotipagem por citometria de fluxo (CF) e a analise de rearranjos clonais dos genes de Ig
e TCR por reacdo em cadeia da polimerase quantitativa em tempo real (RQ-PCR). Ambos
apresentam bom desempenho na deteccdo de células leucémicas residuais, entretanto sdo
onerosos, demandam pessoal qualificado para a sua realizacdo e sdo restritos a centros
especializados, especialmente a RQ-PCR. Objetivos: Comparar as analises de DRM por CF e
PCR convencional, em amostras colhidas ao final das fases de inducdo da remissédo (D35) e
consolidagcdo da remissdo (D78), e correlacionar os dados obtidos com as principais
caracteristicas clinicas dos pacientes com LLA. Metodologia: A populacdo de estudo foi
constituida por 42 pacientes com diagnostico recente de LLA (35 LLA B e 7 LLA T), admitidos
no Hospital das Clinicas da UFMG (HC/UFMG) no periodo entre setembro de 2013 e dezembro
de 2016, e tratados de acordo com o protocolo do Grupo Brasileiro de Tratamento das
Leucemias Agudas da Infancia (GBTLI LLA-2009). As amostras de medula 6ssea (MO) dos
pacientes incluidos no estudo foram avaliadas ao diagndstico por CF, para caracterizagdo
imunofenotipica dos blastos e, por PCR convencional, para detec¢do de rearranjos clonais dos
genes de Ig e TCR. A DRM foi avaliada por CF nas amostras de MO colhidas nos dias 15, 35 e
78 do tratamento e, por PCR convencional, nas amostras dos pontos D35 e D78. Resultados:
Foram realizadas 107 andlises de DRM por CF e 63 por PCR convencional. Considerando o
ponto de corte de 0,01% para definigdo de positividade, a DRM foi detectada por CF em 87,8%,
17,1% e 28% das amostras analisadas nos tempos D15, D35 e D78, respectivamente. Por PCR
convencional, a DRM foi detectada em 13,2% e 12% das amostras analisadas nos tempos D35 e
D78, respectivamente. Avaliacbes pareadas de DRM por CF e PCR convencional foram
realizadas em 61/68 (89,7%) amostras de MO colhidas nos pontos D35 e D78. A taxa de

concordancia geral entre as duas metodologias foi de 88,5%, sendo maior nas analises do D35



(91,9%; Kappa: 0,62), em comparacdo com as analises do D78 (83,3%; Kappa: 0,52). Os
resultados discordantes foram esclarecidos pela metodologia de RQ-PCR, que evidenciou quatro
resultados falso-positivos da CF, um falso-negativo da CF e dois falso-negativos da PCR
convencional. Em analise de associacdo envolvendo os fatores prognosticos, foi verificada
associacédo significativa entre linhagem celular acometida e DRM por PCR convencional, nos
dois pontos de avaliagdo (D35: p = 0,037; D78: p = 0,032), sendo maior a frequéncia de
deteccdo de DRM na LLA-T. O tempo de seguimento clinico dos pacientes variou de 6 a 46
meses (mediana: 27 meses). A probabilidade estimada de sobrevida global (SGLO) aos 3,8 anos
foi de 75,1% (x 9,9%) e a probabilidade estimada de sobrevida livre de eventos (SLE) foi de
50,5% (£ 21,4%). Foram observadas maiores SGLO e SLE no grupo de pacientes com LLA-B,
em comparacdo ao grupo de pacientes com LLA-T (p = 0,001 e p = 0,001, respectivamente),
assim como no grupo de pacientes com contagem de leucdcitos ao diagnostico inferior a 50.000
cel/pL, se comparado ao grupo com leucometria igual ou superior a 50.000 cel/pL (p = 0,0001 e
p = 0,00009, respectivamente). Conclusdo: As metodologias de CF e PCR convencional
apresentam resultados comparaveis na deteccdo de DRM na LLA infantil, em amostras colhidas
em fases de regeneracdo medular. Constituem métodos acessiveis a regifes com recursos
financeiros e tecnoldgicos restritos, podendo ser utilizadas de forma complementar, com o
intuito de propiciar a monitorizacdo do tratamento quimioterdpico a um maior nimero de
criancas com LLA. Maior tempo de seguimento e maior nimero de casos sdo necessarios para

gue sejam obtidos resultados consistentes nas analises de sobrevida.

Palavras chave: Leucemia linfoide aguda da infancia, Doenga Residual Minima (DRM),

citometria de fluxo, reacdo em cadeia da polimerase (PCR), rearranjos clonais de Ig e TCR.



ABSTRACT

Introduction: Current treatment strategies of childhood acute lymphoblastic leukemia (ALL)
result in a long-term remission rate of about 90%, however the chance of cure is less among
patients who relapse. Stratification schemes using clinical and biological factors have been
proposed to classify patients for the relapse risk, with the ultimate goal of offering high-risk
patients an effective treatment. The detection of minimal residual disease (MRD) — leukemic
residual cells in small proportions, verified during the treatment — currently represents the main
prognostic factor of ALL in children and can suggest a change in the previously started
chemotherapeutic treatment. The methods currently recommended to detect MRD are
multiparameter flow cytometry (FC) and quantitative real time polymerase chain reaction (RQ-
PCR) of the clonal rearrangements regions of T-cell receptor (TCR) and/or immunoglobulin (1g)
genes. Both methods show good performance in detecting leukemic residual cells, but they are
expensive, require qualified staff and are frequently restricted to reference centers, especially the
RQ-PCR. Thus, the aim of this study was to investigate whether FC and conventional PCR have
good concordance in the detection of MRD at the end of the remission induction phase (D35)
and at the end of the remission consolidation phase (D78) of childhood ALL treatment. We also
evaluated associations between the DRM results and clinical data of ALL patients. Methods:
Between September 2013 and December 2016, 42 children admitted to the Hospital das
ClinicasslUFMG with recent ALL diagnosis (35 with B-ALL and 7 with T-ALL) were
prospectively studied. The patients were treated according to the protocol of the Brazilian Group
for the Treatment of Childhood Acute Leukemia (GBTLI LLA-2009). The bone marrow (BM)
samples collected at diagnosis were evaluated by FC, for the immunophenotypic
characterization of leukemic cells, and by PCR, for the detection of clonal rearrangements of Ig
and TCR genes. The MRD was monitored by FC in the BM samples collected on days 15, 35
and 78 of the treatment and, by PCR, on days 35 and 78. Results: MRD measurements were
performed in 107 samples by FC and in 63 samples by conventional PCR. Using 0.01% as a
cutoff point, MRD was detected by FC in 87.8%, 17.1% and 28% of the samples taken at D15,
D35 and D78, respectively. Otherwise, by PCR, MRD was detected in 13.2% and 12% of the
samples analyzed at D35 and D78, respectively. MRD was evaluated by both assays in 61/68
(89.7%) samples collected at D35 and D78. The overall concordance between the two methods
was 88.5%, being greater at D35 (91.9%; Kappa: 0.62) in comparison with the D78 analysis
(83.3%; Kappa: 0.52). The discordant results were elucidated by the RQ-PCR. When prognostic

factors were analyzed, the affected cellular lineage was significantly associated with PCR in



both time points (D35: p = 0.037; D78: p = 0.032), being greater the MRD detection frequency
in T-ALL subjects. The clinical follow-up period varied from 6 to 46 months (median: 27
months). The overall survival rate (OS) at 3.8 years was 75.1% (£ 9.9%) and the event-free
survival rate (EFS) was 50.5% (z 21.4%). Higher OS and EFS were observed in B-ALL patients
than in T-ALL patients (p = 0,001 and p = 0,001, respectively) and also in patients with white
blood cell (WBC) less than 50.000 cells/uL when compared to those with WBC greater than or
equal to 50.000 cells/uL (p = 0.0001 and p = 0,00009, respectively). Conclusion: MRD
detection by FC and conventional PCR showed comparable results in childhood ALL, when
samples were collected at medullar regeneration phases. Both methods are accessible to regions
with restricted financial and technological resources and, when concurrently used, may be an
effective tool to monitor the chemotherapeutic treatment of children with ALL. Further studies
including additional time and a larger number of cases are needed to obtain a more consistent

survival analysis.

Keywords: Childhood acute lymphoblastic leukemia, Minimal Residual Disease (MRD), flow

cytometry, polymerase chain reaction (PCR), clonal rearrangements of Ig and TCR genes.
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1. Introdugéo e justificativa

A leucemia linfoide aguda (LLA) apresenta maior incidéncia na infancia, sendo que as
estratégias atuais de tratamento resultam em remissdo de longo prazo em até 90% das criancas
acometidas. As demais evoluem com recidiva da doenca, sendo menor a probabilidade de
evolugéo para a cura nesse grupo de pacientes (Conter et al., 2010; Hunger et al., 2012; Inaba et
al., 2013).

O diagnostico da LLA ¢ baseado na identificacdo e quantificacdo de linfoblastos por
microscopia em amostra de medula 6ssea (MO) e imunofenotipagem por citometria de fluxo
(CF), para definicdo da linhagem celular acometida e estagio de maturagdo celular, permitindo
adequada classificacdo da doenca. A abordagem propedéutica inclui ainda as analises
citogenética e molecular de amostra de MO, para detec¢cdo de anormalidades cromossémicas e
genéticas associadas, com implicacdes prognosticas e terapéuticas (Basso et al., 2001; Béné et
al., 2011; Peters et al., 2011; Inaba et al., 2013).

Fatores clinicos e biolégicos sdo associados ao progndstico desfavoravel em criangas
com LLA — pacientes menores de 1 ano ou com idade igual ou superior a 9 anos; contagem de
leucdcitos a apresentacdo igual ou superior a 50.000 cel/uL; acometimento do sistema nervoso
central (SNC) ao diagndstico; imunofendtipo de células T; e anormalidades genéticas
associadas, como hipodiploidia (< 44 cromossomos) e o0s genes de fusdo BCR-ABL1 e MLL-AF4
(Campana et al., 1999; Pui et al., 2006; GBTLI, 2009; Bowman et al., 2011; Inaba et al., 2013;
Teachey et al., 2013; Ceppi et al., 2015). Outras alteracdes genéticas tém sido consideradas na
avaliacdo prognéstica da LLA, como as delegdes do gene IKZF1, a superexpressdo do gene
CRLF2, a amplificagdo intracromossomica do cromossomo 21 (iAMP21), o perfil LLA
Philadelphia-like, dentre outros. Alguns destes marcadores tém sido avaliados ainda como
possiveis alvos terapéuticos, possibilitando o desenvolvimento futuro de tratamentos mais
especificos e eficazes (Ceppi et al., 2015).

Nas ultimas décadas, varios estudos avaliaram a presenca de células leucémicas
residuais, em diferentes momentos apds o inicio do tratamento, como fator preditor de evolugéo
desfavoravel. Inicialmente, a pesquisa destas células era feita por analise morfolégica de
amostra de MO, sendo considerado o ponto de corte de 5% de células blasticas para definigdo de
remissdo da doenca (Campana et al., 1995; Campana et al., 1999; Basso et al., 2001; Dworzak
et al., 2003). Atualmente, sdo preconizados metodos de analise mais sensiveis, que permitam a
deteccdo de ceélulas leucémicas em proporgdes inferiores aquelas alcancadas pela avaliagdo
morfolégica, sendo a presenca destas células denominada Doenca Residual Minima (DRM)
(Campana et al., 1995; Coustan-Smith et al., 2000; Campana, 2008; Inaba et al., 2013). O
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encontro de DRM é hoje considerado o principal indicador prognéstico da LLA em criancas,
mesmo em pacientes com caracteristicas de baixo-risco de recidiva a apresentacdo, conforme
demonstrado por varios estudos (Campana et al., 1999; Coustan-Smith et al., 2000, 2006;
Borowitz et al., 2008; Flohr et al., 2008; Conter et al., 2010; Schrappe et al., 2011). A DRM
refina a estratificacdo de risco determinada por caracteristicas tradicionais, podendo orientar a
redefini¢do do tratamento (Coustan-Smith et al., 2000; Conter et al., 2010; Stow et al., 2010). A
resposta precoce a quimioterapia, com rapida reducdo das células neoplasicas, especialmente no
final da fase de inducéo, é considerada importante fator indicador de boa evolucéo e de baixo
risco de recaida (Coustan-Smith et al., 2000; Dworzak et al., 2002; Borowitz et al., 2008; Béné
et al., 2009; Scrideli et al., 2009; van der Velden et al., 2009; Conter et al., 2010; Stow et al.,
2010; Bowman et al., 2011).

As metodologias atualmente disponiveis para a avaliagdo da DRM permitem a deteccéo
média de uma célula leucémica entre 10.000 a 100.000 células normais (sensibilidade analitica
de 10* a 10™), o que representa um aumento de sensibilidade superior a 100 vezes em relacdo &
pesquisa por microscopia Optica convencional (Campana et al., 1999; Dworzak et al., 2003;
Cazzaniga et al., 2005; Coustan-Smith et al., 2011). Os dois métodos mais frequentemente
utilizados para a detec¢do de DRM sdo: 1 - Imunofenotipagem por citometria de fluxo, visando
0 encontro de células com imunofen6tipos aberrantes especificos dos clones leucémicos; 2 -
Reacdo em cadeia da polimerase (PCR) das regides de rearranjo clonal dos genes dos receptores
de células T (TCR) e/ou das imunoglobulinas (Ig), visando o encontro de sequéncias especificas
dos clones leucémicos (Malec et al., 2004; Bruggemann et al., 2010; Campana, 2010; Schrappe,
2012; Gaipa et al., 2013; Inaba et al., 2013).

A avaliacdo da DRM por citometria de fluxo alcanca sensibilidade de 10° a 10 e
apresenta como vantagens a rapidez de execucdo, o que permite fornecer resultados logo ap6s o
inicio do tratamento, a ampla aplicabilidade e a grande disponibilidade (Basso et al., 2001;
Dworzak et al., 2002; Borowitz et al., 2008; Campana, 2008; Irving et al., 2009; Campana,
2012). Alem disso, tecnicas acuradas e sensiveis sao passiveis de execugdo e economicamente
viaveis, mesmo em regides com recursos financeiros restritos (Delbuono et al., 2008; Patkar et
al., 2012).

A deteccdo de rearranjos génicos de Ig e TCR por PCR quantitativa em tempo real
(RQ-PCR) € considerada o padrdo-ouro para avaliacdo da DRM na LLA (Mejstrikova et al.,
2010). Representa um avango em relacdo aos métodos convencionais de PCR, pois ndo exige
técnicas adicionais de deteccdo do produto amplificado, como separagdo eletroforética ou

hibridizacédo, e permite a quantificacdo precisa do produto de amplificacdo. Apresenta elevada
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sensibilidade analitica (10 a 10), alto nivel de padronizacdo do método e aplicabilidade &
maioria dos pacientes com a doenca (Malec et al., 2004; Cazzaniga et al., 2005; van der Velden
et al., 2007a; van der Velden et al., 2007b; Flohr et al., 2008; Bruggemann et al., 2010;
Campana, 2010; Stow et al., 2010; Campana, 2012). Entretanto, trata-se de uma metodologia de
custo elevado e alta complexidade, de execucgéo limitada aos centros de referéncia.

Diversos autores propdem o uso complementar das duas metodologias, quando possivel
e economicamente viavel, com o intuito de garantir o beneficio da estratificacdo por DRM a
maioria dos pacientes e prevenir resultados falso-negativos em funcdo de evolucdo clonal ou
alteracOes fenotipicas (Kerst et al., 2005; Ryan et al., 2008; Coustan-Smith et al., 2010; Gaipa et
al., 2012).

A andlise de DRM, pelas técnicas de citometria de fluxo e/ou PCR, tem sido
amplamente empregada em estudos de LLA na infancia. As publicacbes apresentam resultados
da avaliacdo da DRM utilizando técnicas com limites de sensibilidade analitica distintos,
amostras de acompanhamento colhidas em diferentes momentos e grupos de pacientes
submetidos a diferentes protocolos de tratamento (Coustan-Smith et al., 2000, 2002, 2006;
Dworzak et al., 2002; Cazzaniga et al., 2005; Borowitz et al., 2008; Basso et al., 2009; Scrideli
et al., 2009; van der Velden et al., 2009; Conter et al., 2010; Stow et al., 2010; Thorn et al.,
2011; Campana, 2012). Por outro lado, s&o unanimes em afirmar o valor do encontro de células
leucémicas residuais em pequenas proporc¢des na avaliacdo do risco de recaida da doenca e na
redefinicdo do esquema quimioterapico (Borowitz et al., 2008; Basso et al., 2009; Ratei et al.,
2009; Scrideli et al., 2009; Conter et al., 2010; Stow et al., 2010).

Tendo em vista a importancia da avaliagdo da DRM, este estudo objetivou comparar as
analises por citometria de fluxo e PCR convencional ao final das fases de inducdo (D35) e
consolidacdo da remissdo (D78 ou periodo correspondente), e correlacionar os dados obtidos
com as principais caracteristicas clinicas dos pacientes com LLA, tratados de acordo com o
protocolo do Grupo Brasileiro de Tratamento das Leucemias Agudas da Infancia (GBTLI LLA-
2009), no Hospital das Clinicas da UFMG (HC-UFMG). A proposta inicial do estudo incluia a
RQ-PCR como método comparativo da CF, entretanto sua execu¢do nédo foi possivel, devido a
restricdo de recursos financeiros. Sendo assim, a equipe envolvida no estudo, em conformidade
com sugestdes apresentadas no exame de qualificacdo, decidiu pela analise comparativa dos
resultados de DRM obtidos pelas técnicas de CF e PCR convencional, esta Gltima que apresenta
limite de sensibilidade analitica de 102 a 10 e fornece apenas resultados qualitativos.

O protocolo GBTLI LLA-2009 preconiza a avaliagdo de DRM por CF apenas no D15,

sendo que a deteccdo de celulas imaturas nesta fase, utilizando painel restrito de anticorpos,
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denota a presenca de células leucémicas residuais de forma precisa (Dworzak et al., 2002;
Coustan-Smith et al., 2006; Luria et al., 2010; Campana, 2012). Entretanto, a avaliagdo de DRM
nos dias 35 e 78 do tratamento, por CF, requer a utilizacdo de painel amplo de anticorpos, que
permita a diferenciacdo acurada entre células leucémicas residuais e células progenitoras
normais, presentes na medula éssea em recuperacdo apds quimioterapia (Coustan-Smith et al.,
2010). Assim, a validacdo de técnica de CF mais complexa é essencial para a deteccdo de DRM
nestes dois pontos, podendo permitir 0 seu uso como método alternativo ou complementar ao
método molecular, na monitorizacdo dos pacientes em tratamento para LLA.

Por fim, cabe salientar que, apesar da extensa literatura ja disponivel, torna-se
necessario gerar e avaliar dados sobre DRM como fator prognostico na LLA, separadamente
para cada regime terapéutico, considerando as diferencas na intensidade dos protocolos de
tratamento, momentos propicios para avaliacdo e diferencas metodoldgicas dos ensaios de
deteccdo utilizados (Dworzak et al., 2002; Cazzaniga et al., 2005; Thorn et al., 2011; Campana,
2012).
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Abstract. Acute lymphoblastic leukemia (ALL) is the most common cancer in children. Current
treatment strategies for childhood ALL result in long-term remission for approximately 90%o of
patients. However, the therapeutic response is worse among those who relapse. Several risk
stratification approaches based on clinical and biological aspects have been proposed to intensify
treatment in patients with high risk of relapse and reduce toxicity on those with a greater
probability of cure.

The detection of residual leukemic cells (minimal residual disease, MRD) is the most important
prognostic factor to identify high-risk patients, allowing redefinition of chemotherapy. In the last
decades, several standardized research protocols evaluated MRD using immunophenotyping by
flow cytometry and/or real-time quantitative polymerase chain reaction at different time points
during treatment. Both methods are highly sensitive (10“3 a 10"‘), but expensive, complex, and,
because of that, require qualified staff and frequently are restricted to reference centers.

The aim of this article was to review technical aspects of immunophenotyping by flow cytometry
and real-time quantitative polymerase chain reaction to evaluate MRD in ALL.
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Introduction. The incidence of acute lymphoblastic
leukemia (ALL) is higher in childhood and
adolescence, and current treatment strategies result in
long-term remission in up to 90% of children affected.
However, therapeutic responses are worse in relapsed
patients, indicating the value of identifying cases at
high risk of relapse in order to intensify treatment and
increase the survival."*?

Diagnosis of ALL is based on the identification and
quantification of lymphoblasts by the microscopic
evaluation of a bone marrow (BM) sample and
immunophenotypic assessment by flow cytometry,
used to define the affected cell lineage and cell
maturation stage and accurately classify the disease. A
diagnostic approach also includes cytogenetic and

molecular analyzes of a BM sample to detect
chromosomal and genetic abnormalities that have
prognostic and therapeutic implications.”**

There are clinical and biological factors associated
with poor prognosis in children with ALL*™" In the
last few decades, several studies have evaluated the
presence of residual leukemic cells at different times
after the start of the treatment as a predictive factor for
the adverse evolution of the disease. Inmitially, those
cells were detected by morphological analysis of a BM
sample, with a cutoff of 5% blast cells defining disease
remission.*™1? Currently, analytical methods with
better sensitivity are recommended that allow the
detection of leukemic cells in lower proportions than
those achieved by morphological evaluation, termed
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minimal  residual  disease (MRD).*'"™  The
occurrence of MRD is now considered the main
prognostic indicator of ALL in children, even in
patients with features that suggest a low risk of relapse,
as demonstrated by many studies.”™*"*'* MRD refines
the risk stratification based on traditional features and
may be used to redirect treatment."™' An early
response to chemotherapy, with rapid reduction of
neoplastic cells, especially at the end of the induction
phase, is considered an important indicator of a
favorable evolution and low risk of relapse.'* #1613

Treatment protocols for childhood ALL recommend
MRD monitoring at multiple time points to evaluate
the effectiveness of the various stages of chemotherapy
in the elimination of leukemic cells. The evaluations
carried out in the first 3 months of treatment are
considered the most informative for relapse risk
stratification. The absence of MRD at the end of
induction therapy is considered the main favorable
outcome predictor'**** and, an even earlier MRD
evaluation — within 2 to 3 weeks of the mitiation of
remission induction chemotherapy, has shown
additional benefit in risk stratification.”**

In a study by Conter et al. (2010), 3184 patients
with B-ALL, participants of ATEOP - BFM ALL 2000
multicenter study, were stratified by MRD measured
on days 33 and 78 of treatment, using RQ-PCR.
Patients defined as standard risk (42%) showed a 5-
year event-free survival (EFS) estimated at 92.3 %,
while intermediate (52%) and high-risk patients (6%)
showed a S-year EFS of 77.6 % and 50.1 %.
respectively.! Basso et al. (2009) published MRD
analysis results by flow cytometry on day 15 (D15) of
treatment of 830 patients who underwent the same
therapeutic protocol and have identified three risk
groups - standard (42%), intermediate (47%) and high
(11%). which showed inereasing relapse incidences in
five years - 7.5%, 17.5% and 47.2%. In multivariate
analysis, they concluded that the assessment of MRD
on D15 of treatment was the main predictor of early
relapse and might complement MRD stratification in
later time points.”* Due to the slow clearance of
leukenme cells in T-ALL, Schrappe et al. (2011), when
evaluating MRD by RQ-PCR in 464 children with T-
lineage ATL, concluded that MRD positivity m D78 is
the most uug)-orta.nt relapse risk predictor in this group
of patients.”” Researchers of the Children's Oncology
Group (COG), analyzing data from 2143 children with
B-ALL, concluded not only that MRD quantified on
D29 of treatment is the most important prognostic
factor for patient outcome, considering all risk groups,
but also, that MRD measured in peripheral blood on
D8 by flow cytometry provides additional
information.'® Data from a study involving 99 children
under 1 year indicated that the assessment of MRD
(RQ-PCR for the detection of Ig/TCR genes and MLL
rearrangements) allows risk stratification also in this
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subgroup of patients with clinical and prognostic

features distinet, and can be wused to redefine
treatment.
The accurate risk stratification wusing MRD

evaluation requires methodologies that achieve high
analytical sensitivity (10% - 107). enabling the
detection of small proportions of residual leukemic
cells. Less sensitive techniques (107 - 10™) allow MRD
detection at clinically significant levels, associated with
high risk of relapse, but do not detect patients with
lower levels of MRD, which also hawe a high risk
compared to MRD-negative patients

Due to the proven association between detectable
MRD and higher relapse risk, wvarious protocols
indicate the need to intensify treatment for children
with detectable MRD and to reduce the intensity of
chemotherapy in those who have a rapid response to
treatment, with the objective of reducing
toxicity, 51415242629

Additionally, assessing MRD offers prognostic
information in patients with ALL relapse who have
entered a second remission, and allows prediction of
disease evolution in patients after hematopoietic stem
cell transplant (HSCT)."****" A review on this subject,
published by Campana et al. (2013), after analyzing the
results of several studies evalvating the MRD
prognostic role in the pre- and post-HSCT periods,
concluded that the risk of disease recurrence after
transplantation is significantly higher among patients
with detectable MRD prior to the procedure, as well as
MRD detection in the post-HSCT points to an
unfavorable outcome, associated with higher relapse
rates.”’ MRD detection in the pre-HSCT can also help
defining strategies to improve patient outcomes, such
as: establishment of the appropriate time for the
procedure, choice of chemotherapy regimen, and/or use
of new drug treatments that show high effectiveness in
the clearance of the residual tumor cells in patients
resistant to conventional chemotherapy.” As an
example, it should be noted the use of Blinatumomab,
which represents a new class of anti-CD19 antibody-
drug, that redirects T lymphocytes for selective lysis of
tumor cells. A study evaluating the utilization of this
drug in patients with chemotherapy-refractory ALL
and an HSCT indication demonstrated its ability to
eradicate resistant tumor cells in pre-transplant, and its
association with higher survival rates and lower
incidence of post-transplant recurrence of the disease.”

The prognostic value of MRD monitoring was also
demonstrated in the therapeutic approach of ALL in
adults, helping in the recognition of high-risk patients
who have an indication for HSCT. On the other hand,
those classified as true low risk, with undetectable
MRD during chemotherapy induction/consolidation,
may be spared from HSCT and its associated risks.”**
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Detection Methods of MRD. The methodologies,
currently available for assessing MRD, allow an
average detection of one leukemic cell among 10* to
10° normal cells, which represents a 100-fold increase
in sensitivity compared to conventional optical
microscopy.” ¢  Available methods include: 1)
immunophenotyping of neoplastic cells by flow
cytometry, which is aimed at finding cells with
aberrant immumnophenotypes of leukemic clones; 2)
polymerase chain reaction (PCR) of the clonal
rearrangement regions of T-cell receptor (TCR) and/or
immunoglobulin (Ig) genes; and 3) detection of
chimeric  transcripts (mRNA) resulting from
chromosomal translocations by reverse transcription
PCR (RT-PCR).**™!

Chimeric transcripts arising from chromosomal
translocations represent specific markers of leukemic
clones, although only a small proportion of patients
present such alterations, limiting the value of this
approach.****** As an example, BCR-ABL fusion
transeripts can be highlighted. These transcripts are
present in approximately 5% of ALL in children and
are considered highly relevant, due to the association of
this finding with more aggressive disease, that may
result in early relapse after a period of remission.'*

In this review, the two most frequently used MRD
detection methods will be covered in more detail:
immunophenotyping by flow cytometry and analysis of
clonal rearrangements of TCR and Ig by quantitative
real-time PCR (RQ-PCR)."****!** Table 1 summarizes
the main characteristics of the two methodologies,
which will be addressed in the text.

The search for scientific articles was conducted in
PubMed and SeiELO databases, using the following
keywords:  minimal  residual  disease, acute
lymphoblastic leukemia, flow cytometry, PCR, and
gene rearrangements of Ig/TCR. Original and review
articles published between 2005 and 2015 were
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initially selected and, later, relevant references cited in
these items were added.

MRD Evaluation by Flow Cytometry. The use of
flow cytometry as an MRD analysis methodology
emerged in the late 1980s,** and its use has been
increasing since then, because of fiuther technological
and methodological advances.

Immunophenotypic characterization of leukemic
cells at diagnosis provides relevant information for
treatment monitoring by enabling the detection of
residual leukemic cells while allowing classification of
the disease according to the affected cell lineage and
cell maturation stage.” For this purpose, it is necessary
to build informative panels of monoclonal antibodies
that allow an evaluation of aberrant patterns of antigen
expression, including coexpression of antigens
normally expressed by cells in a different maturation
stage (asynchronous antigen expression); cross or
aberrant expression of antigens from other cell lineages
(myclmd. B-lymphmd or T-lymphmd) and/or changes
in the usual intensity of a.ntlgen expression, including
overexpression, low expression, or even loss of
expression.*****#¢ It is noteworthy that the anomalous
antigen expression of blast cells reflects a genetic
abnormality in the leukemic clone.’

MRD evaluation by flow cytometry achieves a
sensitivity of 107 to 107, which is lower than the
sensitivity achieved by RQ-PCR. Tt has the advantages
of rapid turnaround time of results, which is especially
important at the beginning of treatment; and broad
applicability, since most ALL present identifiable
leukemia-associated imnmnophenotypes (LAIP) at
diagnosis *1*1%2%*34247 The main limitation of the
method is associated with the phenotypic similarities
between leukemic lymphoblasts and nonmalignant B-
lymphocyte precursors, at the stages of bone marrow
regeneration during and after chemotherapy, when

Table 1. Characteristics of the two most frequently used MRD detection methods’

Detection of aberrant immunophenotypes by

Flow Cvtometry

Analysis of clonal rearrangements of Ig and
TCR genes by RQ-PCR

Analytical sensitivity 10°-107 107-107
Applicability > 00% of patients > 00% of patients
Advantages - Rapid turnaround time of results - Standardized methods
- Allows early MRD analyses - High sensitivity
- Ability to distinguish between viable and
apoptotic cells
- Relatively less expensive
Disadvantages - False positive results due to phenotypic - High cost
similarities between leukemic lymphoblasts - Technical complexity

and regenerating B-lymphocyte precursors
- False negative results due to phenotypic
changes in residual leukemic cells throughout

treatment
- Limited standardization

- Difficulty in providing fast results

- Difficulty to rapidly design clone-specific
primers for early MED analyses

- False negative results due to oligoclonality or
clonal evolution

- Inability to distinguish between viable and
apoptotic cells

Ig. immunoglobulin; TCR, T-ce]] receptor; RQ PCR. real time qua.umalme E?l}'merase chain reaction; MRD. minimal residual disease.

Based on van Dongen et al..* Scrideli et al *" Campana et al. >

! Schrappe.
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false-positive results are more common. It is worth
highlighting the possibility of phenotypic changes in
residual leukemic cells throughout treatment. compared
to the antigen expression pattern at diagnosis.”****%4
The use of new cell markers and antibody panels with
combinations of four or more fluorochromes is
associated with improvement in sensitivity and
specificity of the method.'®******** Moreover, accurate
and sensitive techniques are technically and
bconomicz}lgl}; feasible in places with limited financial
resources.

MRD can be detected by flow cytometry in the
early stages of remission induction chemotherapy,
about two weeks after the beginning of the treatment,
using a restricted panel of antibodies, since the
detection of immature cells at this stage indicates the
presence of residual leukemic cells, %!

However, distinguishing between residual leukemic
cells and nonmalignant B-lymphocyte precursors in
samples collected in phases of chemotherapy
associated with bone marrow recovery (the end of the
induction phase of remission and the consolidation
phase of treatment) is a challenge with this method.
Prior knowledge of the standard antigen expression of
lymphoid precursors in different stages of maturation
and meticulous ijmmmophcnoty]zin of the leukemic
clone at diagnosis is essential*'**** Thus, MRD
evaluation by flow cytometry at the time mentioned
above points requires the use of a large antibody panel
that will allow for an adequate characterization of the
leukemic clone.”

Although there is no consensus on the panel that
should be used for this purpose, different authors
recommend working with strategic combinations of
monoclonal antibodies conjugated with four or more
distinct fluorochromes, using a relatively fixed
backbone in different tubes. This strategy involves
selecting three or more monoclonal antibodies that are
consistently present in all of the combinations used and
that define lymphoid precursor cells. One or more
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additional antibodies are added to each tube, in order to
detect aberrant antigen _exbprcssion of the leukemic
clone #13:212425.29.36,4748.50.545

The core set of antibodies used to compound the
backbone in the different combinations useful for MRD
detection in B-lineage ALL (B-ALL) usually include
CD45, CD34, CD19, and CDI10 - antigen initially
named CALLA (common ALL antigen), expressed
with hiz%h uency in  childhood  B-
ALL>PAA84L03 The additional antibodies should
be chosen based on the immunophenotype of each case
at diagnosis. Several studies have reported the
applicability of different markers, among which are the
following: CD123,1%°%7 (CD5g 124630580 cpyzg 06!
CD66c, 5% CD304.%% CD49f* CD81,¥ and
CD11b,*" as well as aberrant T-lymphoid or myeloid
cell markers such as CD2, CD7, CD13, CDI15, and
CD33." Table 2 describes the antigen expression of
the above-described markers that may be observed in
leukemic cells and highlights the markers to be
included in the backbone of the different combinations
of monoclonal antibodies in an MRD detection panel in
B-ATL, following the mentioned strategy.

Modulated antigen expression in the early stages of
chemotherapy has been reported, including transient
changes in the intensity of expression of CD10 and
CD34 markers.** To account for this issue, Irving et
al. recommend avoiding the use of predefined gates
and  considering, at least, two  aberrant
immunophenotypes per patient.”’

To precisely differentiate between nonmalignant B-
lymphoid precursors, called hematogones, and residual
leukemic precursor cells, it is important to consider the
immunophenotype of normal B-cell precursors mn their
three  different stages of maturation: early,
intermediate, and late. Early B-cell precursors express
the CD34 and TdT immaturity markers in combination
with CD19, CD38, CD10 (bright), CD22 (weak), and
CD45 (intermediate). With maturation, these cells lose
their expression of CD34 and show a progressive

Table 2. Examples of markers used in MRD detection by flow cytometry in B-ALL. with a description of the antigen expression expected
pattern and/or possible anomalous antigen expression of blast cells, in relafion to the usual antigen expression of normal B-cell precursors.

Marker Antigen expression noted in blast cells
CD45* Reduced expression or evenmually absent
CD34* Frequently present (immaturity cell marker)
CcD10* Frequently present and overexpressed in childhood B-ALL
CD19* Maintained expression (cell lineage marker)
CDI11b Aberrant expression

CD38 Reduced expression

CD4of Increased expression (overexpression)
CD38 Increased expression (overexpression)
CD66c** Aberrant expression

CDs1 Reduced expression

CD123 Increased expression (overexpression)
CD304 Aberrant expression

MRD. Mimnimal Residual Disease; B-ALL. B-acute lymphoblastic leukemia.
* Backbone markers to be included in different combinations of monoclonal antibodies in an MRD detection panel in B-ALL.

**The most frequently aberrant myeloid antigen observed.
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reduction in their expression of CD10, whereas they
gain CD20, CD22, and CD45 expression. Surface
immunoglobulin acquisition coinecides with the gain of
CD20 expression. Mature B-lymphocytes show bright
expression of CD22 and CD45, reduced or no
expression of CD38, and no expression of CD10. On
the other hand, leukemic lymphoblasts are
characterized by the overexpression of CDI10 and
reduced or no expression of CD45, in addition to the
asynchronous expression of early and late antigens. and
aberrant expression of other markers,*!>7*"*

The  immunophenotype of malignant T-
lymphoblasts for the most differs significantly from
that of normal marrow and blood T-cells, allowing
casier detection of MRD. The identification of
mmmature T-cells in the peripheral blood (PB) or BM of
T-cell ALL (T-ALL) patients indicates MRD, as only
cells confined to the thymus (thymocytes) should show
these characteristics.”*® Table 3 presents commonly
used markers in the MRD analysis of T-ALL samples,
meluding CD3cy (eytoplasm), CD3s (swrface), CD7,
CD34, TdT, and CD99, with a description of the
antigen expression changes that are
observed.” #4650 The panel could also include
other markers of T-lineage cells, such as CD1a, CD2,
CD4, CDS5, and CD8, and/or aberrant B-lymphoid and
myeloid markers, such as CD19, CDI13, and CD33,
depending on the phenotype determined at
diagnosis 5+
In order to allow appropriate determination of residual
leukemie clones, the characterization of a cluster of at
least 10 events within a given sample is recommended.
Thus, to achieve a sensitivity of 1 x 10-%
corresponding to the detection limit of 0.01%, analysis
of a minimum of 1070 leukocytes is
necessary.” 1% The proportion of blast cells
should be determined among the total viable nucleated
cells, marked with the nuclear dye SYTO, thus
eliminating the inclusion of anucleated events like
erythrocytes, platelets, and debris, #1755

The evaluation of MRD should preferably be
performed with BM samples. MRD levels show a good

Table 3. Commonly used markers in the MRD analysis by flow
cytometry in T-ALL. with a description of the aberrant antigen
expression possibly noted.

Marker Antigen expression noted in blast cells
D3 Maintained expression (cell lineage marker)
cytoplasm i
CD3 .
Reduced expression or absence
surface
CD7 Maintained expression (cell lineage marker)
CD34 Frequently present (immaturity cell marker)
TdT Muclear expression frequently present
CDgo9 Overexpression in thymic immature T-cells and T-

lymphoblasts; weak expression or absence in
circulating T-lymphocyte

TdT, terminal deoxyribonucleotidyl transferase
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correlation in PB and BM in T-ALL; however, the
correlation is weak in B-ALL, with lower levels of
MRD in PB.*"

The preparation of PB or BM samples for analysis
might include mononuclear cells isolation by
cenfrifugation  gradient using  Ficoll-Hypaque
solution.”***~%* However, the processing of whole
blood samples or whole BM has been the procedure of
choice in several studies as it presents the following
advantages: it prevents the selection or arbitrary loss of
specific cell populations; 1t enables the reliable
enumeration of cell populations present in the sample;
it minimizes the chances of modification of antigen
expression; and it reduces the processing time of the
samples.*"*" A study by Luria et al.,”' comparing
these two ways of sample processing, revealed high
correlation coefficients in samples collected on days 15
(0.875) and 33 (0.82) of treatment. Gaipa et al."!
obtained a similar result in an analysis of 266 samples
collected on days 15, 33, and 78 of treatment, with
91% concordant results between the mononuclear cell
and total nucleated cell preparations, using a cutoff
value of 0.01%. Higher sensitivity was observed in the
analysis of mononuelear cells, which was attributed to
the greater number of cells acquired.” Irving et al.
found a concordance rate of 86% between molecular
methods and flow cytometry in MRD detection in BM
samples processed in different ways, including
mononuclear cell preparations for molecular methods
and red blood cells lysis in whole BM samples for
immunophenotyping by flow cytometry.*’

A study conducted by Dworzak et al., which was
aimed for interlaboratory standardization of flow
cytometry assays for MRD detection at multiple time
points in treatment, showed a high concordance of
results obtained in an analysis of 202 samples from
four participating centers, with concordant results in
76% (four centers) and 96% (three centers) of the
samples.” In order to understand the discordant results,
technical difficulties inherent to the analysis of samples
with normal lymphoid regeneration, low MRD levels
(levels close to the detection limit) and technical flaws
(contamination of tubes and compensation failures, for
example) were considered. Additionally, Luria et al., in
a comparative analysis of the results of two different
laboratories, highlighted the importance of the
standardization of data analysis procedures, revealing
that half of the discrepancies between results could be
explained by variations in data interpretation.”’

Analysis of Clonal Rearrangements of the Ig and
TCR Genes by RQ-PCR. Antigen receptor genes (Ig
and TCR) include wvarious discontinuous segments
(regions V, wvariable; D, diversity; and J, junction),
which undergo variable rearrangements during early
stages of B and T-lymphoid cell differentiation. Ig and
TCR diversity 1s generated by a random joining of a
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V(D)J exon. During this process, the deletion and/or
random insertion of nucleotides at segment’s junctions
can also occur by forming the so-called N regions.
Thus, the regions resulting from Ig and TCR gene
rearrangements represent sequences that are unique to
cach lymphocyte.'**"*™ In leukemia, Ig and TCR
rearrangements can oceur in either B or T-cells.
Therefore, rearrangements of the immunoglobulin
heavy chain gene (IgH), light chain kappa (IgK), TCR
delta (TCRD), TCR gamma (TCRG), TCR beta
(TCRB) and light chain lambda (IgL) may be detected
at different Eretﬁlmcms in ALL of B and T-cell
lineages, 1153537416268 72.79

An analysis of clonal rearrangements of Ig and TCR
genes by PCR, at diagnosis, aims at finding specific
sequences of leukemic clones, usually present in ATL
of T and precursor B-cells, which can be used as a
target in MRD evaluation.'"™ The sensitivity of PCR
assays can vary, depending on the identified gene
rearrangement regions, on the use of specific pnmeis
for individual V, D, and J regions or consensus primers
for conserved regions, on the total amount of DNA
analyzed, on the background identified in normal
].ymplllloTidsﬂcells, and on the methodological approach
used. ™

Conventional PCR methods, developed in the
1990s, require post-PCR  detection techniques
(electrophoresis or dot blotting and hybridization) to
identify the final products of the amplification
reaction.”®” As an example, the amphﬁed clonal
rearrangements using consensus primers can be
identified based on the size and signal intensity after
electrophoretic separation and subsequent heteroduplex
analysis, to distinguish PCR produects derived from
monoclonal and polyclonal lymphoid cells. In follow-
up samples, the electrophoretic profiles obtained are
compared with those found at diagnosis. This
conventional technique shows a maximum sensitivity
of 0.1%. However, from a methodological point of
view, it is considered relatively simple, fast and low-
cost. Although it does not identify residual leukemic
cells in proportions lower than 107, it allows the
identification of patients with greater residual tumor
burdens and those at high risk of relapse, and can be
considered a cost-effective methodology for MRD
monitori.ug in countries with limited financial
resources.”° A qualitative MRD result (presence or
absence) provides limited information and does not
allow for an evaluation of tumor kinetics, making it
mmpossible to correlate the final amount of PCR
product and the initial amount of target molecules.™

The RQ-PCR technique represents a significant
advance, as it allows the accurate quantification of a
PCR produet during the early exponential phase of the
amplification reaction, eliminating the variability of the
late exponential ghase and the need for post-PCR
manipulation.”**"* RQ-PCR methods require the
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design of primers specific for each patient and,
therefore, the additional step of sequencing the clonal
rearrangement identified at diagnosis, and detection of
the signal in follow-up samples is considered specific
for the malignant clone." The detection of Ig and TCR
gene rearrangements by RQ-PCR is currently
considered the gold standard for MRD assessment in
ALL* Tt has the advantages of high analytical
sensitivity (107 to 10") use of standardized methods,
and aIilPhcabﬂL most patients with the
disease, 177804 ?“D Disadvantages include the
high cost; the difficulty in providing fast results, due to
the time required to design clone-specific primers; and
the possibility of false-negative results due to
oligoclonaht;,' or new gene rearrangements during
disease."*""**** Tt is noteworthy that the use of this
technique may be restricted to specialized laboratories,
due the complexity of the analyses. >

In the context of the analysis of Ig and TCR gene
rearrangements by PCR methods, it is important to
highlight the relevance of the BIOMED-2 Concerted
Action — a European collaborative study, conducted by
van Dongen et al., that has developed and standardized
PCR primer sets for the detection of the gene
rearrangements. Since the completion of the study, all
primers and multiplex tubes are available on a
commercial basis.”

In addition to Ig and TCR gene rearrangements,
genomic breakpoints that are secondary to specific
translocations, such as rearrangements of the MLL
gene or SIL-TAL fusion genes, represent alternative
DNA ta.tdg although they are less frequently

7
SECIL 17,233

Summary of the Technical Recommendations for
RQ-PCR. Although BM samples are recommended for
the analysis of Ig and TCR clonal rearrangements bZ
RQ-PCR. PB yiclds comparable results in T-ALL.**!
The tests should be performed on mononuclear cells
separated by centrifugation gradient, using Ficoll-
Hypaque solution, which increases the sensitivity and
reproducibility of the method.**"

For RQ-PCR analyses, standard Eloccdu.rcs are
described in the 1itm'atl1re.17=}3=35'”'}” 72.73.75.76,80 and
recommendations for each step are as follows: 1) DNA
amplification by conventional PCR using consensus
primers for the search of Ig and/or TCR gene
rearrangements; 2) Detection of the PCR product by
polyacrylamide gel electrophoresis; 3) Heteroduplex
analysis (or gene scanning) for the differentiation of
PCR products derived from monoclonal and polyclonal
tymphoid cells,” followed by excision and elution of
the band from the polyacrylamide gel if a homoduplex
within the expected size range is confirmed; 4)
Sequencing of the junction regions of the
rearrangements; 5) Comparison to known sequences
obtained from available electronic databases for the
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identification of the V, D, J segments involved, and the
identification of the N region; 6) Design of clone-
specific primers for the junctional regions; 7)
Execution of RQ-PCR using specific primers for each
patient and standard curves generated from serial
dilutions (10" to 107) of the sample collected at the
mnitial diagnosis in a DNA pool of mononuclear cells
obtained from 5 to 10 healthy donors, tested in
replicates; 8) Detection of the reaction products by
nonspecific systems (dyes, e.g., SYBR Green I) or
specific systems (hydrolysis probes or hybridization
probes conjugated to fluorochromes): 9) Analysis of
the fluorescent signal obtained, based on the
fluoreseence intensity of the background, often
determined during the first three to 15 PCR cycles —
parameter used to calculate the cycle threshold (Cy) of
each sample (the PCR cycle at which the fluorescence
exceeds the cutoff for the first time): and 10)
Correction for the amount and quality of DNA by the
amplification of control genes in parallel with the test
sample.

Highly sensitive RQ-PCR assays require accurate
identification of the sequences of the junctional regions
of Ig and TCR clonal rearrangements in each case,
which allows the design of specific oligonucleotides.™
The specificity of the reaction is assessed by parallel
amplification of a DNA pool control sample obtained
from healthy donors. The sensitivity is defined based
on dilution assays that can be performed with the
diagnostic sample or reference materials. The limit of
detection is determined by the last dilution able to
generate a positive signal in the absence of a signal of
the polyclonal DNA control sample, and that can detect
each junctional region identified as a target within the
reproducibility range or quantitative range of the
test.**">*0 In an evaluation of the reproducibility, the
variation in the Cr values of the replicates should be
less than 1.5 if the average Cr value of the replicates is
less than 36. It may be higher if the average Cy value of
the replicates is greater. In the case of nonspecific
amplification, the difference in C; wvalues between
specific and nonspecific amplifications must be at least
one cycle, although preferably greater than or equal to
three, to minimize false positive results.”””™* The
standard curve, obtained from at least three dilutions,
must present an acceptable slope (between —3.1 and
—3.9) and correlation coefficient (=0.98), according to
van der Velden et al.*’ The quantitative range and the
analytical sensitivity of the test must be determined for
the RQ-PCR reaction of the diagnostic sample to
establish the parameters for follow-up samples from
the same patient. If follow-up samples present MRD
results out of the quantitative range of the test, the data
should be considered non-reproducible and, therefore,
unable to generate accurate quantitative results.*” To
interpret the results adequately, the laboratory report
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should specify the quantitative range and the analytical
sensitivity of the test.”

False positive results from PCR reactions may be
due to the presence of contaminating DNA or non-
specific hybridization to amplified DNA from normal
lymphocytes. False negative results may depend on
oligoclonality or clonal evolution during the disease.
leading to the loss of targets identified at diagnosis.'™
Therefore, the use of at least two Ig/TCR targets per
patient is recommended for greater accuracy of MRD
tests, 173337387280

Due to the technical complexity, RQ-PCR assays
for MRD detection in ALL should be performed by
reference molecular hematology laboratories that
regularly participate in external quality control
programs and preferably carry out the analysis for a
significant number of new cases per year (minimum of
50 cases).” ¥

Comparative Studies Between Molecular
Techniques and Flow Cytometry. MRD detection by
flow eytometry and/or PCR techniques has been widely
used in studies of childhood ALL. Publications report
MRD evaluations using techniques with different
analytical sensitivities, follow-up samples collected at
various times, and groups of patients submitted to
different treatment protocols. M1#13161920.22: 243542548 o)
the other hand, all of these studies confirm the value of
detecting small numbers of residual leukemic cells to
assess the risk of discase relapse and determine the
chemotherapy regimen.

Comparative studies have shown that MRD
analyses by flow cytometry and RQ-PCR
methodologies estimate similar levels of residual
leukemic cells in most samples obtained from children
with ATI. when present in amounts greater than
0.01%. 4195349828 with  the current techniques,
samples with residual leukemic cells detected by RQ-
PCR at levels below 0.01% are often negative by flow
cytometry.”* Thus, concordance between the results
obtained by the two methods ma end on the cutoff
used and on the evaluation time.”~"* Gaipa et al., in a
simultaneous analysis of 3,565 BM samples by both
methods, at day 15, day 33, and day 78, found a
general concordance rate of 80% using a cutoff value
of 0.01%.” However, in an cvaluation of the times of
sample collection, concordance between the results
obtained at day 33 was lower (70%) than at days 15
and 78 (86% and 87%, respectively). The discordant
results were most often negative by flow cytometry and
positive by RQ-PCR, in samples with low MRD levels
(< 0.1%). Using RQ-PCR as a reference, the sensitivity
of flow cytometry was 87% at day 15, decreasing to
47% at day 33 and to 27% at day 78, due to the
progressive reduction in MRD levels during follow-up
of patients. The specificity of flow cytometry was high
at all three-time points: 74% at day 15, 88% at day 33,
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and 99% at day 78. Similarly, Mejstrikova et al., using
a strategy of "predefined gates" observed a higher
concordance between the two methodologies at day 15,
when con})ared to day 33 and to week 12 of
treatment.”” Malec et al. described similar results for an
analysis of 71 follow-up samples, with 89%
concordance between the two methods, using a cutoff
value of 0.01%."" Kerst et al. observed an even higher
concordance (97.1%) in a comparative analysis of 105
follow-up samples, with no indication of the collection
times.* Using the same cutoff value, Ryan et al.
observed a qualitative concordance between the
methods in 93.8% of 151 samples analyzed at multiple
collection time points over a period of three years.
However, the concordance of the results at day 28 (25
samples) and in the consolidation phase (weeks 7 to 12,
17 samples) was lower (84% and 88%, respectively).*
In order to explain the false RQ-PCR results, the
authors considered the inability to distinguish between
viable and apoptotic cells and the possibility of
subclone emergence. In a view to explain the false
results by flow cytometry, they examined the difficulty
of a phenotypic distinction between leukemic cells and
normal B-precursors of the regenerating BM, in
addition to the possible modulation of antigen
expression during treatment.

Novel Technologies. A very sensitive sequencing
assay, recently developed and described by Faham et
al., allows the detection and monitoring of all leukemic
rearrangements mm a given sample, enabling the
detection of clonal evolution in follow-up samples and
reducing false negative results.” This methodology is
based on next-generation sequencing (NGS) and uses
consensus primers to amp].ify all Ig and TCR
rearrangements present in the leukemic clone at
diagnosis, allowimg their nmmtormg during treatment.
NGS shows an analytical sensitivity of 10°, higher
than that achieved by RQ-PCR, and do not demand
specific primer design for each patient, requiring less
time to execute. On the other hand, it has disadvantages
such as high complexity and cost.

Conclusions. Despite the extensive literature already
available, it is necessary to evaluate data on MRD as a
prognostic factor in ALL for each therapeutic regimen,
considering the differences in the intensity of treatment
protocols, favorable times for evaluation and
methodological differences among the assays. ™%

It is recommended that MRD cutoffs for therapeutic
decision are defined within each treatment protocol for
ATL., since they depend on the detection method, the
treatment administered before MRD follow-up, the
prognostic stratification of patients and the protocol
treatment goals.”**® The cutoff value used by most
studies to define MRD positivity is 0.01%, which is the

34

detection limit of routine tests."*'®” The recent
introduction of high-sensitivity techniques might
change the cutoff point for risk stratification in the near
future if very low levels of MRD are proven to be of
clinical value.

If properly standardized, immunological and
molecular methods are equally effective in the
detection of climeally significant levels of
MRD, #1923 37476288 1y seneral, PCR-based methods
are considered more laborious than immunological
methods, and they may have the additional difficulty to
rapidly demgu clone-specific primers for early MRD
analyses. "™

The detection of residual leukemic cells by flow
cytometry in stages of treatment associated with bone
marrow regeneration requires more complex technical
validation to achieve results comparable to those
obtained with the RQ-PCR. Thus, it is possible to use
flow cytometry as an alternative or a complement to
the molecular method in monitoring patients
undergoing treatment for ALL.

As an example, it is worth mentioning the strategy
defined by Coustan-Smith et al., who chose to use flow
cytometry to monitor MRD during remission induction
therapy, reserving Ig and TCR rearrangements
amplification assays for inconclusive cases.™ Other
authors also suggest the complementary use of the two
methodologies, whenever possible and economically
feasible, to accurately stratify patients by MRD and
prevent false negative results due to clonal evolution or
phenotypic changes, 113142962846

MRD monitoring during chemotherapy treatment of
childhood ALL is recommended by guidelines adopted
by the main reference institutions of onco-hematology,
even in areas with limited technical and financial
resources. MRD detection by flow cytometry is a
viable alternative for services located in such regions.
In contrast, analysis of Ig and TCR gene
rearrangements by RQ-PCR is considered an expensive
method, which can limit its use. Alternatively, some
authors have proposed the detection of Ig/TCR
rearrangements by conventional PCR using consensus
primers and homo/heteroduplex analysis, despite its
lower analytical sensitivity, considering that this
approach allows identification of patients with greater
residual tumor burden, and then at high risk of
relapse, 22274550, 18.79.87,58

On the other hand, technological development
incorporated by laboratories in regions with greater
resources can facilitate and enhance the assessment of
MRD. Thus, methodologies such as next-generation
sequencing and mltiparameter flow cytometry (= 8
colors) with automation of data analysis tend to replace

progressively currently available metho Js, 2656
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2.2 Avaliacdo da DRM por PCR convencional

Os métodos de PCR convencionais, desenvolvidos a partir da década de 1990, exigem
técnicas de deteccdo p6s-PCR para identificacdo dos produtos finais da reacdo de amplificacéo.
A PCR convencional é usada, ao diagnostico, para a identificacdo de rearranjos clonais de Ig e
TCR, que sdo amplificados com o uso de primers de consenso e, ap0s separacao eletroforética
em gel de poliacrilamida, séo identificados com base no peso molecular e intensidade de sinal,
por andlise de homo/heteroduplex. Nas amostras de acompanhamento, os perfis eletroforéticos
obtidos sdo comparados com os achados ao diagnostico, em relacdo a presenca de bandas
dominantes similares em peso molecular e padrdo de migracdo (Langerak et al., 1997; Scrideli
et al., 2009; Scrideli et al., 2015).

A técnica convencional alcanca sensibilidade aproximada de 107, ndo sendo capaz de
detectar células leucémicas residuais em proporcdes inferiores. Outra limitacao reside no fato de
oferecer apenas resultados qualitativos (van der Velden et al., 2003; Scrideli et al., 2015).
Entretanto, do ponto de vista metodoldgico, é considerada relativamente simples e acessivel a
servicos com recursos financeiros e tecnoldgicos restritos. Estudos sugerem que, diante da
impossibilidade de realizacdo da RQ-PCR, a PCR convencional pode se mostrar util para
identificar pacientes com DRM em niveis relativamente mais elevados, que apresentam maior
risco de recaida e demandam intensificacdo do tratamento. Contudo, métodos mais sensiveis sao
essenciais para reconhecer 0s pacientes que apresentam risco muito baixo de recaida, potenciais
candidatos a reducdo da quimioterapia (Scrideli et al., 2009; Stanulla et al., 2009; Paula et al.,
2015; Scrideli et al., 2015).

Dentro desta proposta, estudos brasileiros avaliaram a detec¢do de blastos residuais por
PCR convencional durante e ao final da fase de inducdo e demonstraram que a DRM representa
fator prognostico independente, mesmo quando avaliada pelo método qualitativo (Scrideli et al.,
2003; Assumpgdo et al., 2013; Paula et al., 2015).

2.3 Atualizacao da literatura

2.3.1 Avaliacdo da DRM por citometria de fluxo
Publicagdes recentes abordam a evolugdo dos ensaios de CF na deteccdo da DRM,
alcancada por meio do avanco tecnoldgico dos citdmetros e da experiéncia adquirida pelos
profissionais envolvidos com a metodologia. Os estudos trazem propostas de padronizacdo do

método, especialmente quanto ao painel de anticorpos a ser utilizado, o nimero de eventos a ser
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adquirido, as estratégias de gating para analise e os critérios de positividade do teste (Garand et
al., 2013; Fossat et al., 2015; Ikoma et al., 2015; Wood, 2016; Theunissen et al., 2017).

Cabe ressaltar o estudo multicéntrico publicado por Theunissen e colaboradores (2017),
que propds a padronizacdo de um ensaio de alta sensibilidade para a deteccdo de DRM por CF
multiparamétrica. Para alcancar a sensibilidade analitica de 107, foram utilizados dois tubos
com combinagdes de oito anticorpos conjugados a diferentes fluorocromos e um novo
procedimento de preparo da amostra de MO, permitindo a aquisicdo de um grande numero de
eventos (> 4 milhdes de células). O novo protocolo de preparo consistiu em lisar um volume de
amostra contendo mais de 10 milhdes de células e ressuspender os leucocitos em um pequeno
volume de solucéo salina, permitindo a marcacdo de milhdes de células por tubo. A DRM foi
considerada positiva e quantificavel quando encontradas mais de 40 células em um cluster,
dentre o minimo de quatro milhdes de eventos adquiridos, garantindo o limite de sensibilidade
de 10°.

Outros autores demonstraram o beneficio do uso de combinagfes de 6 a 8 cores, com
marcadores padronizados, propiciando distincdo acurada entre as células neoplésicas e células
precursoras B normais. Para tal, foi mantida a estratégia ja descrita de combinar anticorpos que
permitem a definicdo homogénea das células precursoras linfoides (ex. CD10, CD19, CD34,
CD45) com anticorpos adicionais, que permitem detectar o imunofendétipo aberrante da célula
neoplasica. Dentre os anticorpos adicionais, tem sido reforcada a importancia dos marcadores
CD9, CD20, CD38, CD58, CD66c, CD81 e CD123, considerados altamente informativos na
deteccdo do clone leucémico, apesar de ainda ndo haver consenso entre os trabalhos a respeito
de um painel fixo (Denys et al., 2013; Borowitz et al., 2015; Fossat et al., 2015; Karawajew et
al., 2015; Shaver et al., 2015). Novos marcadores tém sido descritos (CD73, CD304) em
estudos isolados e demonstram ser promissores na analise da DRM (Theunissen et al., 2017).
Wood (2016) ressalta a impossibilidade de uso do CD19 como marcador de linhagem B nos
pacientes em tratamento com imunoterapicos, como o Blinatumomab. O uso do CD22, nesses
casos, pode se mostrar mais adequado para a separacao das células B (Karawajew et al., 2015).

Uma publicagdo do Grupo de Trabalho em DRM da Sociedade Brasileira de
Transplante de Medula Ossea propds a padronizacdo dos ensaios de CF para a deteccdo de
DRM, utilizando combinagfes de quatro cores e maior numero de tubos, considerando a
realidade de grande parte dos laboratorios brasileiros (Ikoma et al., 2015).

A proposta de utilizar mualtiplos marcadores em um s6 tubo e a estratégia de analise de
gates sequenciais determinam aumento da acuracia dos ensaios de DRM por CF, mesmo nas

amostras de MO colhidas em fases do tratamento associadas a regeneracdo medular. A
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possibilidade de combinar multiplos marcadores em um sé tubo traz ainda a vantagem de
permitir a reducdo do nimero de tubos do painel e, assim, propiciar a aquisi¢do de um numero
progressivamente maior de eventos por tubo, o que é essencial para alcancar maior sensibilidade
analitica. A estratégia atual consiste em selecionar um ou dois tubos fixos, altamente
informativos, e utilizar estes tubos nas analises de todas as amostras, considerando o
imunofendtipo inicial para interpretacdo dos resultados (Fossat et al., 2015; Karawajew et al.,
2015; Shaver et al., 2015; Theunissen et al., 2017).

A padronizacao e a evolugédo dos ensaios de CF multiparamétrica na avaliacdo da DRM
tém permitido alcancar resultados precisos, mesmo em fases do tratamento associadas a
regeneracdo medular, e propiciado a incorporacdo do método na analise da DRM ao final das

fases de inducéo e consolidacdo nos protocolos de tratamento clinico (Fossat et al., 2015).

2.3.2 Avaliacdo da DRM pelo método de sequenciamento de préxima geracao

O ensaio de DRM baseado em sequenciamento de proxima geracdo (next-generation
sequencing — NGS), inicialmente descrito por Faham e colaboradores (2012), tem sido avaliado
em novos estudos, que ressaltam as suas vantagens em relacdo a RQ-PCR. O teste consiste na
amplificagdo dos rearranjos de Ig/TCR por PCR multiplex e posterior sequenciamento dos
rearranjos possivelmente encontrados na amostra. O método alcanca maior sensibilidade
analitica (10° a 107) na deteccdo de DRM, se comparado & RQ-PCR, e apresenta menor
complexidade, por ndo exigir a confeccdo de primers especificos para cada paciente (Faham et
al., 2012; Logan et al., 2014; Pulsipher et al., 2015).

Considerando a alta sensibilidade do NGS, Logan e colaboradores (2014) avaliaram o
mesmo na deteccdo da DRM em amostras de sangue periférico (SP), com resultados
promissores, podendo esta se mostrar uma aplicabilidade futura dos testes altamente sensiveis.
Pulsipher e colaboradores (2015) demonstraram o valor do teste na identificagdo do risco de
recaida em pacientes avaliados nos periodos pré e pds-transplante de MO. A defini¢cdo da
auséncia de blastos residuais no pré-transplante, pelo método molecular de alta sensibilidade,
identificou pacientes considerados de baixo risco, permitindo a indicagdo de tratamentos menos
intensivos. Por outro lado, a deteccdo da DRM pelo método NGS no pds-transplante mostrou
alta acurécia na predicdo do risco de recaida, determinando a indicacdo de outras intervencées
terapéuticas.

Outros beneficios do NGS incluem a possibilidade de deteccdo de subclones e de

linfoblastos residuais que apresentarem evolugdo clonal durante o tratamento, superando
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possiveis limitagbes da RQ-PCR. Entretanto, trata-se de metodologia onerosa e de
disponibilidade restrita (Faham et al., 2012; Logan et al., 2014; Pulsipher et al., 2015).
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3. Objetivos
3.1 Objetivo geral
Comparar as técnicas de imunofenotipagem por citometria de fluxo e de PCR, como
métodos de avaliacdo da Doenca Residual Minima, em criancas e adolescentes com LLA, em

tratamento de acordo com o protocolo GBTLI LLA-2009.

3.2 Objetivos especificos

1- Detectar “imunofenétipos associados a leucemia” (LAIPS) em amostras de medula
Ossea de criancas e adolescentes com LLA, ao diagnostico, para monitorizacéo da
DRM nos dias 35 e 78 do tratamento, por citometria de fluxo;

2- Detectar os rearranjos clonais dos genes dos receptores de células T e/ou das
imunoglobulinas em amostras de MO de criancas e adolescentes com LLA, ao
diagnéstico, para monitorizacdo da DRM nos dias 35 e 78 do tratamento, por PCR
convencional;

3- Comparar os dados obtidos com as duas metodologias e correlaciona-los com
outros fatores progndsticos em LLA infantil e com as probabilidades de sobrevida

global e livre de eventos.
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4. Pacientes e métodos

Trata-se de estudo longitudinal prospectivo, desenvolvido no Servigo de Medicina
Laboratorial do HC/UFMG (setores de Citometria de Fluxo e Hematologia Molecular), em Belo
Horizonte, Minas Gerais. O projeto inseriu-se na linha de pesquisa “Distdrbios Onco-
hematologicos” do Programa de P6s-graduacdo em Ciéncias da Saude — Saude da Crianca e do
Adolescente. Foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de Minas
Gerais — COEP/UFMG (CAAE: 20800713.9.0000.5149; parecer n° 509.601 - ANEXO 1), e
pela Diretoria de Ensino, Pesquisa e Extensdo — DEPE (processo n® 166/13 — ANEXO 2).

4.1 Populacgédo

A populacao de estudo foi constituida por todos os pacientes admitidos no HC-UFMG,
no periodo de setembro de 2013 a dezembro de 2016, com diagnostico de LLA, que
preencheram os critérios de inclusdo. Os pacientes incluidos no estudo tiveram participacao
voluntaria, atestada em Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE), assinado pelos
pais ou responsaveis e pelos participantes acima de 7 anos (ANEXO 3).

Foram considerados os critérios de inclusdo: idade até 18 anos; diagndstico de LLA
feito por mielograma, imunofenotipagem por citometria de fluxo, anélise citogenética e anélise
molecular de amostra de medula Gssea, realizados pelos métodos convencionais, de acordo com
as padronizacdes do Servico de Medicina Laboratorial do HC-UFMG; e tratamento de acordo
com o protocolo GBTLI LLA-2009.

Foram considerados os critérios de exclusdo: tratamento inicial de acordo com outros
protocolos terapéuticos; ndo concordancia em participacdo no estudo (pelo paciente e/ou
responsaveis legais); e amostra de MO inadequada (volume insuficiente, coleta ou
armazenamento inapropriados) para realizacdo dos procedimentos laboratoriais.

Os dados clinicos e laboratoriais dos pacientes foram levantados a partir dos
prontuérios de atendimento e do sistema informatizado laboratorial, e transferidos para uma base

de dados com acesso reservado aos pesquisadores responsaveis pelo projeto.

4.2 Protocolo de tratamento
De acordo com o protocolo GBTLI LLA-2009, da Sociedade Brasileira de Oncologia
Pediatrica (SOBOPE) (GBTLI, 2009), resumido no ANEXO 4, os pacientes com LLA-B
derivada sdo classificados, ao diagnéstico, em grupos de baixo ou alto risco. O grupo de baixo
risco (BR) inclui pacientes com idade acima de 1 e abaixo de 9 anos, leucometria inicial inferior
a 50.000 cel/pL, auséncia dos achados citogenéticos de risco - t(9;22) ou fusdo BCR-ABL e
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t(4,11) ou fusdo MLL/AF4, e auséncia de acometimento leucémico em SNC. De acordo com a
intensidade de resposta a terapia inicial, os pacientes sdo subdivididos em dois subgrupos
adicionais: baixo risco verdadeiro (BRV) - < 1000 blastos/uL em sangue periférico no D8, MO
M; (MO em remissdo, com contagem de blastos inferior a 5%), com DRM negativa por CF (<
0,01%) no D15 e MO M; com DRM negativa por RQ-PCR (< 10°%) no D35; e baixo risco
intermediério (BRI) - < 1000 blastos/uL em sangue periférico no D8, MO M; ou MO M,
(aspirado medular com presenca de blastos na faixa entre 5 e 25%), com DRM positiva por CF
em niveis intermediarios (> 0,01% e < 10%) no D15 e MO M; com DRM negativa por RQ-PCR
(< 10 no D35. O objetivo desta subdivisdo no grupo de baixo risco consiste na reducéo da
quimioterapia para 0s pacientes com excelente resposta nas primeiras semanas do tratamento
(subgrupo BRV).

O grupo de alto risco (AR) inclui os pacientes com idade igual ou superior a 9 anos e
inferior a 18 anos e/ou leucometria inicial > 50.000 cel/uL e/ou acometimento leucémico em
SNC ao diagndstico e/ou achados citogenéticos desfavoraveis (hipodiploidia, t(4;11) e/ou fusdo
MLL/AF4). Os portadores da t(9;22) e/ou fusdo BCR-ABL seguem protocolo especifico. De
acordo com a resposta nos dias 8, 15 e 35 do tratamento quimioterapico, os pacientes do grupo
de alto risco sdo reclassificados em dois subgrupos — respondedores rapidos (subgrupo RR) - <
1000 blastos/pL em sangue periférico no D8, MO M;;, com DRM por CF < 10% no D15 e MO
M, com DRM negativa por RQ-PCR (< 107) no D35; e respondedores lentos (subgrupo RL) - >
1000 blastos/uL em sangue periférico no D8, MO Mj (aspirado medular com percentual de
blastos superior a 25%), com DRM por CF > 10% no D15 e MO M3 com DRM positiva por
RQ-PCR (> 10®) no D35.

Os pacientes com LLA-T derivada seguem protocolo especifico de tratamento e sdo
subdivididos, no decorrer do mesmo, em: respondedores rapidos (subgrupo RR) - < 1000
blastos/uL em sangue periférico no D8, MO My, com DRM por CF < 10% no D15 e MO M;
com DRM negativa por RQ-PCR (< 10) no D35; e respondedores lentos (subgrupo RL) - >
1000 blastos/puL em sangue periférico no D8, MO M3 com DRM por CF > 10% no D15 e MO
M3 com DRM positiva por RQ-PCR (> 10”%) no D35.

Assim, o protocolo GBTLI LLA-2009 define que a DRM deve ser avaliada em dois
pontos criticos — D15, por CF; e D35, por RQ-PCR. Recomenda ainda a avaliagdo em um ponto
adicional (semana 12 do tratamento), entretanto ndo utiliza este ponto como fator para a
redefinicdo de risco ou para estabelecer ajustes na quimioterapia.

O Servigo de Medicina laboratorial do HC-UFMG realiza, como rotina, a analise de

DRM nas amostras do D15, por CF, e a pesquisa de transcritos quiméricos detectados ao
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diagndstico (BCR-ABL, ETV6-RUNX1, TCF3-PBX1, MLL-AF4) nas amostras do D35, por PCR
apos transcricdo reversa. A analise da DRM através da pesquisa de rearranjos clonais de 1g/TCR
por RQ-PCR ndo é realizada, como preconizado pelo protocolo, por falta de recursos
financeiros.

Cabe ressaltar que o tratamento dos pacientes incluidos ndo foi alterado pelos
resultados do estudo, exceto nos casos previstos pelo GBTLI-2009 (redefinicdo do tratamento

apos reclassificacao do risco, com base no resultado da analise de DRM no D15 por CF).

4.3 Metodos

As amostras de MO dos pacientes incluidos no estudo foram avaliadas, ao diagnostico,
pela metodologia de CF, para deteccdo de células com imunofenétipos aberrantes especificos
dos clones leucémicos, e, por PCR convencional (daqui em diante chamada de “PCR”), visando
0 encontro de rearranjos clonais dos genes de Ig e TCR. A DRM foi avaliada por CF nas
amostras de MO colhidas nos dias 15, 35 e 78 do tratamento e, por PCR, nas amostras de MO
colhidas nos dias 35 e 78 do tratamento. As amostras foram processadas por CF dentro das
primeiras 24 horas apés a coleta do material. O DNA extraido das amostras para as reacdes de
PCR foi inicialmente congelado e armazenado, para processamento posterior.

A definicdo dos imunofendtipos associados a leucemia nas amostras do diagndstico e a
analise de DRM por CF nas amostras do D15 foram executadas pela equipe técnica do setor de
Citometria de Fluxo, da qual a doutoranda faz parte. A triagem dos rearranjos clonais de 1g/TCR
por PCR nas amostras do diagnostico foi inicialmente realizada pela equipe técnica do setor de
Hematologia Molecular, como parte de outro estudo em andamento no servico, tendo sido, em
seguida, complementada pela doutoranda. As reacdes de CF e PCR das amostras colhidas nos
pontos D35 e D78 foram executadas pela doutoranda, na sua totalidade, nos setores de
Citometria de Fluxo e Hematologia Molecular do Servigo de Medicina Laboratorial do HC-
UFMG.

4.3.1 Avaliacdo da DRM por citometria de fluxo
Para deteccdo dos “imunofendtipos associados a leucemia” (LAIPs) ao diagnostico,
foram utilizados anticorpos monoclonais dirigidos aos marcadores de superficie e intracelulares
de ceélulas B, células T e possiveis marcadores aberrantes (CD1a, CD2, CD3, CD4, CD5, CD7,
CD8, CD10, CD13, CD15, CD19, CD20, CD22, CD33, CD34, CD38, CD45, CD56, CD58,
CD79a, CD99, CD117, CD123, TdT, HLA-DR, Ig de cadeia pesada - IgM, Igs de cadeia leve —
Kappa e Lambda, TCR a/p ¢ TCR y/5).
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A classificacdo imunoldgica, quanto a linhagem acometida e estidgio de maturacdo
celular, seguiu os critérios propostos pelo grupo Europeu designado EGIL (European Group for

the Immunological Characterization of Leukemias), descritos na Tabela 1 (Béné et al., 1995).

Tabela 1 — Classificagdo imunoldgica das leucemias linfoides agudas
1- LLA de linhagem B (CD19" e/ou CD79a* e/ou CD22%)"

LLA pré-B (B-1) Auséncia de expressdo de outros antigenos de diferenciacdo de células B
LLA B comum (B-11) CD10*
LLA pré-B (B-111) IgM™ citoplasma

LLA B madura (B-1V) Kappa ou Lambda™ (citoplasma ou superficie)
2- LLA de linhagem T (CD3" citoplasma ou superficie)

LLA pré-T (T-1) co7*

LLA pré-T (T-11) CD2" e/ou CD5" e/ou CD8"

LLA-T cortical (T-111) CDla"

LLA-T madura (T-1V) CD3" superficie, CD1a

LLA-T o/B" (grupo a) anti-TCR o/B*

LLA-T y/8" (grupo b) Anti-TCR /8"

3- LLA (linhagem B ou T) com expressdo de 1 ou 2 marcadores mieloides (LLA My+)

“LLA de linhagem B é definida pela expressdo de pelo menos dois dos trés marcadores precoces de
celulas B citados.

LLA — leucemia linfoide aguda.

Adaptado de Béné et al., 1995.

Apbs caracterizacdo do imunofendtipo aberrante, foram definidos os painéis de
anticorpos monoclonais a serem utilizados no monitoramento da DRM, selecionando
marcadores conjugados a quatro fluorocromos distintos (isotiocianato de fluoresceina - FITC,
ficoeritrina - PE, proteina clorofila peridinina - PerCP, e aloficocianina - APC), em combinacGes
estratégicas - CD2 PE (RPA-2.10), CD7 FITC (M-T701), CD10 PE (HI10a), CD33 PE
(WM53), CD38 PE (HIT2), CD79a PE (HM47), CD99 FITC (TU12), CD123 FITC (7G3), TdT
FITC (E17-1519), controle isotipico IgG; FITC (BD Biosciences Pharmingen; San Jose, CA);
CD3 PerCP (UCHT1), CD10 FITC (MEM-78), CD19 APC (4G7), CD45 PerCP (MEM-28),
CD58 FITC (MEM-63) (Exbio; Praha, Czech Republic); CD20 PerCP (B-lyl) (1Q Products;
Groningen, The Netherlands); CD34 PE (581) (Beckman Coulter; Marseille, France); CDla
FITC (HI149), CD3 APC (UCHT1) (Biolegend; San Diego, CA); controle isotipico IgG2a FITC
(Invitrogen; Camarillo, CA). O corante de &cidos nucléicos SYTO 13 green fluorescent foi
adquirido da Life Technologies (Carlsbad, CA).

As combinacbGes foram construidas utilizando uma estrutura relativamente fixa

(“esqueleto”) nos diferentes tubos. Esta estratégia consistiu em selecionar dois ou trés anticorpos
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para estarem presentes, sistematicamente, em todas as combinagdes utilizadas, sendo Gteis na
definicdo homogénea das células precursoras linfoides. Um ou dois anticorpos adicionais foram
acrescentados em cada tubo, com base na caracterizagdo imunofenotipica de cada caso ao
diagnostico, com o intuito de detectar a expressao antigénica aberrante ou andmala do clone
leucémico (Coustan-Smith et al., 2000; Basso et al., 2001; Coustan-Smith et al., 2002; Dworzak
et al., 2004; Dworzak et al., 2008; Basso et al., 2009; Béné et al., 2009; Irving et al., 2009;
Ratei et al., 2009; Dworzak et al., 2010; Coustan-Smith et al., 2011; Gaipa et al., 2012; Patkar
etal., 2012).

Para compor o esqueleto das diferentes combinagdes Uteis na deteccdo de DRM em
LLA-B foram utilizados os marcadores CD45, CD34, CD19 e/ou CD10 - antigeno inicialmente
denominado CALLA (common ALL antigen ou antigeno LLA comum), frequentemente
expresso na LLA-B da infancia (Coustan-Smith et al., 2000, 2002, 2011; Dworzak et al., 2008;
Basso et al., 2009; Béné et al., 2011; Gaipa et al., 2012; Patkar et al., 2012; Gaipa et al., 2013).
Os marcadores adicionais acrescentados em cada tubo foram selecionados dentre os seguintes:
CD123 (Dworzak et al., 2003; Djokic et al., 2009; Patkar et al., 2012), CD58 (Chen et al., 2001,
Dworzak et al., 2003; Veltroni et al., 2003; Lee et al., 2005; Mejstrikova et al., 2010; Patkar et
al., 2012), CD38 (Wilson et al., 2010; Patkar et al., 2012), e marcadores linfoides T ou
mieloides aberrantes, como CD2, CD7 e CD33 (Coustan-Smith et al., 2000).

Para composicdo do painel de deteccdo de DRM em LLA-T, os marcadores CD45 e
CD3cy (citoplasma) e/ou CD3s (superficie) foram utilizados como estrutura fixa nos diferentes
tubos, para definicdo das células linfoides T. Outros marcadores de células de linhagem T (CD2
e CD7) foram utilizados com menor frequéncia. Marcadores adicionais aberrantes foram
adicionados em cada tubo, de acordo com o imunofenétipo detectado ao diagnéstico - CDl1a,
CD34, CD99, TdT (Terminal deoxynucleotidyl transferase); além de marcadores linfoides B e
mieloides aberrantes (Campana et al., 1999; Porwit-MacDonald et al., 2000; Dworzak et al.,
2003, 2004; Delbuono et al., 2008; Basso et al., 2009; Coustan-Smith et al., 2010; Mejstrikova
etal., 2010; Béné et al., 2011).

O corante nuclear SYTO 13 foi utilizado na estratégia de separacdo de células vidveis
para andlise, com base na sua propriedade de marcar o material nuclear destas células,
permitindo eliminar eventos anucleados como eritrdcitos, plaquetas e debris (Gaipa et al., 2005;
Dworzak et al., 2008, 2010; Ratei et al., 2009; Luria et al., 2010).

Os ensaios de imunofenotipagem foram realizados em tubos de poliestireno, onde
foram adicionados 2 pL (ou volume equivalente definido apos titulacdo do reagente) dos

anticorpos monoclonais conjugados aos fluorocromos. Para cada combinacdo de anticorpos
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monoclonais, foram adicionadas aliquotas de medula d&ssea, coletadas em &cido
etilenodiaminotetracético (EDTA), em volume calculado para alcancar 10° eventos, respeitando
0 volume méaximo de 300 pL. Ap6s homogeneizacdo em vortex, as preparacdes foram incubadas
por 20 minutos, a temperatura ambiente e ao abrigo da luz. Apos o periodo de incubacéo, foi
realizada a lise dos eritrdcitos, utilizando-se 2 mL de solugdo contendo citrato de sddio
dihidratado, dietilenoglicol e formaldeido, em cada tubo. Apds nova homogeneizagdo em
vortex, as preparacdes foram incubadas por 10 minutos a temperatura ambiente e entdo
submetidas a centrifugacdo (1700 rpm por 5 minutos). O sobrenadante foi descartado e o0s
leucdcitos lavados com 2 mL de solucdo isotdnica filtrada, empregando-se as mesmas condi¢des
de centrifugacdo anteriormente citadas. O sobrenadante foi novamente descartado e o
centrifugado ressuspenso em 300 pL de solucdo isotbnica filtrada para aquisicdo dos dados no
citbmetro. A marcacdo intracitoplasmatica foi alcancada a partir da incubacdo da amostra com
solucdo de lise, previamente a marcacdo com anticorpos, o0 que permitiu a permeabilizacdo das
membranas celulares.

Os parametros fenotipicos das células presentes em cada tubo foram determinados no
citometro de fluxo FACScalibur - Becton Dickinson. O programa CELLQuest™ foi utilizado
para a aquisicdo de dados e para a andlise dos resultados. A aquisicdo foi feita em populacao
celular de interesse, selecionada com base em aspectos morfométricos, em graficos de
distribuicdo pontual de tamanho (FSC) versus granulosidade (SSC). A estratégia de andlise
consistiu na selecdo das células precursoras linfoides B ou T por parametros fisicos (tamanho e
complexidade interna), expressédo do CD45 (reduzida ou ausente) e expressao dos marcadores de
linhagem - CD19 (células linfoides B) e CD3 (células linfoides T). A seguir, a expressao
antigénica aberrante foi avaliada para caracterizacdo dos linfoblastos. O clone leucémico
residual foi definido pela caracterizacdo de aglomerado de pelo menos 10 eventos, dentre o total
de eventos adquiridos em cada tubo, que expressasse o perfil fenotipico definido ao diagndstico
para cada caso, utilizando a estratégia de combinacdo de gates sequenciais. Esta estratégia
consiste em somar 0s gates que englobam as células que apresentam a expressdo antigénica
caracteristica do clone leucémico em uma Unica regido, para definicdo precisa dos blastos
residuais - células presentes simultaneamente em todos os gates. Cada combinacdo de
anticorpos avaliada foi acompanhada por um tubo que incluiu a marcacdo com uma
imunoglobulina isotipica (IgG1 ou IgG2a), com o intuito de subtrair os eventos marcados de
forma inespecifica, no calculo final da DRM. Para alcancar o limite de sensibilidade de 10,
correspondente a 0,01%, exigiu-se a aquisicdo de um minimo de 10° leucécitos, conforme

descrito em estudos anteriores (Campana et al., 1999; Basso et al., 2001; Malec et al., 2001,
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Dworzak et al., 2008; Béné et al., 2009; Ratei et al., 2009; Luria et al., 2010; Gaipa et al.,
2012). A proporcao de celulas bléasticas foi entdo determinada dentre o total de células nucleadas
viaveis adquiridas, marcadas com o corante nuclear SYTO. A Figura 1 ilustra, de forma

simplificada, a estratégia de analise utilizada.
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Figura 1 — Modelo de analise da DRM por citometria de fluxo, representado pela estratégia de
combinacdo de gates sequenciais. O caso ilustrado € referente a um diagnostico de LLA-B da nossa
casuistica (nimero 33), com o imunofendtipo CD45" fraco, CD19*, CD10" e CD34". Na analise do D15,
as celulas foram inicialmente selecionadas por caracteristicas fisicas e a seguir pelas expressGes de CD19
+ CD10 (R2), CD19 + CD45" fraco (R4), e CD19 + CD34 (R5). A regido R5 representa a combinagio
dos gates R2 + R4 + R5, 0 que permitiu a enumeracéo de 284 eventos (painel superior), dentre 390.540
eventos adquiridos. Como controle negativo, foi utilizado o tubo com marcago isotipica na primeira cor
(IgG1 FITC), o que determinou a quantificacdo de 8 eventos inespecificos, presentes na mesma
combinacéo de regifes. O calculo final, considerando o fator de corre¢do gerado pelo percentual de
células viaveis marcadas com o corante SYTO 13 e a subtracdo da marcacdo inespecifica, gerou um

resultado de 0,08% de células leucémicas residuais.

4.3.2 Avaliagéo da DRM por PCR convencional
e Separacdo das Células Mononucleadas e Extracdo de DNA: as celulas
mononucleadas das amostras de medula éssea foram obtidas por centrifugacdo em gradiente de
densidade Histopaque® (Sigma-Aldrich, Saint Louis, EUA), de acordo com as especificagOes do
fabricante. Uma aliquota de 10 x 10° células foi utilizada para extracdo de DNA com o kit

QlAamp DNA Mini Kit (Qiagen, Hilden, Germany), conforme o protocolo do fabricante. O
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DNA extraido foi quantificado no espectrofotdmetro NanoDrop 2000 (ThermoScientific),
conforme instrucdes do fabricante e armazenado a -20°C.

e Deteccdo dos rearranjos de Ig e TCR ao diagndstico e no monitoramento da DRM
(D35 e D78): a detecgdo dos rearranjos clonais dos genes Ig e TCR nas amostras de MO, ao
diagnostico e no monitoramento da DRM, foi realizada de acordo com a metodologia
padronizada pelo grupo de Biologia Molecular do GBTLLI, liderado pelo Dr. José Andrés Yunes
(Centro Infantil Boldrini, Campinas/SP), tendo sido adaptada a partir da metodologia
desenvolvida pelo grupo BIOMED (van Dongen et al., 2003). Foram executadas as etapas

descritas a seguir:

- Amplificagdo do DNA: o DNA das amostras obtidas ao diagnostico das criangas com
LLA de linhagem B foi amplificado por pares de primers de consenso para os genes IgH, 1gK,
TCRG e TCRD. Para as amostras das criancas com LLA-T, foram testados os genes IgH, TCRG,
TCRD e a microdelecdo nos genes Sil-Tal. Os primers selecionados para a triagem inicial dos
rearranjos clonais e monitoramento da DRM nas LLAs estéo descritos na Tabela 2 (van Dongen
et al., 2003). Nas amostras em que ndo ocorreu amplificacdo, a integridade do DNA foi testada
através de PCR para amplificacdo do gene FLT3. As reacGes de PCR foram realizadas no
termociclador Veriti 96 Well Thermal Cycler (Applied Biosystems). Como controle negativo, foi
utilizada agua no lugar do DNA e, como controle de amplificagdes inespecificas, foi utilizado
um pool de DNAs extraidos de células mononucleadas, obtidas de sangue periférico de doadores

sem doenca hematoldgica e com participacdo também atestada em TCLE.
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Tabela 2 — Primers selecionados para triagem inicial dos rearranjos clonais e para a analise da DRM por PCR

convencional nas LLAs B e T derivadas®

*
Primer Forward (Sequencia5’—>3’) Primer Reverso (Sequencia 5°2>3°) é‘ LAT
gene IgH
VH1-FR2 CTGGGTGCGACAGGCCCCTGGACAA JHcon CTTACCTGAGGAGACGGTGACC X
VH2-FR2  TGGATCCGTCAGCCCCCAGGGAAGG «“ “ X
VH3-FR2 GGTCCGCCAGGCTCCAGGGAA « X
VH4-FR2  TGGATCCGCCAGCCCCCAGGGAAGG “ X
VH5-FR2 GGGTGCGCCAGATGCCCGGGAAAGG « X
VH6-FR2 TGGATCAGGCAGTCCCCATCGAGAG « X
VH7-FR2  TTGGGTGCGACAGGCCCCTGGACAA “ X
DH1 GGCGGAATGTGTGCAGGC «“ X
DH2 GCACTGGGCTCAGAGTCCTCT «“ X X
DH3 GTGGCCCTGGGAATATAAAA «“ “ X X
DH4 AGATCCCCAGGACGCAGCA «“ “ X
DH5 CAGGGGGACACTGTGCATGT “ X
DH6 TGACCCCAGCAAGGGAAGG “ X
DH7 CACAGGCCCCCTACCAGC «“ X X
gene IgK
Vk1/6 TCAAGGTTCAGCGGCAGTGGATCTG Kde CCTCAGAGGTCAGAGCAGGTTGTCCTA X
Vk2 GGCCTCCATCTCCTGCAGGTCTAGTC «“ “ X
Vk3 CCCAGGCTCCTCATCTATGATGCATCC «“ X
INTR CGTGGCACCGCGAGCTGTAGAC « X
gene TCRG

Jgl.3/2.3
Vgl GGAAGGCCCCACAGCRTCTT . GTGTTGTTCCAETGCCAAAGAG x X
Jgl.1/2.1 TTACCAGGCGAAGTTACTATGAGC

Vg9 CGGCACTGTCAGAAAGGAATC «“ “ X X
Vg10 AGCATGGGTAAGACAAGCAA “ “ X
Vgll CTTCCACTTCCACTTTGAAA “ “ X X
gene TCRD
Vdil ATGCAAAAAGTGGTCGCTATT Jd1i GTTCCACAGTCACACGGGTTC X
Vd2 ATACCGAGAAAAGGACATCTATG “ “ X
Vd3 GTACCGGATAAGGCCAGATTA « X
Dd2 AGCGGGTGGTGATGGCAAAGT “ X
Vd2 ATACCGAGAAAAGGACATCTATG Dd3 TGGGACCCAGGGTGAGGATAT X X
Dd2 AGCGGGTGGTGATGGCAAAGT «“ “ X X
SIL-TAL
Sil5 AAGGGGAGCTAGTGGGAGAAA Tall AGAGCCTGTCGCCAAGAA X

dvanDongen et al., 2003.
* ‘x” indica quais as reagdes de PCR a serem testadas de acordo com linhagem fenotipica da LLA, sendo B, para

as LLA B-derivadas, e T, para as LLA T-derivadas.

- Analise de homo/heteroduplex: para caracterizacéo da clonalidade, uma aliquota de 20
uL do produto de PCR foi acrescida de 5 uL de Tampdo de Amostra 6X (azul de bromofenol
0,25%; sacarose 40% em agua), desnaturada durante 10 min a 94°C, colocada imediatamente

em gelo por 1 min e renaturada por 1 hora a 4°C. A seguir, foi submetida a eletroforese em gel
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de acrilamida 12% durante 5 horas, a 25 mA e temperatura ambiente. Para a visualizacdo das
bandas, o gel foi corado com solugdo 2X de Sybr Safe (Invitrogen, USA) por 30 minutos e
exposto a luz ultravioleta (UV). Um marcador de peso molecular, DNA ladder 1Kb plus
(Invitrogen, USA) foi utilizado para servir de referéncia de comparacdo com o fragmento
amplificado. A Figura 2 ilustra, de forma esquemdtica, a estratégia de analise de

homo/heteroduplex.

Células monoclonais Células monoclonaisem  Células policlonais
background policlonal

— — — — — —
— — — — — —
heteroduplexes
— — — ——
— — — — — —
— . —i— -
— i — i —
} l | -
Desnaturacéao/renaturacéo —— |
homodunblexes
— — —LJ— — — —

Figura 2 - Diagrama esquematico da técnica de analise de homo/heteroduplex de rearranjos dos genes Ig e
TCR.
Adaptado de Langerak et al, 1997.

- Anéalise da DRM: para a analise de DRM, foram testados apenas 0s rearranjos
clonais identificados ao diagndstico. As amostras de acompanhamento foram
consideradas positivas quando as bandas resultantes da analise de homo/heteroduplex
apresentaram o mesmo padréo de migracdo e peso molecular das bandas detectadas nas

amostras ao diagndstico.

4.3.3 Avaliacdo da DRM por PCR quantitativa em tempo real
As amostras que apresentaram resultados discordantes entre as analises por CF e PCR,
bem como numero igual de amostras selecionadas aleatoriamente, foram encaminhadas para
execucdo de RQ-PCR no Laboratério de Biologia Molecular do Centro Infantil Boldrini,
Campinas/SP, que é referéncia para os estudos do GBTLI, mediante acordo de colaboragéo, sob

os cuidados do Dr. José Andrés Yunes.
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Apb6s amplificagdo do DNA das amostras de MO pelos primers de consenso
anteriormente descritos e deteccdo dos rearranjos de Ig e TCR pela anélise de
homo/heteroduplex, as bandas clonais foram retiradas do gel, os produtos de PCR foram
dissolvidos em é&gua e, a seguir, reamplificados com primers contendo caudas para 0S
promotores virais T7 e M13. Foi realizado entdo o sequenciamento das regides de rearranjo que
apresentaram clonalidade e, a seguir, o desenho de primers especificos para cada paciente, para
determinacdo quantitativa da DRM por RQ-PCR (van Dongen et al., 2003; van der Velden et
al., 2007).

4.3.4 Anélise estatistica

O método de Kaplan-Meier foi utilizado para estimar as probabilidades de sobrevida
global (SGLO) e de sobrevida livre de eventos (SLE). A SGLO foi definida como o tempo
decorrido entre o diagndstico e o ébito, independente da causa. A SLE foi definida como o
tempo decorrido entre o diagndstico e a ocorréncia de qualquer um dos seguintes eventos: 6bito
ou ocorréncia de recidiva da doenca em qualquer sitio. O teste de logrank foi utilizado para
comparacgao entre as curvas de sobrevida.

A possivel associagdo entre varidveis categoricas e continuas foi avaliada pelo teste
exato de Fisher e pelos testes ndo paramétricos de Mann-Whitney ou Kruskal Wallis,
respectivamente.

A analise de concordancia entre os resultados obtidos na deteccdo de DRM pelos
métodos de CF e PCR foi realizada pelo célculo da taxa de concordancia geral e pelo indice de
Kappa. A seguinte classificacdo foi utilizada para interpretacdo do indice de kappa.

Kappa Avaliacéo
0,00a0,20 Concordancia muito fraca
0,21a0,40 Concordancia fraca
0,41a0,60 Concordancia regular
0,61a0,80 Concordancia boa
0,81a1,00 Concordancia 6tima

As analises estatisticas foram realizadas utilizando o software SPSS (Statistical
Program for the Social Sciences) versdo 21.0, tendo sido considerado como estatisticamente
significativo o valor de p < 0,05.
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5. Resultados

Foram inicialmente incluidos no estudo 47 pacientes com diagndstico de LLA,
admitidos no HC-UFMG no periodo entre setembro de 2013 e dezembro de 2016. Cinco
pacientes foram excluidos das analises — dois evoluiram para o 6bito durante o tratamento de
inducdo da remisséo; um foi transferido para tratamento em outro centro; e dois, por decisdo dos
pesquisadores responsaveis, por se tratarem de pacientes diagnosticados com recidiva de LLA.
Assim, a populacdo de estudo foi constituida por 42 pacientes com diagnostico recente de LLA,
que preencheram os critérios de inclusao.

Os participantes do estudo foram representados por 26 meninos e 16 meninas, com
idades variaveis entre 1 e 17 anos (mediana: 7 anos). Trinta e cinco pacientes (83%) foram
classificados como portadores de LLA de linhagem B e 7 pacientes (17%) como portadores de
LLA de linhagem T. Considerando a classificagdo imunoldgica das leucemias agudas proposta
pelo grupo EGIL, os casos de LLA-B foram caracterizados como 1 LLA pr6-B, 15 LLA-B
comum e 19 LLA pré-B; e os casos de LLA-T foram caracterizados como 3 LLA pré-T, 3 LLA-
T cortical e 1 LLA-T madura.

De acordo com a estratificacdo de risco para recidiva da doenca proposta pelo
protocolo GBTLI LLA-2009, das 35 criangas com diagndstico de LLA-B, 14 (40%) foram
inicialmente classificadas como baixo risco (BR); 20 (57%) como alto risco (AR); e 1 (3%)
apresentou positividade para o gene de fusio BCR-ABL (LLA-B Ph"), tendo sido submetida a
protocolo de tratamento especifico (ANEXO 4). Os 7 pacientes diagnosticados com LLA-T
foram submetidos a protocolo de tratamento especifico (ANEXO 4), preconizado em funcdo do
maior risco de recidiva da doenga, associado ao acometimento da linhagem de células T. As
caracteristicas clinicas e biologicas da populacédo de estudo estdo descritas na Tabela 3.

Os dados completos, clinicos e laboratoriais, dos 42 pacientes que compdem a

populagéo de estudo séo apresentados no ANEXO 5.



Tabela 3 — Descricao das caracteristicas clinicas e bioldgicas da populagao de estudo
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Variavel Ndmero (%)
Sexo (n=42)

Masculino 26 (62)

Feminino 16 (38)
Idade (n=42)

1-9 anos 23 (55)

> 9 anos 19 (45)
Imunofendtipo (n=42)

Linhagem B 35(83)

Linhagem T 7(7)
Global de leucdcitos ao diagnostico (n=42)

< 50.000 cel/pL 31 (74)

>50.000 cel/ pL 11 (26)
Estadiamento SNC* ao diagndstico (n=42)

SNC 1 29 (69)

SNC 2 4 (10)

SNC 3 2(5)

PLT negativa 6 (14)

PLT positiva 1(2)
Transcrito de fusdo BCR-ABL (n=39)

Positivo 1(3)

Negativo 38 (97)
Transcrito de fusdo MLL-AF4 (n=33)

Positivo 0

Negativo 33 (100)
Estratificacdo do risco ao diagndstico - GBTLI-2009 (n=42)

LLA B - Baixo Risco 14 (33)

LLA B - Alto Risco 20 (48)

LLA B - Ph* (presenca do cromossoma Ph) 1(2)

LLA T (alto risco associado a linhagem T) 7(17)

*SNC: sistema nervoso central; SNC 1: puncdo lombar ndo traumatica, auséncia de blastos; SNC 2:
puncdo lombar ndo traumatica, contagem de leucocitos < 5/uL, presenca de blastos; SNC 3: pungdo
lombar néo traumética, contagem de leucocitos > 5/uL, presenca de blastos; PLT negativa: punc¢éo lombar
traumatica (> 10 hemacias/pL), auséncia de blastos; PLT positiva: pungdo lombar traumatica (> 10

hemacias/uL), presenca de blastos.

5.1 Analise da DRM por citometria de fluxo
As amostras de medula 6ssea para acompanhamento do tratamento foram analisadas

por CF no 15° dia da quimioterapia (D15) em 41 dos 42 pacientes incluidos no estudo, sendo
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esta avaliacdo estabelecida como rotina pelo Servico de Hematologia do HC-UFMG. Um
paciente (n°13) ndo teve amostra de MO colhida no D15, por decisdo da equipe de médicos
assistentes, pois apresentava contagem elevada de blastos em sangue periférico (> 1.000/pL).
Amostras sequenciais foram analisadas no dia 35 do tratamento (D35) em 41/42 pacientes — um
paciente ndo teve amostra de MO colhida para analise da DRM neste ponto (n°13). Na semana
12 do tratamento (D78 ou periodo correspondente), foram analisadas amostras de 25/42
pacientes para avaliacdo da DRM. A Figura 3 apresenta o fluxograma das etapas executadas

para a analise de DRM por CF nas amostras dos 42 pacientes incluidos no estudo.

Auséncia de
— indicag&o clinica
(n=1)

Avaliagdo
D15

Analise de DRM
—— por CF no D15
(n=41)

Amostra ndo
— colhida
(n=1)

Amostras com LAIPs

detectados ao Avaliacgo

RS diagndstico D35
(n=42)

(n=42)

Pacientes incluidos

Analise de DRM
+—— por CF no D35
(n=41)

Amostra ndo
— colhida
(n=17)

Avaliagdo
D78

Analise de DRM
L—— por CFno D78
(n=25)

Figura 3— Fluxograma das etapas executadas para analise da DRM por citometria de fluxo nas amostras
dos 42 pacientes estudados.
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Para a deteccdo de DRM na LLA-B, os marcadores CD45, CD19, CD10 e/ou CD34
foram utilizados como estrutura fixa nas diferentes combinagdes de anticorpos. Dentre 0s
marcadores aberrantes adicionais, 0s que mais frequentemente se mostraram Uteis na distingdo
entre linfoblastos e células precursoras B normais foram o CD38, o CD123 e 0 CD58 (62,9%,
40% e 29% dos casos, respectivamente). A Tabela 4 apresenta os marcadores aberrantes
utilizados nos diversos painéis e as respectivas frequéncias de expressdo, considerando a

totalidade dos casos de LLA-B estudados (35 pacientes).

Tabela 4 — Frequéncia de expressdo dos marcadores determinantes dos imunofenétipos associados a
leucemia nos pacientes com LLA-B (n=35)

Marcadores Expressdo antigénica aberrante Frequéncia - nimero (%)
CD10 superexpressao 34 (97,1)
CD34 superexpressao 24 (68,6)
CD38 expressao fraca* 22 (62,9)
CD123 superexpressao 14 (40,0)
CD58 superexpressao 10 (29,0)
CD33 expressdo cruzada (mieloide) 4 (11,4)
CD2 expressao cruzada (linfoide T) 3(8,6)
CD7 expressao cruzada (linfoide T) 1(2,9)
CD20/CD38 expressao assincronica 1(2,9)

*Expressdo fraca do CD38 nos linfoblastos em relacéo a forte intensidade de expressdo do antigeno nas

hematog®dnias.

Para a detec¢do de DRM na LLA-T, os marcadores CD45, CD3cy (citoplasma), CD3s
(superficie), CD2 e/lou CD7 foram utilizados como estrutura fixa nos diferentes tubos, para
definicdo das células linfoides T. Dentre os marcadores aberrantes adicionais, 0s que mais
frequentemente se mostraram Uteis na deteccdo dos linfoblastos T residuais foram o TdT (71,4%
dos casos) e 0 CD99 (71,4% dos casos). A Tabela 5 apresenta os marcadores aberrantes
utilizados nos diversos painéis e as respectivas frequéncias de expressdo, considerando o total de

casos de LLA-T incluidos no estudo (n=7).
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Tabela 5 — Frequéncia de expressdo dos marcadores determinantes dos imunofenétipos associados a
leucemia nos pacientes com LLA-T (n=7)

Marcadores Expressdo antigénica aberrante Frequéncia - nimero (%)
TdT superexpressao nuclear 5(71,4)
CD99 superexpressao 5(71,4)
CD34 superexpressao 2 (28,6)
CDla superexpressao 2 (28,6)
CD79% expressao cruzada (linfoide B) 1(14,3)
CD33 expressao cruzada (mieloide) 1(14,3)

A Figura 4 ilustra exemplos de analises do presente estudo que utilizaram alguns dos

marcadores aberrantes mais frequentes.
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Figura 4 — Exemplos de deteccdo da DRM por citometria de fluxo, tendo como base o imunofenétipo
aberrante detectado ao diagndstico (amostra DO).

Painel A: analise de DRM no D35, em paciente com LLA-B (n® 20), com base na superexpressdo do
CD58; painel B: analise de DRM nos tempos D35 e D78, em paciente com LLA-B (n® 35), com base na
superexpressdo do CD123; painel C: analise de DRM nos tempos D15 e D35, em paciente com LLA-T
(n® 25), com base na superexpressio do CD99. Os calculos finais da DRM sdo apresentados
acompanhando os respectivos graficos; os resultados expressos como < 0,01% foram considerados

negativos.
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Cabe ressaltar que a combinagdo 10/34/45/19 entrou como constituinte do painel em
31/35 pacientes com LLA-B (88,6% dos casos). Dentre eles, oito apresentaram linfoblastos
negativos para 0 CD34 ao diagndstico, o que se mostrou Util na deteccdo de DRM nos pontos
D35 e D78, por auxiliar na diferenciacdo entre blastos linfoides B e precursores B normais.
Entretanto, dentre os casos que expressavam o CD34 ao diagndstico, o tubo 10/34/45/19 néo
permitiu a distincdo acurada entre linfoblastos B e hematog6nias em 6/36 amostras (16,7%; 2
amostras do D35 e 4 amostras do D78), gerando resultados falso-positivos na analise de DRM.
Nestes casos, a conclusdo do resultado foi feita a partir de outras combinac6es de marcadores
utilizadas. A Figura 5 ilustra um resultado falso-positivo de DRM pela combinagédo
10/34/45/19, em uma amostra do D78 (paciente n° 29).

vc 01032016.004

- -
S D75 - 10134145119
5 RS: 0,37%
A

a

“0® ol e e
CDIDFITS COE PaCP

T 01032016 006 o 01032016 D06

m: E nO - ”

3 g Syt D78 - 123/38/145/19
) =44 DRM (RS): < 0.01%5
a8

DO

T LT LT L TR
D45 ParCP £b24 PE

Figura 5 — Analise de DRM em amostra do D78 de paciente com LLA-B (n® 29), com o imunofendtipo
inicial: CD45" fraco, CD19", CD10", CD34", CD123", CD38" fraco.

A combinacdo 10/34/45/19 (painel superior) identificou 0,37% de eventos com imunofen6tipo aberrante
semelhante ao LAIP; a combinacdo 123/38/45/19 (painel inferior) ndo confirmou este achado,
quantificando os eventos aberrantes em niveis inferiores a 0,01% (resultado negativo da DRM). O
resultado fornecido pela combinacéo 10/34/45/19 (0,37%) foi considerado falso-positivo, em decorréncia

da presenca de precursores B normais (hematogdnias) na amostra de MO em regeneragéo.

Na avaliacdo das amostras dos pontos D35 e D78, pelo menos duas combinacfes de
anticorpos foram utilizadas em 58/66 (87,9%) analises e 3 ou 4 combinagdes foram utilizadas
em 20/66 (30,3%) analises.

A analise da DRM foi considerada positiva quando um cluster de pelo menos 10

células com fendtipo aberrante foi encontrado, dentre 0 minimo de 100.000 eventos adquiridos
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em cada tubo, o que definiu a sensibilidade analitica de 10™. O nimero de eventos adquiridos
situou-se entre 113.510 e 1.135.905 (média: 461.870) nas amostras do D15; entre 173.910 e
1.043.160 (média: 651.404) nas amostras do D35; e entre 119.925 e 1.011.645 (média: 729.466)
nas amostras do D78.

Considerando o ponto de corte de 0,01% para definicdo de positividade, a DRM foi
detectada em 36/41 amostras (87,8%) no D15, sendo 21 amostras positivas com resultados >
0,01% e < 1%; 8 amostras positivas com resultados > 1% e < 10%; e 7 amostras com DRM
detectavel em niveis > 10%. Das amostras colhidas no D35, apenas 7/41 (17,1%) apresentaram
DRM detectavel, sendo 5 amostras positivas com resultados > 0,01% e < 1%; 1 amostra com
resultado > 1% e < 10%; e 1 amostra com DRM detectavel em niveis > 10%. No D78, 7/25
(28%) amostras foram positivas, todas com resultados iguais ou inferiores a 0,1%.

De acordo com os critérios de reclassificacdo da estratificacdo de risco propostos pelo
GBTLI-2009, dos 14 pacientes inicialmente classificados como LLA-B - BR, 12 (85,7%)
permaneceram como tal, sendo na totalidade estratificados como baixo risco intermediario
(BRI). Cabe ressaltar que este grupo incluiu um paciente que apresentou DRM negativa no D15,
entretanto seguiu o protocolo preconizado para o subgrupo BRI, em funcdo da evidéncia de
infiltracdo testicular. Os outros 2 (14,3%) pacientes inicialmente classificados como LLA-B -
BR foram reclassificados como alto risco — respondedor lento (AR-RL). Dos 20 pacientes
inicialmente classificados como LLA-B - AR, 14 (70%) foram estratificados como alto risco —
respondedor rapido (AR-RR) e 6 (30%) foram estratificados como AR-RL. O paciente portador
do gene de fusdo BCR-ABL foi estratificado no subgrupo respondedor lento (RL).

Dentre os 7 pacientes portadores de LLA-T, 4 (57,1%) foram estratificados no

subgrupo respondedor rapido (RR) e 3 (42,9%) foram estratificados no subgrupo RL.

5.2 Avaliacao da concordéncia entre as técnicas de CF e microscopia

Analise comparativa entre a avaliacdo morfolégica da remissdo medular por
microscopia e a pesquisa da DRM por CF, no D15 do tratamento, revelou que dos 22 pacientes
classificados como MO M1, 19 (86,4%) apresentaram DRM detectavel no intervalo entre 0,01%
e 10,01% (média: 0,99%). Todos os pacientes classificados como MO M2 (3 pacientes) e MO
M3 (7 pacientes) apresentaram DRM positiva em proporg¢des entre 1,5% e 19% (média: 7,8%) e
0,69% a 65% (média: 19%), respectivamente. Nove pacientes apresentaram resultados
inconclusivos na avaliagdo morfologica, sendo que 7 (77,8%) deles apresentaram DRM
detectavel (0,01% a 21,8%; média 3,21%).
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Na avaliagdo do D35 do tratamento, 40/42 pacientes tiveram resultados conclusivos da
avaliacdo morfologica e pareados com as analises por CF. Destes, 39 pacientes foram
classificados como MO M1, sendo que 5 (12,8%) deles apresentaram DRM positiva (0,01% a
1,14%; média: 0,41%); apenas 1 paciente foi classificado como MO M2, tendo apresentado
DRM positiva, quantificada em 11,37%. As Tabelas 6 e 7 mostram os resultados comparativos
entre os métodos de CF e microscopia.

Tabela 6 — Comparacdo entre a avaliagdo morfoldgica do esfregaco de medula 6ssea e a DRM por
citometria de fluxo das amostras colhidas no D15, nas 42 criangas estudadas

ID D15 - microscopia D15 - CF qualitativa D15-CF
quantitativa (%)
Faixa (média)
3,5,7,9,10,11,12,15,16, MO M1 Positivo* 0,01 210,01 (0,99)
17,18,22,24,30,32,33,
38,41,42
26,34,37 MO M1 Negativo** <0,01
8,20,21 MO M2 Positivo 15219 (7,8)
4,6,14,23,25,31,40 MO M3 Positivo 0,69 a 65 (19)
1,2,19,28,29,35,39 Inconclusivo/amostra Positivo 0,01a21,8(3,21)
hipocelular
27,36 Inconclusivo/amostra Negativo <0,01
hipocelular
13 Né&o realizado N&o realizado

ID: identificagdo do paciente no banco de dados; D15: 15° dia da quimioterapia; CF: citometria de fluxo;
MO M1.: esfregaco de medula 6ssea com < 5% de linfoblastos; MO M2: esfregaco de medula 6ssea com
5 a 25% de linfoblastos; MO M3: esfregago de medula dssea com > 25% de linfoblastos

*Citometria de fluxo positivo: > 0,01%; **Citometria de fluxo negativo: < 0,01%
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Tabela 7 — Comparagdo entre a avaliagdo morfolégica do esfregago de medula éssea e a DRM por
citometria de fluxo das amostras colhidas no D35, nas 42 criangas estudadas.

ID D35 - microscopia D35 - CF qualitativa D35 - CF
guantitativa (%)
Faixa (média)

7,19,20,35,40 MO M1 Positivo* 0,01a1,14 (0,41)
1,2,3,4,5,6,8,9,10,11, MO M1 Negativo**
14,15,16,17,18,21,22,
23,24,25,26,27,28,29,
30,32,33,34,36,37,38,
39,41,42

13 MO M1 Néo realizado

31 MO M2 Positivo 11,37

12 Inconclusivo/amostra Positivo 0,01

hipocelular

ID: identificagdo do paciente no banco de dados; D35: 35° dia da quimioterapia; CF: citometria de fluxo;
MO M1.: esfregaco de medula 6ssea com < 5% de linfoblastos; MO M2: esfregaco de medula 6ssea com
5 a 25% de linfoblastos; MO M3: esfregaco de medula dssea com > 25% de linfoblastos

*Citometria de fluxo positivo: > 0,01%; **Citometria de fluxo negativo: < 0,01%

5.3 Analise da DRM por PCR

Foi possivel fazer a analise de DRM por PCR em 40/42 pacientes — um paciente nao
teve amostra de MO colhida para triagem dos rearranjos clonais de Ig e/ou TCR ao diagndstico e
0 outro ndo apresentou rearranjos clonais detectados na triagem, o que inviabilizou as analises
das amostras do seguimento. A analise de DRM por PCR no D35 foi realizada em 38/40
pacientes — dois pacientes ndo tiveram amostra de MO colhida para o teste molecular ao final da
inducdo. Na semana 12 do tratamento, foram analisados 25/40 pacientes — 15 pacientes nédo
tiveram amostra de MO colhida neste tempo de avaliacdo. A Figura 6 apresenta o fluxograma
das etapas executadas para a analise de DRM por PCR nas amostras dos 42 pacientes incluidos

no estudo.
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Pacientes incluidos no
estudo
(n=42)

Amostra do diagnostico nao
colhida para analise molecular
(n=1)

Triagem dos rearranjos
clonais
(n=41)

Auséncia de rearranjos
clonais
(n=1)

Pacientes elegiveis para
monitorizacdo da DRM
por PCR
(n=40)

Awaliacdo ao final da inducio Avaliacdo ao final da
(D35) consolidagdo (D78)

Amostra ndo Analise de DRM Amostra ndo Analise de DRM

colhida no D35 por PCR no D35 colhida no D78 por PCR no D78
(n=2) (n=38) (n=15) (n=25)

Figura 6— Fluxograma das etapas executadas para andlise da DRM por PCR convencional nas amostras dos 42

pacientes estudados.

Dentre os 35 pacientes com LLA-B, um ndo teve amostra de MO colhida para o teste
molecular ao diagnostico. Dentre os 34 pacientes avaliados, pelo menos um rearranjo clonal de
Ig/TCR foi identificado em 33 (97,1%); 20 pacientes (58,8%) apresentaram de 2 a 4 rearranjos
clonais; e 7 pacientes (20,6%) apresentaram de 5 a 7 rearranjos clonais. O rearranjo mais
frequentemente detectado na LLA-B foi de IgH (79,4% dos casos), seguido por TCRD (47,1%),
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TCRG (41,2%) e IgK (35,3%). Dentre os rearranjos de IgH, os mais frequentes foram VH3,
VH1 e VH7 (44,1%, 26,5% e 26,5% dos casos, respectivamente); dentre os rearranjos de TCRD,
Vd2Dd3 foi o mais frequente, encontrado em 38,2% dos casos; e VgIf foi o principal
representante de TCRG, presente em 26,5% dos casos. Os rearranjos de IgK (VKk1, VK2, VK3 e
Intron) foram encontrados em frequéncias semelhantes (8,8 a 14,7% dos casos). A Tabela 8
descreve as frequéncias dos rearranjos clonais detectados na LLA-B.

Tabela 8 - Frequéncia de rearranjos de Ig/TCR em 34 criancas com LLA-B

Rearranjo clonal 1g/TCR Frequéncia
IgH
VH1-FR2 9/34 (26,5%)
VH2-FR2 4/34 (11,8%)
VH3-FR2 15/34 (44,1%)
VH4-FR2 4/34 (11,8%)
VH5-FR2 4/34 (11,8%)
VH6-FR2 4/34(11,8%)
VH7-FR2 9/34 (26,5%)
DH2 5/34 (14,7%)
DH3 3/34 (8,8%)
DH7 3/34 (8,8%)
IgK
Vk1/6 4/34 (11,8%)
Vk2 4/34 (11,8%)
Vk3 3/34 (8,8%)
INTR 5/34 (14,7%)
TCRG
Vglf 9/34 (26,5%)
Vg9 4/34 (11,8%)
Vg1l 4/34 (11,8%)
TCRD
Vd2Dd3 13/34 (38,2%)

Dd2Dd3

4/34 (11,8%)

Ig: imunoglobulina; TCR: receptor de células T; LLA: leucemia linfoide
aguda; IgH: imunoglobulina de cadeia pesada; IgK: imunoglobulina de
cadeia leve Kappa; TCRG: receptor de células T gamma; TCRD: receptor de

células T delta

Os 7 pacientes (100%) portadores de LLA-T apresentaram rearranjos clonais de Ig/TCR
identificados ao diagnostico — 3 pacientes apresentaram apenas 1 rearranjo e 4 pacientes
apresentaram de 2 a 4 rearranjos clonais. O rearranjo mais frequente foi de TCRG (85,7% dos
casos), seguido por IgH e TCRD em proporcdes iguais (42,9% dos casos) e, em seguida, Sil-Tal
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(14,3% dos casos). Vglf foi o principal representante de TCRG e o Unico rearranjo que,
isoladamente, sobressaiu em frequéncia na LLA-T, tendo sido detectado em 5/7 pacientes

(71,4%). A Tabela 9 descreve as frequéncias dos rearranjos clonais detectados na LLA-T.

Tabela 9 - Frequéncia de rearranjos de Ig/TCR em 7 criangas com LLA-T

Rearranjo clonal 1g/TCR Frequéncia
IgH
DH1 17 (14,3%)
DH4 17 (14,3%)
DH6 217 (28,6%)
TCRG
Vglf 5/7 (71,4%)
Vg10 217 (28,6%)
TCRD
vd1 217 (28,6%)
Vd2Dd3 17 (14,3%)
SIL-TAL 17 (14,3%)

Ig: imunoglobulina; TCR: receptor de células T; LLA: leucemia linfoide
aguda; IgH: imunoglobulina de cadeia pesada; TCRG: receptor de células T

gamma; TCRD: receptor de células T delta

Na monitoriza¢do da DRM por PCR, foram avaliados 38/42 (90,5%) pacientes no D35
e 25/42 (59,5%) pacientes no D78. A andlise foi realizada com pelo menos 2 marcadores clonais
em 28/38 (73,7%) amostras do D35 e em 21/25 (84%) amostras do D78. O resultado foi
considerado positivo em 5/38 (13,2%) pacientes no D35, sendo 2/31 (6,5%) com LLA-B e 3/7
(42,9%) com LLA-T. Na analise do D78, a DRM se mostrou positiva em 3/25 (12%) pacientes,
sendo 1/22 (4,5%) com LLA-B e 2/3 (66,7%) com LLA-T. A Figura 7 ilustra a analise de DRM
por PCR em dois pacientes monitorados nos pontos D35 e D78 (pacientes n° 6 e n® 13).
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DO D35 D78

- 300 pb
- 200 pb

- 100 pb

Figura 7 - Exemplo de avaliacdo da DRM através da detec¢do do rearranjo de TCRG (Vglf) por PCR
convencional (analise homo/heteroduplex), com peso molecular esperado entre 200 e 255 pb.

Linhas 1, 2 e 3: paciente n° 6 (LLA-B) - amostra do diagnéstico (DO) e resultado negativo da pesquisa de
DRM nos tempos D35 e D78, respectivamente. Linhas 4, 5 e 6: paciente n® 13 (LLA-T) - amostra do
diagndstico (DO) e resultado positivo da pesquisa de DRM nos tempos D35 e D78, respectivamente.
Poliacrilamida 12%. M = marcador de peso molecular.

5.4 Avaliacdo da concordancia entre as técnicas de CF e PCR

Avaliagdes pareadas de DRM por CF e PCR foram realizadas em 61/68 (89,7%)
amostras de MO colhidas nos pontos D35 e D78. A taxa de concordancia geral entre as duas
metodologias foi de 88,5% (54/61 amostras). Foram observados 7 resultados discordantes,
ocorridos em 3/37 amostras do D35 (taxa de concordancia de 91,9%) e em 4/24 amostras do
D78 (taxa de concordancia de 83,3%). Os perfis de resultados das 68 amostras analisadas por
CF e/lou PCR estdo descritos nas Tabelas 10 e 11. Dos 7 resultados discordantes, 6
apresentaram resultados positivos por CF em niveis inferiores a 0,1% e negativos por PCR. Uma
amostra do ponto D35 apresentou resultado positivo por PCR e negativo por CF. O indice de
Kappa, utilizado para avaliar a intensidade de concordancia entre os dois métodos, revelou boa
concordéncia (indice de Kappa = 0,62; IC 95%, 0,23 — 1,01; p < 0,001) nas analises do D35 e
regular (indice de Kappa = 0,52; IC 95%, 0,09 — 0,94; p = 0,004) nas analises do D78. Os dados
da avaliagdo de concordancia entre os métodos de CF e PCR estdo descritos na Tabela 12.
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Tabela 10 — Comparacdo entre a avaliagdo da DRM por citometria de fluxo e por PCR convencional das

amostras colhidas no D35, nas 42 criancas estudadas

1D D35 CF D35 PCR
1,2,3,4,5,6,9,10,14,16,17,18,21,22,23,24,25,26,27,28,29, NEGATIVO NEGATIVO
30,32,33,34,36,37,38,39,41,42
7,31,40 POSITIVO POSITIVO
8 NEGATIVO POSITIVO
12,35 POSITIVO NEGATIVO
19,20 POSITIVO NAO REALIZADO
11,15 NEGATIVO NAO REALIZADO
13 NAO REALIZADO POSITIVO

ID: identificagdo do paciente no banco de dados; D35: 35° dia de quimioterapia; CF: citometria de fluxo;

PCR: reacdo em cadeia da polimerase

Tabela 11 — Comparacéo entre a avaliagdo da DRM por citometria de fluxo e por PCR convencional das

amostras colhidas no D78 ou periodo equivalente, nas 26 criancas estudadas

ID D78 CF D78 PCR
12,14,15,16,17,18,24,26,29,30,35,36,37,38,39,41,42 NEGATIVO NEGATIVO
13,32,40 POSITIVO POSITIVO
5,6,21,27 POSITIVO NEGATIVO
11 NEGATIVO NAO REALIZADO
20 NAO REALIZADO NEGATIVO

ID: identificagdo do paciente no banco de dados; D78: 78° dia de quimioterapia; CF: citometria de fluxo;

PCR: reacdo em cadeia da polimerase

Tabela 12 — Avaliacdo de concordancia entre os resultados da analise de DRM pelos métodos de CF e
PCR, nos pontos D35 e D78

DRM - D35 DRM - D78
PCR PCR
Negativo Positivo Total Negativo Positivo Total
CF
Negativo 31 1 32 17 0 17
Positivo 2 3 5 4 3 7
Total 33 4 37 21 3 24
Kappa/p 0,62 0,52
(IC 95%, 0,23-1,01; p < 0,001) (IC 95%, 0,09-0,94; p = 0,004)
Concordancia 34/37 =91,9% 20/24 = 83,3%
Concordancia geral 54/61 = 88,5%

DRM: doenga residual minima; D35: 35° dia de quimioterapia; D78: 78° dia de quimioterapia; CF:

citometria de fluxo; PCR: reagdo em cadeia da polimerase
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Para esclarecimento dos resultados discordantes, foi viabilizada a realizagédo de RQ-
PCR dessas amostras e de outras 5 amostras com resultados concordantes, que serviram como
“controle” do processo. As amostras “controle” apresentaram resultados da analise de DRM por
RQ-PCR concordantes com os resultados obtidos por CF e PCR. Dentre as 7 amostras
discordantes, a RQ-PCR confirmou os resultados da PCR convencional em 5 (4 amostras
negativas e 1 positiva) e os resultados da CF em 2 amostras positivas. Os resultados das

amostras analisadas pelas trés metodologias estdo expressos na Tabela 13.

Tabela 13 — Comparagdo entre as anélises de DRM por citometria de fluxo, PCR convencional e RQ-PCR
das 7 amostras com resultados discordantes, analisadas pelo Laboratério de Biologia Molecular do Centro

Infantil Boldrini, Campinas/SP

ID Linhagem Amostra DRM por CF DRM por PCR DRM por RQ-PCR
5 LLA-B D78 POS (0,02%) NEG NEG (< 0,01%)
6 LLA-B D78 POS (0,10%) NEG POS (0,00118%)
8 LLA-B D35 NEG (< 0,01%) POS POS (0,00248%)
12 LLA-B D35 POS (0,01%) NEG NEG (< 0,01%)
21 LLA-B D78 POS (0,03%) NEG NEG (< 0,01%)
27 LLA-B D78 POS (0,02%) NEG NEG (< 0,001%)
35 LLA-B D35 POS (0,06%) NEG POS (0,209%)

ID: identificacdo do paciente no banco de dados; LLA-B: leucemia linfoide aguda de linhagem B; D35:
35° dia da quimioterapia; D78: 78° dia de quimioterapia ou periodo equivalente; CF: citometria de fluxo;
PCR: reacdo em cadeia da polimerase; RQ-PCR: PCR quantitativa em tempo real; POS: positivo; NEG:

negativo

Cabe ressaltar que uma das amostras do D78 enviada como “controle” se refere a um
paciente posteriormente excluido das analises, por se tratar de um diagnéstico de recidiva de
LLA. Outras duas amostras (D35 e D78), com resultados positivos concordantes entre CF e
PCR convencional, também enviadas como “controles”, ndo tiveram as analises de RQ-PCR
realizadas - uma por inadequacdo da amostra enviada e outra por baixa sensibilidade dos

primers testados (< 107%).

5.5 Avaliacdo da associagdo entre os resultados de DRM e outros fatores prognosticos
em LLA infantil

A andlise de associacao entre os resultados de DRM por CF e PCR, nos pontos D35 e

D78, e diferentes fatores clinicos e bioldgicos determinantes do prognéstico em LLA infantil

revelou associacgdo significativa apenas entre linhagem celular acometida e DRM por PCR, nos
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dois pontos de avaliacdo (D35: p = 0,037; D78: p = 0,032). Para as analises envolvendo o fator
“linhagem celular”, optou-se por excluir o paciente portador do gene de fusdo BCR-ABL. Foi
verificado que, no D35, apenas 6,7% dos pacientes com LLA-B apresentaram resultado positivo
da DRM por PCR, enquanto, no grupo com LLA-T, 42,9% apresentaram DRM positiva. Na
avaliacdo do D78, o resultado da DRM por PCR foi negativo na maioria dos pacientes com
LLA-B (95,2%) e positivo na maioria dos pacientes com LLA-T (66,7%). N&o foram verificadas
associacOes significativas entre os resultados de DRM e os demais fatores progndsticos
avaliados - idade, contagem de leucocitos ao diagnostico (2 e 3 categorias) e envolvimento do
SNC. As anélises de associacdo entre os resultados da DRM e os fatores prognosticos estdo
descritas nas Tabelas 14 (D35) e 15 (D78).
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Tabela 14 — Analise de associagdo entre a avaliagdo de DRM no ponto D35, por CF e PCR, e fatores

clinicos e bioldgicos determinantes do prognéstico em LLA infantil

DRM D35 - CF DRM D35 - PCR
Variaveis Negativo Positivo Total Negativo Positivo Total
Idade
<9 anos 19 (82,6%) 4 (17,4%) 23 19 (90,5%) 2 (9,5%) 21
> 9 anos 15 (83,3%) 3 (16,7%) 18 14 (82,4%) 3 (17,6%) 17
Total 34 (82,9%) 7 (17,1%) 41 33(86,8%) 5 (13,2%) 38
p 1,000 0,640
Linhagem celular acometida*
Linhagem B 29 (85,3%) 5 (14,7%) 34 28 (93,3%) 2 (6,7%) 30
Linhagem T 4(66,7%) 2 (33,3%) 6 4(57,1%) 3 (42,9%) 7
Total 33(82,5%) 7 (17,5%) 40 32 (86,5%) 5 (13,5%) 37
p 0,279 0,037

Contagem de leucdcitos ao diagndstico (cel/puL) — 2 categorias

< 50.000 25(80,6%) 6 (19,4%) 31 24(88,9%) 3 (11,1%) 27

>50.000 9 (90%) 1 (10%) 10 9(81,8%) 2 (18,2%) 11

Total 34 (82,9%) 7 (17,1%) 41 33(86,8%) 5 (13,2%) 38
P 0,660 0,615

Contagem de leucdcitos ao diagnéstico (cel/pL) — 3 categorias

< 50.000 25(80,6%) 6 (19,4%) 31 24.(88,9%) 3 (11,1%) 27
50.000 }—100.000 4 (100%) 0 (0%) 4 4(100%) 0 (0,0%) 4
> 100.000 5(83,3%) 1 (16,7%) 6 5(71,4%) 2 (28,6%) 7
Total 34 (82,9%) 7 (17,1%) 41 33(86,8%) 5 (13,2%) 38

p 1,000 0,291

Envolvimento do sistema nervoso central

Negativo 32 (84,2%) 6 (15,8%) 38 31(88,6%) 4 (11,4%) 35

Positivo 2(66,7%)  1(33,3%) 3 2(66,7%)  1(33,3%) 3

Total 34(82,9%) 7 (17,1%) 41 33(86,8%) 5 (13,2%) 38
P 0,439 0,353

DRM: doenca residual minima; D35: 35° dia da quimioterapia; CF: citometria de fluxo; PCR: reagdo em
cadeia da polimerase

* A analise de associagdo com o fator linhagem celular acometida foi feita apos exclusao do paciente
portador do gene de fusdo BCR-ABL

Nota: a probabilidade de significancia (p) refere-se ao teste exato de Fisher
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Tabela 15 — Analise de associagdo entre a avaliagdo de DRM no ponto D78, por CF e PCR, e fatores

clinicos e bioldgicos determinantes de prognéstico em LLA infantil

DRM D78 - CF DRM D78 - PCR
Variaveis Negativo Positivo Total Negativo Positivo Total
Idade
< 9 anos 10 (71,4%) 4 (28,6%) 14 13(92,9%) 1 (7,1%) 14
> 9 anos 8(72,7%)  3(27,3%) 11 9(81,8%) 2 (18,2%) 11
Total 18 (72%) 7 (28%) 25 22 (88%) 3 (12%) 25
p 1,000 0,565
Linhagem celular acometida *
Linhagem B 16 (76,2%) 5 (23,8%) 21 20(95,2%) 1 (4,8%) 21
Linhagem T 1(33,3%) 2 (66,7%) 3 1(33,3%) 2 (66,7%) 3
Total 17 (70,8%) 7 (29,2%) 24 21 (87,5%) 3 (12,5%) 24
p 0,194 0,032

Contagem de leucdcitos ao diagndstico (cel/puL) — 2 categorias

< 50.000 15 (78,9%) 4 (21,1%) 19 17 (89,5%) 2 (10,5%) 19

>50.000 3 (50%) 3 (50%) 6 5(83,3%) 1 (16,7%) 6

Total 18 (72%) 7 (28%) 25 22 (88%) 3 (12%) 25
P 0,298 1,000

Contagem de leucdcitos ao diagndstico (cel/puL) — 3 categorias

< 50.000 15(78,9%) 4 (21,1%) 19 17 (89,5%) 2 (10,5%) 19
50.000 —100.000 2 (66,7%) 1 (33,3%) 3 3(100%) 0 (0,0%) 3
> 100.000 1(333%) 2 (66,7%) 3 2(66,7%) 1 (33,3%) 3
Total 18 (72%) 7 (28%) 25 22 (88%) 3 (12%) 25

p 0,339 0,579

Envolvimento do sistema nervoso central

Negativo 16 (69,6%) 7 (30,4%) 23 20 (87%) 3 (13%) 23

Positivo 2(100%) 0 (0,0%) 2 2 (100%) 0 (0%) 2

Total 18 (72%) 7 (28%) 25 22 (88%) 3 (12%) 25
p 1,000 1,000

DRM: doenca residual minima; D78: 78° dia da quimioterapia; CF: citometria de fluxo; PCR: reagdo em
cadeia da polimerase

* A analise de associagdo com o fator linhagem celular acometida foi feita apds exclusdo do paciente
portador do gene de fusdo BCR-ABL

Nota: a probabilidade de significancia (p) refere-se ao teste exato de Fisher
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5.6 Avaliacdo da influéncia da deteccdo de DRM e de outros fatores progndsticos nas
probabilidades de sobrevida global e livre de eventos
Do total de pacientes incluidos no estudo, 7/42 (16,7%) apresentaram recidiva da
doenca — 3 com diagnostico de LLA-T (2 RR e 1 RL) e 4 com LLA-B — um estratificado como
BRI, dois estratificados como AR (1 AR-RR e 1 AR-RL) e um portador do gene de fusdo BCR-
ABL. Quatro pacientes apresentaram recidiva isolada de MO e 3 apresentaram recidiva
combinada de MO e SNC. A DRM foi avaliada no D15 em 6 destes pacientes, sendo positiva
em todos eles. Na anélise do D35 por CF, a DRM foi negativa nos 6 pacientes avaliados. Os 7
pacientes foram avaliados por PCR no D35, sendo que 6 apresentaram resultados negativos,
concordantes com a CF, e apenas um apresentou DRM detectavel, entretanto, sem analise
pareada por CF. A DRM foi avaliada no D78 por CF em 4 destes pacientes, tendo apresentado
resultado positivo em 2 deles. A analise por PCR foi concordante em apenas um destes
resultados positivos. A amostra que apresentou discordéancia de resultados foi avaliada por RQ-
PCR, que confirmou a positividade da anélise por CF. Dos 7 pacientes que apresentaram
recaida, 5 evoluiram para o 6bito, no intervalo entre 1 e 6 meses apds o diagnostico da recidiva.
Os dados clinicos e laboratoriais dos pacientes que evoluiram com recidiva da LLA estdo
descritos na Tabela 16. Cabe relatar ainda que um paciente com LLA-T n&o entrou em remissao

medular e evoluiu para o ébito, oito meses apds o diagndstico inicial.



80

Tabela 16 — Dados clinicos e laboratoriais dos pacientes que evoluiram com recidiva da LLA

ID Classif Risco Recidiva Obito DRM

D15 D35 D78

CF* CF* PCR CF* PCR RQ-PCR
2 LLAB BRI MO/SNC  Nao 0,08% <0,01% NEG NR NR NR
3 LLA-T RR MO/SNC  Sim 0,02% <0,01% NEG NR NR NR
6 LLA-B AR-RL MO Sim 65% <0,01% NEG 0,10% NEG POS

(0,00118%)

13 LLA-T RL MO Sim NR NR POS 0,04% POS NR
14 LLA-B Ph+RL MO Sim 554% <0,01% NEG <0,01% NEG NR
18 LLA-B AR-RR MO Sim 053% <0,01% NEG <0,01% NEG NR
25 LLA-T RR MO/SNC Néo 1,30% <0,01% NEG NR NR NR

LLA: leucemia linfoide aguda; I1D: identificacdo do paciente no banco de dados; Classif: classificacdo da doenca
guanto a linhagem celular; D15: 15° dia de quimioterapia; D35: 35° dia de quimioterapia; D78: 78° dia de
quimioterapia ou periodo equivalente; CF: citometria de fluxo; PCR: reacdo em cadeia da polimerase; RQ-PCR:
PCR quantitativa em tempo real; BRI: baixo risco intermediario; RR: respondedor rapido; AR-RL: alto risco -
respondedor lento; RL: respondedor lento; Ph+ RL: cromossomo Philadelphia positivo - respondedor lento; AR-
RR: alto risco — respondedor rapido; SNC: sistema nervoso central; MO: medula dssea; POS: positivo; NEG:
negativo; NR: ndo realizado

*DRM < 0,01% corresponde a resultado negativo da CF

O tempo de seguimento clinico dos pacientes variou de 6 a 46 meses (mediana: 27
meses). A probabilidade estimada de sobrevida global (SGLO) aos 3,8 anos, para os 42
pacientes incluidos no estudo, foi de 75,1% (+ 9,9%). A probabilidade estimada de sobrevida
livre de eventos (SLE), aos 3,8 anos, foi de 50,5% (+ 21,4%). As Figuras 8 e 9 mostram o

comportamento dos pacientes em relacdo a SGLO e SLE, respectivamente.
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Para a analise de sobrevida considerando o fator linhagem celular, optou-se por excluir
0 paciente portador do gene de fusdo BCR-ABL. O grupo de pacientes com LLA-T apresentou

probabilidade de sobrevida global de 53,6% (£ 20,1%), significativamente menor a
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probabilidade estimada dos pacientes com LLA-B (885 + 7,6%; p = 0,001), conforme
demonstrado na Figura 10. Uma menor SGLO foi também identificada no grupo com contagem
de leucdcitos ao diagndstico igual ou superior a 50.000 cel/uL (35,8 £ 2,63%), quando
comparado aos pacientes com menos de 50.000 cel/pL (85,9 + 9,5%; p = 0,0001), conforme
ilustrado pela Figura 11. Os demais fatores prognésticos avaliados (idade, p = 0,160;
estratificacdo inicial do risco, p = 0,131; e deteccdo de DRM nos tempos D15 por CF, p =
0,705; D35 por CF, p = 0,334; D35 por PCR, p = 0,683; e D78 por CF, p = 0,328) ndo
influenciaram de forma significativa a SGLO dos pacientes estudados, até o momento da
andlise. As andlises da probabilidade de SGLO em relacdo a deteccdo de DRM no D78 por PCR
e ao envolvimento do SNC nédo foram realizadas, em fungdo do pequeno nimero de casos nos
grupos com PCR positivo e acometimento do SNC, ambos com menos de cinco casos, 0 que

torna inadequada a realizagdo de curvas de sobrevida.
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Figura 10 - Probabilidade de sobrevida global (SGLO) para 41 pacientes diagnosticados com LLA, de
acordo com a linhagem celular acometida (p = 0,001).
Nota: o paciente classificado como LLA-B - Ph* (presenca do cromossoma Ph) foi excluido da

analise.
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Figura 11 - Probabilidade de sobrevida global (SGLO) para 42 pacientes diagnosticados com LLA, de

acordo com a contagem global de leucécitos ao diagnéstico (p = 0,0001)

Os pacientes com LLA de linhagem B apresentaram SLE significativamente superior
aqueles com LLA-T (p = 0,001), conforme pode ser visto na Figura 12. Maior probabilidade de
SLE foi também observada no grupo de pacientes com contagem de leucdcitos ao diagnostico
inferior a 50.000 cel/pL, em relacdo ao grupo com leucometria igual ou superior a 50.000 cel/pL
(p = 0,00009), conforme demonstrado na Figura 13. A probabilidade de SLE néo foi avaliada
em relacdo a deteccdo de DRM no D78 por PCR e ao envolvimento do SNC, pelo mesmo
motivo relatado na analise da SGLO. Os demais fatores progndsticos avaliados (idade, p =
0,231; estratificagéo inicial do risco, p = 0,671; e deteccdo de DRM nos tempos D15 por CF, p =
0,582; D35 por CF, p = 0,336; D35 por PCR, p = 0,664; e D78 por CF, p = 0,271) nédo

influenciaram de forma significativa a SLE dos pacientes estudados, até 0 momento da anélise.
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6. Discussao

Este estudo teve como objetivo principal a comparagéo de resultados obtidos pelas
metodologias de CF e PCR convencional, na analise de DRM, em amostras de MO colhidas em
dois pontos de monitorizacdo do tratamento quimioterdpico da LLA infantil, previstos pelo
protocolo GBTLI LLA-2009 (D35 e D78). Em um primeiro momento, cabe considerar que os
dois métodos apresentam limites de sensibilidade analitica distintos, sendo a CF mais sensivel
do que a PCR (10™ e 102 a 107, respectivamente). Quanto & sensibilidade dos ensaios de CF
para a deteccdo de DRM, a literatura relata que este € um parametro que depende essencialmente
do numero total de células adquiridas e analisadas, mas também de fatores como o grau de
aberréncia da célula neoplasica detectada ao diagnodstico e a presenca de background de
precursores B normais nas amostras de acompanhamento (Coustan-Smith et al., 2010; Borowitz
et al., 2015; Wood, 2016). Neste estudo, a aquisicdo do numero minimo de 100.000 células em
cada amostra processada (médias de 651.404 e 729.466 células nos tempos D35 e D78,
respectivamente) permitiu alcancar o limite de sensibilidade analitica de 10™, considerando a
estratégia de analise previamente descrita por varios autores (Malec et al., 2001; Béné et al.,
2009; Luria et al., 2010; Thérn et al., 2011; Gaipa et al., 2012). Adicionalmente, a pesquisa
ampliada de marcadores aberrantes ao diagndstico propiciou a construcdo de painéis
informativos para a deteccdo de DRM, o que possibilitou a distingdo entre linfoblastos
leucémicos e hematogonias, na grande maioria das amostras analisadas.

No presente estudo, foi verificado maior poder de deteccdo de blastos residuais pela
CF, em comparacdo com a analise por microscopia, 0 que reforca a esséncia da pesquisa de
DRM, que se propfe a detectar blastos residuais ndo identificados pela analise morfoldgica.
Nesta casuistica, a avaliacdo de DRM por CF forneceu varios resultados positivos em amostras
de MO consideradas em remissdo pela morfologia e permitiu, ainda, a analise robusta de
amostras consideradas inconclusivas pela microscopia, demonstrando o seu melhor desempenho
na monitorizacao do tratamento da LLA.

Por outro lado, as analises de correlagdo entre os resultados de DRM obtidos pelos
métodos de CF e PCR convencional revelaram alta concordancia geral entre os dois métodos,
nos dois pontos de coleta avaliados. Este resultado foi corroborado pelos indices de Kappa, que
classificaram as intensidades de concordancia como boa e regular, nas analises dos tempos D35
e D78, respectivamente. Os resultados discordantes, verificados em 7/61 amostras, foram
esclarecidos pelo método de RQ-PCR, considerado padrdo ouro para a deteccdo de DRM.
Assim, foram identificados dois resultados falso-negativos da DRM por PCR convencional e

cinco resultados falsos da DRM por CF (um resultado falso-negativo e quatro resultados falso-
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positivos). Os resultados falso-negativos foram atribuidos ao limite de sensibilidade analitica
dos métodos. Cabe ressaltar que as amostras que apresentaram resultados falso-negativos por
PCR (pacientes n° 6 e 35) foram avaliadas com o uso de, pelo menos, trés marcadores
moleculares que, por sua vez, apresentaram interpretacdes concordantes, descartando possiveis
falhas de analise. Quanto aos resultados falso-positivos da CF (pacientes n° 5, 12, 21 e 27),
merece destaque o fato de que demonstraram a presenca de blastos residuais em proporgoes
muito baixas (0,01 a 0,03%), proximas ao ponto de corte. Revisdo retrospectiva destas analises
revelou os seguintes erros analiticos como provaveis determinantes dos resultados falsos: 1 -
baixa viabilidade celular, definida pela marcacdo com o corante SYTO 13 (< 60%), 0 que gerou
um fator de correcdo elevado no célculo da DRM, superestimando o resultado em duas
amostras; 2 - caracterizacdo erronea de células com o imunofendtipo CD19", CD10", CD45"
fraco e CD34" como blastos residuais, quando poderiam representar hematogdnias em processo
de maturacdo, em duas amostras; 3 - dificuldade de distingdo do CD38 fraco a moderado,
caracteristico dos blastos, daquele de forte intensidade, caracteristico das hematogdnias, em duas
amostras. Em estudo recente publicado por Theunissen e colaboradores (2017), que compararam
a analise de DRM por CF de alta sensibilidade e RQ-PCR, de 17 resultados discordantes dentre
227 amostras analisadas, 6 (35%) foram associados a falhas de interpretacdo dos dados de CF.
Os autores consideraram que a interpretacdo dos dados de CF depende da experiéncia técnica
dos profissionais envolvidos e também das caracteristicas da populacdo celular suspeita -
tamanho, homogeneidade e grau de aberrancia das células neoplasicas.

Considerando as questdes metodolégicas envolvidas na deteccdo de DRM por CF, foi
verificada, neste estudo, falso-positividade do tubo 10/34/45/19 em 6/36 (16,7%) amostras
colhidas nos tempos D35 e D78, em decorréncia da dificuldade de distin¢do entre linfoblastos B
e hematogonias. Esta ocorréncia é esperada e amplamente descrita na literatura, que define que a
anélise de DRM por CF em amostras colhidas em fases de regeneracdo medular (final da
inducdo da remissdo e final da consolidacdo da remissdo) requer o uso de painel amplo de
anticorpos, para distingdo acurada entre linfoblastos residuais e precursores B normais. Desta
forma, este achado reforgca a necessidade de utilizacdo de outros marcadores, que permitam
melhor caracterizagdo do imunofenotipo aberrante da célula neoplésica, garantindo resultados
confiaveis (Lucio et al., 1999; Béné et al., 2009; Briiggemann et al., 2010; Coustan-Smith et al.,
2010; Gaipa et al., 2013). Nestes casos, os resultados foram concluidos como negativos a partir
da avaliagdo dos marcadores CD123 (4 amostras), CD38 (4 amostras) e antigenos linfoides T
aberrantes (2 amostras). Quatro destas amostras apresentaram resultados negativos também pela
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PCR convencional, reforcando os resultados da CF, e duas ndo foram analisadas pelo método
molecular.

Os marcadores aberrantes utilizados neste trabalho foram selecionados dentre aqueles
avaliados em estudos prévios, que demonstraram bom desempenho na anélise de DRM por CF,
em pacientes com LLA (Irving et al., 2009; Mejstrikova et al., 2010; Coustan-Smith et al.,
2011; Patkar et al., 2012; Denys et al., 2013; Gaipa et al., 2013; Garand et al., 2013). A
frequéncia dos marcadores aberrantes detectados ao diagnostico e que se mostraram Uteis na
avaliacdo da DRM foi semelhante as descri¢cdes de outros estudos (Coustan-Smith et al., 2002;
Irving et al., 2009; Coustan-Smith et al., 2010; Fossat et al., 2015). Entretanto, a utilizagdo de
marcadores adicionais poderia ter determinado maior acuracia na deteccdo dos blastos residuais,
ja que a caracterizacdo de um maior numero de expressdes antigénicas aberrantes facilita a
distingdo entre o clone neoplasico e os precursores linfoides normais (Coustan-Smith et al.,
2011; Denys et al., 2013; Fossat et al., 2015; Theunissen et al., 2017). Restri¢6es financeiras do
estudo inviabilizaram a construcdo de um painel ainda mais amplo de anticorpos monoclonais.

Por outro lado, apesar dos estudos internacionais utilizarem citdmetros de 6 a 8 cores
para a pesquisa de DRM, foi possivel demonstrar que a analise realizada em citdmetro de 4
cores, utilizando um numero maior de combinacdes de anticorpos, apresenta performance
satisfatoria, quando comparada ao méetodo molecular. O uso de citbmetro de 4 cores &, inclusive,
previsto em publicacdo nacional recente que prop0s a padronizagdo dos ensaios de CF para a
deteccdo de DRM, considerando a realidade de grande parte dos laboratérios brasileiros (Ikoma
etal., 2015).

A frequéncia dos rearranjos de Ig/TCR detectados ao diagndstico e que se mostraram
uteis na monitorizacdo de DRM por PCR foi, em geral, semelhante aquela encontrada em
estudos brasileiros prévios que usaram metodologia similar, especialmente na LLA-B (Ganazza
et al., 2009; Scrideli et al., 2009; Assumpcéo et al., 2010; Assumpcao et al., 2013; Paula et al.,
2015). No grupo de pacientes com LLA-T, foi verificada menor frequéncia de rearranjos de
TCRG (86%) e maior frequéncia de rearranjos de TCRD (43%), em comparacdo com alguns
destes estudos - 97 a 100% para TCRG e 8,1 a 24% para TCRD (Scrideli et al., 2009;
Assumpgéo et al., 2010). Entretanto, os achados estdo de acordo com aqueles descritos em
revisao publicada por Kraszewska e colaboradores (2011) e também com os resultados de Flohr
e colaboradores (2008), que estudaram populacéo constituida por 442 pacientes com LLA-T. Ha
que se considerar que as conclusdes do presente estudo séo limitadas pelo pequeno nimero de

pacientes com LLA-T avaliados.
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Com relagdo a avalia¢do do significado prognostico dos resultados de DRM obtidos, o
estudo apresenta duas limitacfes importantes - 0 pequeno nimero de pacientes incluidos e,
consequentemente, 0 pequeno numero de eventos (recidivas e/ou obitos) ocorridos; e o periodo
curto de seguimento dos pacientes (mediana: 27 meses), em decorréncia da necessidade de
interrupcgdo das observacdes em tempo habil para finalizacdo das anélises do doutorado. Assim,
as analises de associacao entre os resultados de DRM e os demais fatores progndésticos avaliados
revelaram significancia estatistica apenas entre linhagem celular acometida e DRM por PCR,
nos tempos D35 e D78. Ja as analises de sobrevida ndo revelaram associacgéo significativa entre
0s resultados de DRM e SGLO ou SLE. Apenas a DRM detectada por PCR no D78 demonstrou
uma tendéncia a associacdo com piores probabilidades de SGLO e SLE, entretanto o pequeno
numero de resultados positivos neste tempo de avaliacdo ndo permitiu analises estatisticas
validas. Estes resultados sdo contrarios aos dados da literatura, que descrevem, de maneira
ampla, a associacdo entre DRM detectavel em diferentes fases do tratamento quimioterapico e
maior risco de recidiva da doenca e/ou 6bito (Coustan-Smith et al., 2000; Dworzak et al., 2002;
Borowitz et al., 2008; Flohr et al., 2008; Scrideli et al., 2009; Conter et al., 2010; Stow et al.,
2010; Bowman et al., 2011; Schrappe et al., 2011; Borowitz et al., 2015). Torna-se importante
ressaltar que alguns destes estudos foram conduzidos em formato multicéntrico e
acompanharam grandes populacbes de pacientes com LLA, por longos periodos de tempo
(Borowitz et al., 2008; Flohr et al., 2008; Conter et al., 2010; Borowitz et al., 2015). E plausivel
ainda supor que, além da pequena populacdo estudada e do curto periodo de seguimento clinico,
os resultados falsos, especialmente os falso-positivos da CF em niveis muito proximos ao ponto
de corte, tenham contribuido para a auséncia de associacdo progndstica. E, em relacdo aos seis
resultados negativos de DRM no D35, dentre os sete pacientes que evoluiram com recidiva, ha
que se considerar a possibilidade de resultados falsos pelos dois métodos, em funcdo dos
respectivos limites de sensibilidade analitica. No entanto, a literatura define que, apesar da
recidiva ser mais frequente em pacientes com DRM detectavel, grande parte das recidivas ocorre
em pacientes com DRM negativa. E 0 que demonstra Borowitz e colaboradores (2015) em
analise de 355 recidivas de LLA, dentre 2.473 pacientes acompanhados — 162/355 (45,6%) nao
apresentaram DRM detectavel ao final da inducéo.

Em contrapartida, ao avaliar os dados dos sete pacientes que apresentaram DRM
positiva por CF no D35, verificou-se que seis deles persistem em remissdo da doenca e apenas
um evoluiu para o 6bito, na auséncia de remissdo. Apesar da auséncia de correlacdo clinica, trés
dos resultados positivos da CF foram concordantes aos obtidos pela PCR convencional e um foi

confirmado pela RQ-PCR (PCR convencional falso-negativa). Dos outros trés resultados
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positivos da CF, dois ndo tiveram anélise pareada por PCR e um foi definido como falso-
positivo (PCR convencional e RQ-PCR negativas). Do ponto de vista evolutivo, todos haviam
apresentado DRM detectavel em avaliacdo prévia (D15) e, na avaliacdo sequencial do D78, um
persistiu positivo por CF e PCR, trés negativaram a DRM e trés ndo foram avaliados. Assim, é
plausivel supor que o pequeno tempo de seguimento clinico destes pacientes (média: 2,2 anos)
tenha contribuido para a falta de correlagéo clinico-laboratorial observada nos casos com DRM
verdadeiramente positiva, detectada por duas metodologias. Esta seria também uma justificativa
para o0 paciente que apresentou DRM positiva nos trés tempos de avaliacdo e, ainda assim,
encontra-se em remissdo da doenga ha nove meses — este periodo de acompanhamento nédo
permite excluir a possibilidade de eventos futuros.

Quanto ao seguimento dos sete pacientes que apresentaram DRM positiva por CF no
D78, dois evoluiram com recidiva da doenca seguida de ébito e cinco persistem em remisséo.
Trés destes resultados foram concordantes com aqueles obtidos pela PCR convencional, um foi
confirmado pela RQ-PCR (PCR convencional falso-negativa) e os outros trés foram definidos
como falso-positivos pela RQ-PCR. De forma semelhante ao D35, os dois pacientes com DRM
verdadeiramente positiva, que persistem em remissao, tiveram pequeno tempo de seguimento
clinico (0,8 e 1,5 anos), 0 que pode ter contribuido para a auséncia de correlacdo clinico-
laboratorial. E valido considerar que a maior ocorréncia de resultados falso-positivos da CF
neste tempo de avaliacdo pode ser justificada pela maior regeneracdo medular esperada nesta
fase, dificultando a distin¢cdo entre linfoblastos residuais e hematogonias.

Finalizando, pode-se afirmar que as limitagcdes apresentadas por este estudo podem ter
contribuido para a auséncia de associacdo entre a deteccdo de DRM e a evolugdo clinica
desfavoravel. Para alcancar resultados mais robustos, seria necessario aumentar o nimero de
pacientes acompanhados e o tempo de seguimento desta populacdo, o que seria alcangavel, mais
provavelmente, em um estudo multicéntrico. No entanto, foi possivel verificar o bom
desempenho das duas metodologias avaliadas na pesquisa de DRM, atraves dos resultados
satisfatorios obtidos nas andlises de concordancia entre métodos. Cabe considerar ainda que,
apesar da menor sensibilidade analitica apresentada pelas duas metodologias avaliadas neste
estudo, em comparagdo com a RQ-PCR, o uso combinado da CF e da PCR convencional
permitiu a avaliagdo de DRM nos dois pontos de coleta, em todos os pacientes incluidos. Ambos
os metodos requerem infraestrutura e capacitacdo técnica encontradas, prioritariamente, em
centros especializados, mas apresentam custo acessivel a regides com recursos financeiros
restritos. Assim, um servigo que ja conta com a metodologia de CF disponivel para o

diagnostico e classificagdo imunofenotipica das leucemias agudas dependera, essencialmente, da
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aquisicdo de anticorpos monoclonais adicionais para realizar os ensaios de detec¢cdo de DRM. O
custo da PCR convencional também ndo se mostra invidvel, ja que a técnica é baseada no uso de
primers de consenso e ndo demanda sequenciamento dos rearranjos génicos, confeccdo de
primers especificos para cada paciente ou automacio para deteccdo do produto amplificado. E
conhecido que a PCR convencional apresenta baixo limite de sensibilidade analitica (10 a 10°
%), 0 que limita 0 seu uso para o reconhecimento dos pacientes com risco muito baixo de
recidiva, classificados como BRV pelo protocolo GBTLI-2009. Entretanto, € importante
ressaltar que, dentre as 61 amostras avaliadas simultaneamente pelos dois meétodos, apenas 2
(3,3%) apresentaram resultados falso-negativos pela PCR convencional, definidos pela RQ-
PCR. Por outro lado, a PCR convencional se mostra adequada para identificar pacientes de alto
risco, para os quais pode estar indicada a intensificacdo do tratamento, conforme demonstrado
em estudos prévios (Scrideli et al., 2009; Stanulla et al., 2009; Paula et al., 2015; Scrideli et al.,
2015).

Desta forma, a partir dos resultados deste estudo, assim como ja demonstrado em
estudos anteriores, pode-se inferir que o uso combinado da CF e da PCR convencional na
analise de DRM, em diferentes pontos do tratamento quimioterapico da LLA infantil, pode ser
considerado uma estratégia valida e acessivel a regides menos favorecidas, permitindo a
monitorizacdo do tratamento em um maior numero de criancas acometidas pela doenca. Assim,
considerando a realidade dos diferentes centros brasileiros de referéncia para tratamento da LLA
infantil, seria possivel propor, como alternativa para os locais menos estruturados, o uso da CF
e/ou da PCR convencional em substituicdo a RQ-PCR, na deteccdo de DRM nos pontos D35 e
D78, previstos pelo protocolo GBTLI-2009. Esta estratégia, aparentemente tida como um
retrocesso em termos tecnologicos, possivelmente permitiria a monitorizacdo do tratamento
quimioterapico da LLA infantil de forma mais ampla, completa e acessivel aos diferentes

Servigos e a um maior numero de pacientes.
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7. Conclusotes

“Imunofenétipos associados a leucemia” (LAIPs) foram identificados por CF nas
amostras do diagnostico dos 42 pacientes incluidos no estudo. Os marcadores aberrantes que
mais frequentemente se mostraram Uteis na avaliagdo de DRM nos pontos D35 e D78 foram o
CD38, 0 CD123 e 0 CD58.

Rearranjos clonais dos genes de 1g/TCR foram identificados por PCR convencional em
40 das 41 amostras analisadas ao diagndstico. Pelo menos dois rearranjos génicos de Ig/TCR
foram detectados em 31 destes pacientes. Rearranjos de IgH foram os mais frequentes na LLA-
B (79,4% dos casos), enquanto rearranjos de TCRG foram os mais freqlientes na LLA-T (85,7%

dos casos). Estes achados estdo de acordo com relatos prévios de outros estudos.

As técnicas de imunofenotipagem por CF e PCR convencional, usadas para a
monitorizacdo de DRM em criancas e adolescentes tratados de acordo com o GBTLI LLA-2009,
forneceram resultados concordantes em 54 (88,5%) das 61 amostras colhidas nos tempos D35 e

D78 do tratamento quimioterapico.

O indice de Kappa revelou boa concordancia (Kappa = 0,62; p < 0,001) nas andlises do
D35 e concordancia regular (Kappa = 0,52; p = 0,004) nas andlises do D78, entre as técnicas de

CF e PCR convencional.

A anélise complementar por RQ-PCR, das sete amostras com resultados discordantes
entre CF e PCR convencional, identificou quatro resultados falso-positivos da CF, um falso-

negativo da CF e dois falso-negativos da PCR convencional.

Foi verificada associacdo significativa entre linhagem celular acometida e DRM por
PCR convencional nos tempos D35 e D78, tendo sido maior a proporg¢éo de resultados positivos
de DRM dentre os pacientes com LLA-T.

Os grupos de pacientes com LLA-T e leucometria ao diagnostico igual ou superior a
50.000 células/uL apresentaram probabilidades de SGLO e SLE inferiores aos grupos de
pacientes com LLA-B e leucometria ao diagndstico abaixo de 50.000 cel/pL, respectivamente.
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As analises de sobrevida ndo revelaram associacao significativa entre os resultados da
pesquisa de DRM e as probabilidades de SGLO ou SLE dos pacientes estudados. Entretanto, o
pequeno numero de casos e o periodo relativamente curto de seguimento clinico destes pacientes

podem ter contribuido para a auséncia de significancia estatistica dos resultados.

Apesar das limitacbes mencionadas, os resultados do presente estudo sugerem que a
estratégia de uso combinado da CF e da PCR convencional na analise de DRM, nos pontos D35
e D78 do tratamento quimioterapico da LLA infantil, pode ser valida e acessivel a centros com
restrices de recursos financeiros e tecnoldgicos, permitindo a monitoriza¢do do tratamento em

maior nimero de criancas acometidas pela doenga.
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ANEXO 3 - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

TCLE1
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
INFORMAGOES DOS PESQUISADORES AOS REPRESENTANTES LEGAIS

Titulo da pesquisa: Estudo comparativo da deteccdo de Doenca Residual Minima, pelas
técnicas de imunofenotipagem por citometria de fluxo e PCR quantitativa em tempo real,
em criancas e adolescentes com diagnostico de Leucemia Linfoide 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 linfoide aguda (LLA) e esta sendo tratado
de acordo com o protocolo de tratamento denominado GBTLI-2009. As pesquisadoras
responsaveis pelo estudo sdo as Professoras Benigna Maria de Oliveira e Juliana Maria
Camargos Rocha.

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

O tratamento dos pacientes com diagnéstico de leucemia linfoide aguda (LLA) é feito com o
uso de quimioterapia. No Hospital das Clinicas da UFMG o tratamento quimioterapico € feito de
acordo com um protocolo chamado GBTLI 2009, o qual é adotado em varios hospitais do
Brasil. Nesse protocolo, a resposta do paciente ao tratamento é avaliada apds 15, 35 e 78 dias
do inicio do tratamento com a utilizacdo do mesmo exame que foi realizado na ocasido do
diagndstico — mielograma. Nesse exame é coletada amostra de sangue da medula 6ssea
para avaliagdo do numero de células leucémicas (blastos) ainda presentes na medula éssea. A
resposta precoce ao tratamento, com rapida redugdo das células leucémicas, é considerada
importante fator indicador de boa evolugéo e de baixo risco de recaida da doenca.

No entanto, diversos estudos mostraram que apenas a contagem das células leucémicas pode
ndo ser suficiente para uma boa avaliacdo dessa resposta ao tratamento e foram
desenvolvidas outras técnicas para avaliacdo das células leucémicas residuais. Essas
técnicas/exames (imunofenotipagem por citometria de fluxo e PCR quantitativa em tempo real -
RQ-PCR) permitem a deteccédo de células leucémicas em propor¢cdes menores que aquelas
alcancadas pela avaliagdo tradicional (morfoloégica), sendo a presenca destas células
denominada Doenca Residual Minima (DRM). Acredita-se que os estudos relacionados a DRM
poderdo auxiliar na definicdo de tratamento mais adequado para os pacientes com LLA.

O objetivo desse estudo é comparar as técnicas de imunofenotipagem por citometria de fluxo e
de RQ- PCR, como métodos de avaliacdo da Doenca Residual Minima, em criancas e
adolescentes em tratamento para LLA. As pesquisadoras querem avaliar se uma das técnicas
€ melhor do que a outra ou se as duas devem ser utilizadas conjuntamente.

A realizacdo desses exames ja esta prevista no protocolo de tratamento utilizado por seu filho.
O mielograma devera ser colhido nos dias 15, 35 e 78 do tratamento para avaliagcéo tradicional,
a qual serd complementada por essas novas técnicas. Nao sera realizado nenhum exame com
finalidade exclusiva da pesquisa.

Os riscos mais frequentemente relacionados a coleta do mielograma s&o dor e sangramento
local. Para minimizar esses efeitos a coleta sera feita por médico treinado, com uso de
anestesia local ou sob sedagdo (com anestesia no bloco cirdrgico), de acordo com a indicagao
do seu médico.

Caso concorde com a participacdo de seu filho na pesquisa vocé estard dando o seu
consentimento para que os prontuarios médicos do paciente sejam consultados pelos
pesquisadores para obtencdo de dados clinicos (diagndstico, tipo de tratamento, resposta ao
tratamento) e laboratoriais (resultados de exames).



101

O tratamento do paciente ndo serd alterado em fungdo da pesquisa. Os resultados dos exames
(citometria de fluxo e RQ-PCR) serdo comunicados ao médico responsavel pelo tratamento de
seu filho para que ele tome decisdes de acordo com o previsto no protocolo de tratamento.

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 receberéo
remuneragao por participar do estudo.

A sua participacdo é muito importante. Esperamos que os resultados dessa pesquisa ajudem a
melhorar o tratamento e as chances de cura dos pacientes com leucemia. Os dados coletados
neste trabalho serdo confidenciais. Apenas os responsaveis pela pesquisa terdo acesso aos
dados coletados.

NOs responderemos a qualquer questao relativa ao estudo, agora ou em qualquer momento
que for necessério. Os telefones de contato do Servico de Hematologia para contato comas
pesquisadoras sdo os seguintes: 34099397 e 34099207. Vocé também podera consultar o
Comité de Etica em Pesquisa da UFMG (Avenida Antonio Carlos, 6627, Unidade Administrativa
Il, 2° andar, sala 2005. Telefone 34094592).

CONSENTIMENTO POS-INFORMADO

Eu, abaixo assinado, declaro que apés ter sido
convenientemente esclarecido sobre a pesquisa “Estudo comparativo da detecg¢dao de
Doenca Residual Minima, pelas técnicas de imunofenotipagem por citometria de fluxo e
PCR quantitativa em tempo real, em criancas e adolescentes com diagndstico de
Leucemia Linfoide Aguda”, consinto em participar na qualidade de responséavel pelo
paciente , até que eu decida em contrario.

Belo Horizonte, de de 200

Assinatura do responsavel:
Assinatura do paciente (criangas de 7 a 12 anos):
Assinatura do pesquisador:

TCLE 2
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
INFORMAQC)ES DOS PESQUISADORES AO PACIENTE
com idade de 13 anos a 17 anos

Titulo da pesquisa: Estudo comparativo da detec¢cao de Doenca Residual Minima, pelas
técnicas de imunofenotipagem por citometria de fluxo e PCR quantitativa em tempo real,
em criancas e adolescentes com diagnostico de Leucemia Linfoide Aguda.

Antes de vocé aceitar participar desta pesquisa é necessario que vocé compreenda as
explicacBes a seguir.

Esta declaragdo esclarece o objetivo, exames, beneficios, riscos, desconfortos e
cuidados durante a pesquisa. Também estabelece o seu direito de desistir de sua participacéo
a qualquer momento

Durante o seu tratamento vocé fard um exame chamado mielograma. O mesmo exame
feito antes de vocé iniciar o tratamento. O exame sera feito mais trés vezes (15, 35 e 78 dias
apos o inicio do tratamento). Durante esse exame sera colhido sangue para verificar se vocé
esta tendo uma boa resposta ao tratamento. O sangue coletado sera avaliado por trés técnicas
(tipo de exame) diferentes. Objetivo da pesquisa é comparar duas dessas técnicas
(imunofenotipagem por citometria de fluxo e PCR quantitativa em tempo real - RQ-PCR) para
verificar se uma delas é melhor ou se as duas devem ser utilizadas.

Caso vocé e seus pais, ou responsaveis, concordem com a participa¢do na pesquisa, o
seu prontuario médico (ficha médica) sera consultado pelos pesquisadores para que eles
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obtenham informacdes sobre os resultados de seus exames e do seu tratamento. O seu
tratamento ndo sera modificado.

Vocé tera que fazer os mielogramas mesmo que nao esteja participando desta pesquisa,
pois eles fazem parte da avaliacdo do seu tratamento. Durante a realizacdo do exame pode
vocé poderd sentir dor. Para evitar que isso aconteca vocé recebera medicamentos chamados
anestésicos. O tipo de medicamento sera indicado pelo seu médico.

Vocé continuara a ser atendido no Servico de Hematologia do Hospital das Clinicas
da UFMG, sem prejuizo ao seu cuidado, mesmo que nado concorde com a sua participacdo no
estudo ou, ainda, que desista de participar em qualquer momento. A sua participacdo € muito
importante. Apenas os responsaveis pela pesquisa terdo acesso aos seus dados.

Ndés responderemos a qualquer ddvida que vocé tiver sobre a pesquisa. Os telefones de
contato do Servico de Hematologia sdo os seguintes: 34099397 e 34099207. Os nomes dos
pesquisadores responsaveis sdo: Profa® Juliana Maria Camargos Rocha e Prof? Benigna Maria
de Oliveira. Vocé também poderéa consultar o Comité de Etica em Pesquisa da UFMG (Avenida
Anténio Carlos, 6627, Unidade Administrativa Il, 2° andar, sala 2005. Telefone 34094592).

CONSENTIMENTO POS-INFORMADO

Eu, abaixo assinado, declaro que entendi as
informacdes sobre a pesquisa “Estudo comparativo da deteccdo de Doenga Residual
Minima, pelas técnicas de imunofenotipagem por citometria de fluxo e PCR quantitativa
em tempo real, em criancas e adolescentes com diagndéstico de Leucemia Linfoide
Aguda”, consinto em participar na qualidade de paciente, até que eu decida em contrario.

Belo Horizonte, de de 200

Assinatura do responsavel:
Assinatura do paciente (criancas de 13 a 17 anos):
Assinatura do pesquisador:

TCLE 3
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
INFORMACOES DOS PESQUISADORES AOS PACIENTES
com idade 2 18 anos

Titulo da pesquisa: Estudo comparativo da detec¢cdo de Doenca Residual Minima, pelas
técnicas de imunofenotipagem por citometria de fluxo e PCR quantitativa em tempo real,
em criancas e adolescentes com diagnostico de Leucemia Linfoide Aguda.

Vocé esta sendo convidado a participar dessa pesquisa porque tem o diagndstico de leucemia
linfoide aguda (LLA) e estd sendo tratado de acordo com o protocolo de tratamento
denominado GBTLI-2009. As pesquisadoras responséaveis pelo estudo sdo as Professoras
Benigna Maria de Oliveira e Juliana Maria Camargos Rocha.

Antes de vocé aceitar participar desta pesquisa € necessario que vocé compreenda as
explicacBes 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.

O tratamento dos pacientes com diagnéstico de leucemia linfoide aguda (LLA) é feito com o
uso de quimioterapia. No Hospital das Clinicas da UFMG o tratamento quimioterapico é feito de
acordo com um protocolo chamado GBTLI 2009, o qual é adotado em varios hospitais do
Brasil. Nesse protocolo, a resposta do paciente ao tratamento é avaliada apés 15, 35 e 78 dias
do inicio do tratamento com a utilizacdo do mesmo exame que foi realizado na ocasido do
diagndstico — mielograma. Nesse exame é coletada amostra de sangue da medula 6ssea
para avaliacdo do nimero de células leucémicas (blastos) ainda presentes na medula éssea. A
resposta precoce ao tratamento, com rapida reducdo das células leucémicas, é considerada
importante fator indicador de boa evolugéo e de baixo risco de recaida da doenca.
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No entanto, diversos estudos mostraram que apenas a contagem das células leucémicas pode
ndo ser suficiente para uma boa avaliacdo dessa resposta ao tratamento e foram
desenvolvidas outras técnicas para avaliacdo das células leucémicas residuais. Essas
técnicas/exames (imunofenotipagem por citometria de fluxo e PCR quantitativa em tempo real -
RQ-PCR) permitem a deteccédo de células leucémicas em proporcBes menores que aquelas
alcancadas pela avaliacdo tradicional (morfolégica), sendo a presenca destas células
denominada Doenca Residual Minima (DRM). Acredita-se que os estudos relacionados a DRM
poderdo auxiliar na definicdo de tratamento mais adequado para os pacientes com LLA.

O objetivo desse estudo € comparar as técnicas de imunofenotipagem por citometria de fluxo e
de RQ- PCR, como métodos de avaliacdo da Doenca Residual Minima, em criancas e
adolescentes em tratamento para LLA. As pesquisadoras querem avaliar se uma das técnicas
€ melhor do que a outra ou se as duas devem ser utilizadas conjuntamente.

A realizacdo desses exames ja esta prevista no protocolo de tratamento utilizado por seu filho.
O mielograma devera ser colhido nos dias 15, 35 e 78 do tratamento para avaliagdo tradicional,
a qual serd complementada por essas novas técnicas. Nao sera realizado nenhum exame com
finalidade exclusiva da pesquisa.

Os riscos mais frequentemente relacionados a coleta do mielograma sdo dor e sangramento
local. Para minimizar esses efeitos a coleta sera feita por médico treinado, com uso de
anestesia local ou sob sedag&o (com anestesia em bloco cirdrgico), de acordo com a indicac¢éo
do seu médico.

Caso concorde com sua participacdo na pesquisa vocé estard dando o seu consentimento para
que os prontuarios médicos do paciente sejam consultados pelos pesquisadores para obtencao
de dados clinicos (diagndéstico, tipo de tratamento, resposta ao tratamento) e laboratoriais
(resultados de exames).

O seu tratamento ndo serd alterado em funcdo da pesquisa. Os resultados dos exames
(citometria de fluxo e RQ-PCR) seréo comunicados ao médico responsével pelo seu tratamento
para que ele tome decisGes de acordo com o previsto no protocolo de tratamento.

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

A sua participacao é muito importante. Esperamos que os resultados dessa pesquisa ajudem a
melhorar o tratamento e as chances de cura dos pacientes com leucemia. Os dados coletados
neste trabalho serdo confidenciais. Apenas o0s responsaveis pela pesquisa terdo acesso aos
dados coletados.

Nés responderemos a qualquer questéo relativa ao estudo, agora ou em qualquer momento
que for necessério. Os telefones de contato do Servico de Hematologia para contato comas
pesquisadoras sdo os seguintes: 34099397 e 34099207. Vocé também podera consultar o
Comité de Etica em Pesquisa da UFMG (Avenida Antdnio Carlos, 6627, Unidade Administrativa
Il, 2° andar, sala 2005. Telefone 34094592).

CONSENTIMENTO POS-INFORMADO

Eu, abaixo assinado, declaro que apés ter sido
convenientemente esclarecido sobre a pesquisa “Estudo comparativo da detecg¢do de
Doenca Residual Minima, pelas técnicas de imunofenotipagem por citometria de fluxo e
PCR quantitativa em tempo real, em criancas e adolescentes com diagnostico de
Leucemia Linfoide Aguda”, consinto em participar na qualidade de responsavel pelo
paciente , até que eu decida em contrario.

Belo Horizonte, de de 200

Assinatura do paciente (idade 218 anos):
Assinatura do pesquisador:
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ANEXO 4 - PLANEJAMENTO GLOBAL GBTLI LLA-2009

a) LLA B-DERIVADA

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

=148 anos

< 50.000 |euccritos Diagn
Sem acometimento em SN
Sem citogenitica de risco

21 29 anos

= 50.000 leucdcitos Diagn.
SNC-3

Ploidia < 46 crom.

Baixo Risco

Prefase 7 dias
PRED + MTX IT

Alto Risco

Prefaze PRED DI&S1a7
+MTH T
Respondedor Ripido Respondedor Lento
(Subgrupo RR) (Subgrupeo RL)

INDUCAO D8 - D35 INDUCAO D8 - D35
=1000 hlastos no 08 e MO Mg com =1000 hlastos no D& efau MO M, com
CF-DREM =10% no D15 CF-DRM=10% no D15

Se D2 X 1000 blastosimm?
transferir para Grupo AR

INDUCAD (sem. 1 e 2)
YCR, DEX, DNR, L-ASP

Bali0 RISCO W ERDADEIRD [ BRY)
MO Mo
CF-DRM negativa [ < 0,01%)

BAINO RISCO INTER MEDW RI0 [ BRI)

Rl
CF-DRM pasitina (= 0,01% < 10%)

CFROMM: 1Fe D16
——)
|NDU(;'E\O Crupg ALTO RBCD
[ semanas 3ed )
WCR, DEX, L-&ap, MADIT
+ DR D22 e D29

YCR, PRED, DNR (D8, D15) L-Asp X6

WCR, PRED, DR (08, D15) L-Asp X6
(D8 - D20)

INOUGAD (D8 - D20)
[ =emanas 3e4)
WCR, DEX, L-zp, MADIT

COMTINUAGAD DA INDUGAQ

YR, PRED +DNR Dias 22 e 25 + L-Azp (D22 a D32)
+ Ciclofosfamids (D22)

COMTIMUAGAD DA IMDUGAD

WCR, PRED + DNR Dia 22 + L-Asp (D22 a D32)
D35 PCR-DRM negativa (< 109

RCC D345 Avaliagdo citoldgica e da DRM PCR-DRM podde (107

. D26 danchir
BACrURD ALTO RAECD

D35 PCR-DRM positiva (= 107

CONSOLIDAGED DA REMESHD
(4 =emanas )
B-MP/ ARA-CFMADIT

CONSOLIDAGHD D& REMESED
(4 zemanas )
B-MPS ARA-CIMADIT
+CICLO

CONSOLIDAGAD D& REMISSAOD (3 semanas)
YP-1E, Ara-C, BTG, WCR, PRED, EMP- MTX +
2ciclos de MTX 2gin?

CONSOLIDAGAD D& REMISSAO (9 semanas)
3Blocos : VEDA COPADM J/ VEDA,

FASE DE INTENS
BMP, MTH 20,

IFICAGAD [ 8 semanas)
im? X4, MADIT (4)

CONSOLIDAQ.E.O TARDIA
(8 semanas )
WCR, DEXA, DOHO,
L-ASP, ARA-C,
BTG, MADIT (3)

[ate] NSOLIDAQAO TARDIA,
(8 semanss )
YCR, DEXA, DOKO,
L-45P, AR&-C, BTG,
MADIT (3) + CICLO

Sorteio

Grupo 1

Grupo 2

MTX doze fixa / G-MP
MADIT (oo 8 sem)

MTX doze escalonadal G MP
MADIT ( cd & sem.)

Referéncia: GBTLI, 2009

INTEMSIFIC A

VCR, ADRI&, PRED, L-8SP

(;I\o (8 semanas)
VBTG, Ara-C, WP-16, MADIT

INTERFASE [ 8 semanss)
YR, PRED, BMP- MTX + 2 Ciclos MTX 2g/m2

INTERFASE (5 semanas)
YCR, PRED, B-MP- MTX + 3 Ciclas MTX Sgim2

“CR, PRED, DMR, L-85P +

CONSOL\DAQKO TARDIA (8 semanas)

BT, CICLO, ARA-C,MADIT

RT SMC 126Gy se GB 2100000/ mm3 efoy Subgrupo RL. Se SNC-3RT com 158Gy

Sorteio

Grupo 1

Grupo 2

MTx doze fixa f B-MP
MADIT (cd 8 sem). Pulsos YCRIPRED mensais x 12

MTX doze escalonadal G MP
MADIT (cd & sem.). Pulsos YCRPRED mensais x 12,




b) LLA T-DERIVADA
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Planejamento Global GBTLI LLA-2009
LLA T-DERIVADA

Prefase PRED diatai + MIX IT

Respondedor Rapido
Subgrupo RR

Respondedor Lento
Subgrupo RL

INDUGAD D8 - D35
<1000 blastos DB e MO M, ¢/ CF-DRM < 10% no D15
wCR, PRED, DNR (D8, D2, D10, D15)
CICLO 1g/m? D8 + L-Aspx9

INDUGAD DB - D35
21000 blastos DB efou MO M, of CF-DRM 2 10% no D15
YCR, PRED, DNR (D8, D9, D10, D15)
CICLO 1g/fm? D8 + L-Asp x93

CONTINUAGAD DA INDUGAD
YCR, PRED + DMR Dia 22 + L-Asp (D22 2 D32)
D35 PCR-DRM negativa (< 10%)

CONTINUAGAD DA INDUGAD
WCR, PRED + DNR Dias 22 e 23 + L-Asp (D22 a D32)
+ Ciclofosfamida (D22

D35 PCR-DRM pesitiva (= 102)

CONSOLIDACAO DA REMISSAC ( 8 semanas )
CICLO | Ara-C,6TG WCR, PRED, B-MP, MTX

+2 Ciclos MTX 2g/m?

CONSOLIDACAO DA REMISSAC (8 semanas)
3Blocos: VYEDA/COPADM /! VEDA

1% Mormenta THO

INTENSIFICA

CAO (8 semanas)
VCR, ADRIA, PRED, L-ASP, BTG, Ara-C, VP-16

INTERFASE { & semanas)
VR, PRED, BMP- MTX + 2 Ciclos HD-WMTX 2g/m?

INTERFASE (8 semanas)
VCR, FRED, 6-MP- MTX + 3 Ciclos HD-MTX 5g/im?

27 Mamento THMO

CONSOLID}'—'\QI\O TARDIA (8 semanas)
VCR, PRED, DNR, L-ASP + B-TG, CICLO, ARA-C
RT SMC 12 Gy se GB 2100.000/mm? efou Subgrupo RL. Se SNC-3 RT com 18 Gy

- Sorteio S

Grupo 1

Grupo 2

WTX 200mgim? cd 3 sem (dose fixa) / 6 MP
Fulsos mensais VCRFRED + MADIT cd 8 sem.

MTH 200mgfm? cd 3 sem, escalonada até 200 mg/m? /6 MP

Fulsos mensais VCRFPRED + MADIT cd 8 sem.

Referéncia: GBTLI, 2009
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¢) LLA Ph* (presenca do cromossoma Ph™)

Protocolo GBTLI LLA-2009 LLA Ph*
Prefase | PRED dias1a7 +MTX IT |

I 1
Respondedor Rapido Respondedor Lento
Subgrupo RR Subgrupo RL
INDUCAO D8 — D35 INDUCAC D8 — D35
Blast. 1000/mm? no D8 e MO M, of CF-DRM < 10% no D15 Blast. 2 1000/rmm® no D8 efou MO by of CF-DRM = 10% no D15
YCR, PRED, DNR (D9, D10) L-Asp % 6 { D16 - 28) VCR, PRED, DNR (D9, D10) L-Asp X 6 { D16 - 28)
Continuagédo da indugdo CoRfihUAC Ao, da. Hducas
VCR, FRED +DNR D22 + L-Asp x 9 (D16 a 33) g PRFD i %NRDE%SB- (2:‘.‘ l*'];"”fp ?‘d3 (['J:’zzzz a26)
D35 PCR-DRM negative { < 107 Hmatinibe (Dl 33)r Clclofos famida
D35 PCR-DRM positivo (= 10-%)
CONSOLIDAGAD DA REMISSAC (3 semanas) BLOGO 1
YP-16, Ara-C, BTG + Imatinibe D1- 21 IFO, ¥P-16 + Imatinibe D1 - 14
BLOCO 2 BLOCO 2
MTX 2gim? BTG, CICLO, Ara-C MTX Sgirr?, BTG, CICLO, Ara-C
BLOCO 3 BLOCO 3
MTH 2oim?2 BMP, Ara-C, L-ASP T Suim? BMP, Ara-C, L-Asp
12 Momento ThAOr
Intensificagdo (8 semanas)
WCR, PRED, ADRIA, L-ASP, Ara-C, BTG + Imatinibe (dias 1- 22 & 30—51)
BLOCO 2 BLOCO 3
MT 2gim?, BTG, CICLO, Ara-C MTX Sgi?, GMP, Ara-C, L-Asp
BLOCO 2
BLOCO 3
MT3 2gim? BMP, BTG, Ara-C, L-Asp MTX Sgim?, BTG, CICLO, Ara-C
BLOCO 1

IFQ, WP-16 + Imatinibe D1- 14

2% Momenta TMO

CONSOLIDAQ;&O TARDIA (8 semanas)
YCR, PRED, DMR, L-ASP, CICLO, 6-TG, WP-16, ARA-C + Imatinibe (dias 1-14 & 28— 50)
RT SMC 12Gy se = 100.0000mm? efou Subgrupo EL. Se SNC-32 RT com 18Gy

MANUTENGAD (18 meses)
BMP + MTH Intermitente dose fixa 200 mgin2. Pulsos & cd 6 semanas o/ VYCRDEXAS, Imatinibe (PULSO &) aternando of CICLOfAra-Cl imatinibe (PULSO B).
MADIT & cd & sem. durante tods & Terapia de Manutengéo (exceto pf o pacientes iradiados).

Referéncia; GBTLI, 2009
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d) LLA DO LACTENTE (< 12 meses)

Planejamento Global GBTLI LLA-2009

Grupo Lactente { < 12 meses )

MLL (+) PAC. SEM DOADOR

E c Intensificagéo, Interfase, Consolidacéo tardia
Fase A Fase B|—| Fase e Manutengéo como para pac. sem reamanjo MLL

Prefase (7 dias) MO TMO
: e 1° momento | |2° momento
‘ > Indugéo (14 dias)

FISH MLL (-)

Continuagfo rlmensiﬁcagéo] Interfase] Consolidagao tardia Magiutencag
Indugdo | J ) 12 meses

<«

Referéncia: GBTLI, 2009



ANEXO 5 - DADOS CLINICOS E LABORATORIAIS DA POPULACAO DE
ESTUDO

PACIENTE IDADE DIAG GENERO LEUCOCITOS (cellnl) LINHAGEM  SNC

1 9.8 F 2.490 LLA-B SNC 1
2 22 M 1.700 ILLA-B SNC 1
3 10 M 387.000 LLA-T SNC 1
4 4.6 F 34750 LLA-T SNC 1
5 7.8 F 1.510 ILLA-B SNC 1
6 15 M 55.150 LLA-B PLT NEG
7 0.8 F 660 ILLA-B PLT NEG
8 6.7 M 5.360 LLA-B SNC 1
9 16.4 F 3.430 LLA-B SNC 1
10 3 F 9240 ILLA-B SNC 1
11 1.7 M 3.690 LLA-B SNC 1
12 5.3 M 4.020 ILLA-B SNC 1
13 18 M 173.400 LLA-T PLT NEG
14 5.6 M 12.540 ILLA-B SNC 1
15 11.9 M 11.250 LLA-B PLT NEG
16 7.7 F 10.890 LLA-B SNC 1
17 35 F 10.080 ILLA-B SNC 1
18 153 F 4870 LLA-B SNC 1
19 13 M 1.770 ILLA-B SNC 1
20 6.2 F 2.890 ILLA-B SNC 1
21 27 M 4620 LLA-B SNC 1
22 1.7 M 123.700 ILLA-B SNC 1
23 16 M 2.440 LLA-B PLT NEG
24 12.1 M 3.610 LLA-B SNC 1
25 134 M 284.000 LLA-T SNC 1
26 15 M 90.910 LLA-T SNC 1
27 3.6 F 239.900 ILLA-B SNC 1
28 10.2 M 2.010 ILLA-B SNC 1
20 16.6 M 3.130 ILLA-B SNC 1
30 11.6 M 75.720 ILLA-B SNC 2
3l 5.8 M 572.000 LLA-T SNC 3
32 28 F 1.590 ILLA-B PLT NEG
33 4.1 F 59.320 LLA-B SNC 2
34 4.1 M 38.970 LLA-B SNC 1
35 4.7 M 5.630 ILLA-B SNC 1
36 12,5 F 47.210 LLA-B PLT POs
37 8.8 M 144250 ILLA-B SNC 1
38 2.7 F 9.800 ILLA-B SNC 2
39 14.7 M 2.170 LLA-B SNC 1
40 12 M 3.140 LLA-T SNC 2
41 26 F 28.080 LLA-B SNC 3
42 4.8 M 13.070 LLA-B SNC 1

Idade diag: idade ao diagnostico; F: feminino; M: masculino; SNC: sistema nervoso
central; SNC 1: puncdo lombar ndo traumatica, auséncia de blastos; SNC 2: punc¢do
lombar ndo traumatica, contagem de leucdcitos < 5/uL, presenca de blastos; SNC 3:
punc¢do lombar ndo traumatica, contagem de leucocitos > 5/uL, presenga de blastos; PLT
neg: pungdo lombar traumatica (> 10 hemdcias/uL), auséncia de blastos; PLT pos:
puncdo lombar traumatica (> 10 hemacias/pL), presenga de blastos.
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PACIENTE BCR-ABL

1

—1 S U B e

=]

11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
il
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42

NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NR
NEG
NEG
POS
NEG
NEG
NEG
NEG
NR
NEG
NEG
NR
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG

ETVe6-RUNX1
NEG
POs
NEG
NEG
NEG
NR
NEG
NEG
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TCF3-PBX1 MILL-AF4 DISMORF D15 CEF*

NEG

INCONC
INCONC
MO M1
MO M3
MO M1
MO M3
MO M1
MO M2
MO M1
MO M1
MO M1
MO M1
NR
MO M3
MO M1
MO M1
MO M1
MO M1
INCONC
MO M2
MO M2
MO M1
MO M3
MO M1
MO M3
MO M1
INCONC
INCONC
INCONC
MO M1
MO M3
MO M1
MO M1
MO M1
INCONC
INCONC
MO M1
MO M1
INCONC
MO M3
MO M1
MO M1

0.02
0.08
0.02
0.69
0.43
65.00
0.66
19.00
0.01
1.01
0.09
0.01
NR
5.54
10.01
1.99
0.03
0.53
0.01
1.50
2.96
0.03
15.30
0.22
1.30
=0,01
=0.01
0.37
0.06
0.04
20,01
0.64
0.07
=0.01
21.80
=10.01
=0,01
2.20
0.15
25.40
0.87
0.02

Neg: negativo; Pos: positivo; NR: ndo realizado; D15 morf: morfologia de medula 6ssea no 15°
dia de tratamento; Inconc: resultado inconclusivo; MO M1: esfregaco de medula éssea com < 5%
de linfoblastos; MO M2: esfregaco de medula dssea com 5 a 25% de linfoblastos; MO M3:
esfregaco de medula 6ssea com > 25% de linfoblastos; D15 CF: anélise de DRM por citometria
de fluxo no 15° dia de tratamento.

* DRM por citometria de fluxo considerada positiva quando > 0,01%.



PACIENTE D35 MORF
1 MO M1
2 MO M1
3 MO M1
4 MO M1
5 MO M1
6 MO M1
7 MO M1
§ MO M1
9 MO M1
10 MO M1
11 MO M1
12 INCONC
13 MO M1
14 MO M1
15 MO M1
16 MO M1
17 MO M1
18 MO M1
19 MO M1
20 MO M1
21 MO M1
22 MO M1
23 MO M1
24 MO M1
25 MO M1
26 MO M1
27 MO M1
23 MO M1
29 MO M1
30 MO M1
31 MO M2
32 MO M1
33 MO M1
34 MO M1
35 MO M1
36 MO M1
3 MO M1
38 MO M1
39 MO M1
40 MO M1
41 MO M1
42 MO M1

D35 CF
=0.01
= 0,01
=0.01
= 0,01
=001
=001

0,02
=001
= 0,01
=001
=001

0,01

NR
=0.01
= 0,01
=0.01
=001
= 0,01

0.01

1.14
=001
=001
=0.01
=001
=0.01
=001
=0.01
=0.01
= 0,01
=0.01

11,37
=0.01
=001
= 0,01

0.06
= 0,01
=001
= 0,01
= 0,01

0.81
=0.01
=001

D3SPCR D78CF

<001
=001
<001
=001
<001
0.06
<001
<001

D78 PCR RISCO INICIAL

NE
NE

NEG
POs
NEG
NEG

LLA B-AR
1LIA B-BR
LIAT
LIAT
LLA B-BR
LLA B- AR
LLA B- AR
1ILA B-BR
LLA B- AR
1ILA B-BR
1ILA B-BR

LLA B- AR
ILIA B-BR
LLA B- AR
LLAT
LLA B- AR
LIA B-BR
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Neg: negativo; Pos: positivo; NR: ndo realizado; D35 morf: morfologia de medula dssea no
35° dia de tratamento; Inconc: resultado inconclusivo; MO M1: esfregago de medula 6ssea
com < 5% de linfoblastos; MO M2: esfregagco de medula dssea com 5 a 25% de linfoblastos;
D35: 35° dia de tratamento; D78: 78° dia de tratamento; CF: citometria de fluxo; PCR: reacdo
em cadeia da polimerase; BR: baixo risco; AR: alto risco; Ph+: cromossomo Philadelphia

positivo.

* DRM por citometria de fluxo considerada positiva quando > 0,01%.



PACIENTE RECLASSIF RISCO
1 ILAB-ARRR
2 LLA B-BRI
3 LLAT-RE
4 LLAT-RE
5 LLA B-BRI
6 ILAB-ARRL
7 LLAB-ARRR
8 LLAB-ARERL
9 LLAB-ARRR

10 LLA B-BRI
11 LLA B-BRI
12 LLAB-ARRR
13 LLAT-RL
14 LLA B-Pi+RL
15 ILAB-ARERL
16 LLA B-BRI
17 LLA B-BRI
18 LLAB-ARRR
19 LLAB-ARRR
20 LLA B-BRI
21 LLA B-BRI
22 LLAB-ARRR
23 ILAB-ARERL
24 LLAB-ARRR
25 LLAT-RR
26 ITAT-RR
27 ILAB-ARRL
28 LLAB-ARRR
29 LLAB-ARRR
30 LLAB-ARRR
31 LLAT-RL
32 LLA B-BRI
33 LLAB-ARRR
34 ILAB-BRI*
35 ILAB-ARRL
36 LLAB-ARERL
37 LLAB-ARERL
38 LLA B-BRI
39 LLAB-ARRR
40 LLA T-RL
41 LLAB-ARRR
42 LLA B-BRI

CENS EVENTOS

RECIDIVA
RECIDIVA

RECIDIVA

RECIDIVA
RECIDIVA

RECIDIVA

RECIDIVA

AUSENCIA DE REMISSAO

CENS GLOBAL

OBITO

OBITO

OBITO
OBITO

OBITO

OBITO

SGLO
3.88
3.847
0.526
3.754
3.614
2335
3.562
3.554
3.496
34
3.329
3.381
1.38
3.075
3.058
299
2,984
2.366
2.806
2.653
2,601
2.363
2275
2.218
2,174
201
1.914
1.859
1.848
1.818
0.704
1.503
1.454
1.361
1.087
1.032
0.988
0.975
0.958
0.835
0.726
0.641

111

SLE
3.88
3.661
0.411
3.754
3614
2.209
3.562
3.554
3.496
34
3.329
3.381
0.991
2916
3.058
2.99
2.984
1.845
2.806
2.633
2.601
2.363
2275
2.218
1.711
2.01
1.914
1.839
1.848
1.818
0.003
1.503
1.454
1.361
1.087
1.032
0.988
0.975
0.958
0.835
0.726
0.641

Reclassif risco: reclassificacdo do risco; BRI: baixo risco intermediério; AR-RR: alto risco-
respondedor rapido; AR-RL: alto risco-respondedor lento; RR: respondedor répido; RL:
respondedor lento; Ph+ RL: cromossomo Philadelphia positivo - respondedor lento; Cens:
censura; SGLO: sobrevida global (anos); SLE: sobrevida livre de eventos (anos).
*Paciente n°34 alocado para o protocolo de tratamento preconizado para o subgrupo LLA B-BRI
em funcéo da evidéncia de infiltracdo testicular.
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ANEXO 6 - DECLARACAO DE APROVACAO DA DEFESA DE TESE

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS

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

FOLHA DE APROVACAO

ESTUDO COMPARATIVO DA DETECGAO DE DOENGCA RESIDUAL MINIMA
PELAS TECNICAS DE IMUNOFENOTIPAGEM POR CITOMETRIA DE FLUXO E
REAGAO EM CADEIA DA POLIMERASE, EM CRIANCAS E ADOLESCENTES
COM DIAGNOSTICO DE LEUCEMIA LINFOIDE AGUDA

JULIANA MARIA CAMARGOS ROCHA
Tese submetida a Banca Examinadora designada pelo Colegiado do Programa de Pos-
Graduagdo em Ciéncias da Salde, Saide da Crianga ¢ do Adolescente, como requisito para

obtengfio do grau de Doutor em Ciéncias da Satde, Satde da Crianga e do Adolescente, drea
de concentracdo em Ciéncias da Saide.

Aprovada em 29 de novembro de 2017, pela banca constituida pelos membros:

Prof¥ Benjdnd Maria de Oliveira - Orientadora
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Belo Horizonte, 29 de novembro de 2017.



