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RESUMO

OBJETIVOS: Caracterizar o tipo de infiltragdo liquorica e a evolugdo de criangas com leucemia linféide
aguda (LLA) diagnosticadas no Servico de Hematologia do Hospital das Clinicas da UFMG. Classificar as
criangas com LLA de acordo com o grau de infiltragdo em Sistema Nervoso Central (SNC) e de acordo
com a ocorréncia, ou ndo, de sangramento trauméatico durante a punc¢do liquérica (PL). Avaliar a

incidéncia e identificar os fatores de risco para o acometimento do SNC ao diagndstico e as recidivas.

PACIENTES E METODOS: Foram estudados, retrospectivamente, os pacientes com idade inferior a 18
anos, diagnosticados com LLA no periodo de margo de 2001 a agosto de 2009, submetidos ao protocolo
de tratamento do Grupo Cooperativo Brasileiro para Tratamento da Leucemia Infantil - GBTLI LLA-99. Os

dados clinicos e laboratoriais foram coletados por meio da revisdo dos prontuérios.

RESULTADOS: A populagéo estudada consistiu de 199 pacientes. O tempo de seguimento variou de
dois dias a 8,7 anos (mediana de 3,3 anos). Da popula¢do estudada, 57% s&o meninos (114/199). A
idade ao diagnoéstico variou de dois meses a 16,8 anos (mediana de 5,59 anos). Os dados sobre os
resultados do primeiro LCR foram encontrados em 194 pacientes. A distribuicdo dos pacientes conforme
a classificagdo do LCR ao diagnéstico foi: SNC1 (puncédo lombar (PL) ndo traumética, auséncia de
blastos) - 61%, SNC2 (PL n&o traumatica, contagem de leucécitos inferior a 5/ul, presenca de blastos) -
1%, SNC3 (PL ndo traumética, contagem de leucécitos superior ou igual a 5/ul, presenca de blastos) - 0,
PLT negativa (PL traumética, auséncia de blastos) - 37% e PLT positiva (PL traumética, presenca de
blastos) - 1%. Em 155 pacientes foram coletados dados sobre o local onde a primeira puncéo foi
realizada. O procedimento foi realizado na enfermaria, sem sedacgéo, em 43% dos pacientes (67/155) e,
no bloco cirdrgico, sob seda¢do profunda, em 57% (88/155). Foi avaliada a possivel associagdo entre
“puncao lombar traumatica” e as seguintes variaveis: idade, contagem de leucdcitos ao diagndstico, local
onde o procedimento foi realizado, e contagem de plaguetas prévia ao procedimento. Foi observada
associacgdo significativa apenas entre idade e PL traumética. A mediana de idade foi de 3,3 anos para os
pacientes que apresentaram puncado traumatica e de 6,1 anos, para aqueles que ndo a apresentaram
(p=0,0004). A probabilidade estimada de Sobrevida Global aos 5 anos para todo o grupo foi de 69,5%
(+3,6%). A probabilidade estimada de Sobrevida Livre de Eventos aos 5 anos para todo o grupo foi de
58,8% (+4,0%), sendo 76,2% (+5,4%) e 46,6% (+5,3%) para os grupos de baixo e alto risco para recaida,
respectivamente (p=0,00002). A recidiva em SNC ocorreu em 18 (9%) dos 199 pacientes, em 11 dos
quais de forma isolada. A incidéncia acumulada de recidiva em SNC (isolada ou combinada) para todo o
grupo foi 10,9% em 8 anos. A incidéncia acumulada de recidiva em SNC foi avaliada de acordo com o
imunofendtipo ao diagnéstico (B versus T), a contagem de leucdcitos ao diagndstico, o intervalo entre o
diagndstico da LLA e a primeira PL, e a presenga ou ndo de trauma na primeira PL. A comparac¢éo entre

as criancas com leucometria ao diagndstico acima ou abaixo de 50.000/mm? revelou uma diferenga muito



acentuada, sendo a incidéncia acumulada bem mais elevada nas criangas com hiperleucocitose. As

outras comparag¢des ndo mostraram diferenca na incidéncia de recidiva em SNC entre 0s grupos.

CONCLUSOES: A incidéncia acumulada de recidiva no SNC (isolada ou combinada) no presente estudo
foi superior a observada em estudos internacionais. A SLE aos cinco anos foi inferior aos resultados
relatados na literatura. Leucometria inicial superior ou igual a 50.000/mm3, classificagdo em grupo de alto
risco para recidiva, e atraso na realizagdo da primeira pungéo lombar (acima de sete dias) foram fatores
de mau prognéstico em relacdo a SLE. Foi observada, também, alta incidéncia de punc¢do lombar
traumética ao diagnéstico, sendo a idade o Unico fator associado com trauma na punc¢éo. A contagem de
leucocitos ao diagndstico acima de 50.000/mm3 foi o Unico fator associado a uma maior incidéncia de

recidiva em SNC.

Palavras chave: leucemia linféide aguda, diagnéstico, terapia, liquido cefalorraquidiano



ABSTRACT

OBJECTIVES: To describe the status of central nervous system (CNS) infiltration and the outcome of
children with acute lymphoblastic leukemia (ALL) diagnosed at the Hematology Service, Hospital das
Clinicas, Federal University of Minas Gerais (UFMG), Brazil. To classify the children with ALL according to
the degree of CNS involvement and the occurrence, or not, of traumatic bleeding due to lumbar puncture

(LP). To evaluate the incidence and identify the risk factors for CNS infiltration at diagnosis and at relapse.

PATIENTS AND METHODS: Patients less than 18 years old, with a diagnosis of ALL between March
2001 and August 2009, treated according to the Grupo Cooperativo Brasileiro para Tratamento da
Leucemia Infantil — GBTLI LLA-99, were enrolled in this retrospective study. Clinical and laboratory data

were obtained via chart review.

RESULTS: The study population consisted of 199 patients. The follow up period ranged from two days to
8.7 years (median: 3.3 years). Boys comprised 57% of the studied population (114 out of 199). Median
age at diagnosis ranged between two months and 16.8 years (median: 5.59 years). Data on first
cerebrospinal fluid results were obtained in 194 patients. Patient distribution with regard to CNS
involvement at diagnosis was as follows: CNS1 (atraumatic LP; absence of blasts) - 61%; CNS2
(atraumatic LP; leucocyte count less than 5/ul; presence of blasts) - 1%; CNS3 (atraumatic LP; leucocyte
count equal or superior to 5/ul; presence of blasts) — 0; negative TLP (traumatic LP; absence of blasts) -
37%; and positive TLP (traumatic LP; presence of blasts) - 1%. Data on place where first LP was
performed were collected in 155 patients. In 43% of patients (67 out of 155), LP was performed in the
hospital ward, without anesthesia, and, in 57% (88 out of 155), in the operating room, under deep
sedation. A possible association between “traumatic lumbar puncture” and the following variables was
evaluated: age, leucocyte count at diagnosis, place where LP was first performed, and platelet count
before the procedure. The only significant association observed was that between age of the patient and
traumatic lumbar puncture. Median age was 3.3 years for the patients who presented traumatic lumbar
puncture and 6.1 years, for those who did not (p=0.0004). The estimated probability of Overall Survival at
5 years for the whole group was 69.5% (+3.6%). The estimated probability of Event Free Survival (EFS) at
5 years for the whole group was 58.8% (+4.0%). An estimated EFS of 76.2% (+5.4%) and of 46.6%
(+5.3%) were observed in the low-risk and the high-risk (for relapse) groups, respectively (p=0.00002).
CNS relapse occurred in 18 (9%) of the 199 patients, 11 of whom had isolated relapses. The cumulative
incidence of CNS (isolated or combined) relapse for the whole group was 10.9% at 8 years. The
cumulative incidence of CNS relapse was evaluated according to the immunophenotype (B versus T) at
diagnosis, the leucocyte count at diagnosis, the interval between diagnosis of ALL and first LP, and the
presence or absence of trauma at first LP. There was a significant difference between the children with an

absolute leucocyte count of more or of less than 50.000/mm®: The cumulative incidence of CNS relapse



was much greater in those with hiperleucocytosis. The other comparisons between the groups did not

show any significant difference as to the occurrence of CNS relapse.

CONCLUSIONS: The cumulative incidence of (isolated or combined) CNS relapse in the present study
was superior to that of international studies. The EFS at five years was inferior to the results reported in
the literature. Initial leucocyte count greater than or equal to 50.000/mm3, allocation to a high risk group,
and delay (over 7 days) in first lumbar puncture were poor prognostic factors regarding EFS. A high
incidence of traumatic lumbar puncture at diagnosis was also observed. Age was the only variable
associated with trauma in this procedure. A leucocyte count at diagnosis of more than 50.000/mm?3 was

the only factor associated with a greater incidence of CNS relapse.

Key words: acute lymphoblastic leukemia, diagnosis, drug therapy, radiotherapy, cerebrospinal fluid
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1. INTRODUCAO

A leucemia é a neoplasia mais comum da infancia, sendo que a leucemia linféide
aguda (LLA) corresponde a 80% dos casos. A sobrevida das criancas com LLA
melhorou drasticamente nos ultimos 40 anos. Na década de 60, as taxas de cura
estavam entre 5% a 10%. Atualmente, nos principais centros de tratamento
aproximam-se dos 90%. (LANINGHAM et al, 2007; PIETERS et al, 2010; PUI et al,
2006; SEIBEL, 2008)

Apesar de todo o avango em relagédo ao tratamento da LLA, ainda existem aspectos a
serem melhorados, como a toxicidade das medicagdes a curto e longo prazo, as
neoplasias secundarias e as recidivas. Dentre eles destaca-se a dificuldade de
abordagem dos pacientes recidivados, que correspondem a aproximadamente 20% da
populagdo tratada. (CARROLL et al, 2003; KRISHNAN et al, 2010; NGUYEN et al,
2008; PUI et al, 2008; ZIEGLER et al, 2005)

Alguns fatores observados ao diagnostico ja estdo comprovadamente relacionados a
uma maior chance de recidiva da doenca. Entre eles: idade, contagem de leucocitos,
imunofenadtipo e alteragbes cromossdmicas das ceélulas leucémicas, e a resposta a fase
inicial do tratamento. Com base nos fatores de risco, sdo elaborados os principais
protocolos de tratamento, por meio da combinacdo de quimioterapicos com maior ou
menor intensidade. (LANINGHAM et al, 2007; PIETERS et al, 2010; PUI et al, 2006;
SEIBEL, 2008).

A recidiva da LLA € a principal causa de falha do tratamento (GAYNON, 2005). Pode
ocorrer isolada ou combinadamente na medula 6ssea e em sitios extramedulares

(como sistema nervoso central e testiculos).

Os fatores prognosticos para as recidivas ndo sdo bem estabelecidos como ao
diagndstico inicial. Sabe-se que o0s pacientes que apresentam recidiva mais
tardiamente e aqueles que apresentam recidiva em sitio extramedular isolado tém

maior chance de cura. Porém, a maioria dos pacientes recidivados evolui para obito.
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(GAYNON, 2005; HAGEDORN et al, 2007; KRISHNAN et al, 2010; NGUYEN et al,
2008)

Uma das principais dificuldades em relacdo a abordagem do paciente recidivado
encontra-se na pouca participacdo destes pacientes em ensaios clinicos e,
consequentemente, na escassez de protocolos especificos para tratamento das
recidivas (GAYNON, 2005). Diante da ineficacia do tratamento atual das recidivas, o
enfoque dos estudos esta direcionado para a deteccdo dos fatores de risco ao

diagndstico e a intensificacdo do tratamento inicial para minimizar os riscos de recaida.

O sistema nervoso central (SNC) é o sitio extramedular mais acometido ao diagndstico
(< 5% dos pacientes) e as recidivas (até 30 a 40% dos pacientes) (PUI, 2003; PUI et al,
2008). Os fatores de risco ao diagndéstico de LLA ja relacionados com recidiva em SNC
sdo: imunofendtipo T dos blastos leucémicos, presenca de alteracdes citogenéticas —
1(9;22) e t(4;11), hiperleucocitose e presenca de infiltracdo em SNC (PUI et al, 2004). O
tratamento direcionado ao SNC € um dos marcos na melhora da sobrevida da LLA nas
dltimas décadas. E realizado através da quimioterapia intratecal (IT), quimioterapia
sistémica em altas doses e/ou radioterapia (RT) (PIETERS et al, 2008; SEIBEL, 2008).
Apesar de todo avanco, a recidiva em SNC ainda é um obstaculo a cura destes

pacientes.

O Servico de Hematologia Pediatrica do Hospital das Clinicas da Universidade Federal
de Minas Gerais (HC - UFMG) € referéncia para tratamento de doencas
oncohematoldgicas, sendo responsavel pelo acompanhamento de um ndmero
significativo de criangcas com LLA (aproximadamente 20 casos novos/ano). Faz parte

do Grupo Brasileiro para Tratamento de Leucemias na Infancia (GBTLI).

O presente estudo tem como objetivo analisar a incidéncia de recidiva no SNC e o0s
fatores de risco para sua ocorréncia nas criancas tratadas pelo protocolo do Grupo
Brasileiro para Tratamento de Leucemias na Infancia LLA-99 (GBTLI-LLA99), iniciado
em 2001, de acordo com as caracteristicas citolégicas do liquido cefalorraquidiano

(LCR) e a classificacao quanto a infiltracdo do SNC ao diagnostico.

16



17

Este estudo dé& continuidade a linha de pesquisa do Servico de Hematologia Pediatrica
do HC — UFMG que se dedica ao estudo das leucemias na infancia. Com analise
retrospectiva dos dados, pretende fornecer subsidios para deteccdo de fatores de risco
para recidiva em SNC nesta populagéo, para elaboracdo de protocolo especifico para
tratamento da recidiva em SNC e proposta de novos métodos diagndsticos para

deteccao de células leucémicas no LCR.

1.1. REVISAO DA LITERATURA

1.1.1. PRINCIPIOS DO TRATAMENTO DA LLA

O tratamento da LLA nos diversos protocolos de estudo € baseado na quimioterapia
sistémica com intensidade variavel de acordo com estratificacdo de risco. Os pacientes
sao divididos em grupos de maior ou menor risco de recaida da doenca e, assim, 0s
pacientes de maior risco recebem um tratamento mais agressivo e, 0s pacientes de
menor risco recebem tratamento efetivo sem exposicdo a efeitos colaterais
desnecessérios. A classificacdo de risco € baseada em fatores ja estabelecidos pela
literatura: idade ao diagndstico, leucometria inicial, imunofendtipo e alteracdes
citogenéticas das células leucémicas e resposta ao tratamento. A resposta a fase
inicial do tratamento € fundamental na avaliacdo do risco de recaida da doenca.
Inicialmente era realizada através da observacéo da diminuicdo do niumero de blastos
no sangue periférico apés uma semana do uso da prednisona e remissao morfologica
da doenca na medula 0ssea apds uma a trés semanas de quimioterapia com mdaltiplos
agentes (PIETERS et al, 2008; REITER et al, 1994; SCHRAPPE, 2008).Atualmente, a
determinacédo da resposta ao tratamento pode ser realizada pela deteccdo da doenca
residual minima (DRM) na medula 6ssea através de técnicas de citometria de fluxo e
biologia molecular (CAMPANA, 2009; CONTER and BARTRAM et al, 2010; KANG et
al, 2010; SCHRAPPE, 2008; SCRIDELI et al, 2004). A pesquisa de DRM nas fases
iniciais do tratamento tem grande impacto na estratificacdo de risco de recaida da LLA
e, ja foi incorporada na maioria dos protocolos. No Brasil, o GBTLI iniciard em 2010
novo protocolo de tratamento, o LLA-2009, que implementara a pesquisa de DRM

(SCRIDELI et al, 2009) para todos os pacientes incluidos no estudo.
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Independente da estratificagdo de risco, a base do tratamento para qualquer grupo é a
combinacéo de quimioterapicos com diferentes mecanismos de acdo. O tratamento, em
geral, é dividido em fases com objetivos especificos: inducdo da remisséao,
consolidacdo e intensificacdo da remissdo, manutencdo, associadas a profilaxia e/ou
tratamento direcionado para o SNC A fase de indugédo tem como objetivo a remissao
completa da doenca e restauracdo da hematopoiese normal, atingindo tal resultado em
guatro a seis semanas de tratamento em mais de 95% dos pacientes. As fases de
consolidacéo e intensificacdo sdo mais intensivas, com uso de Vvarios quimioterapicos,
como o0 metotrexato em altas doses, para minimizar o surgimento de clones resistentes
as drogas. A manutencao € a fase mais prolongada, com dois a trés anos de duracao.
Geralmente séo utilizadas doses diarias de 6-mercaptopurina (6-MP) e semanais de
metotrexato, associadas ou ndo a pulsos de vincristina e corticéides, com o objetivo de
reduzir o risco de recaida da doenca. O tratamento pré-sintomatico do SNC é
componente essencial dos regimes terapéuticos e sera detalhado posteriormente.
(PIETERS et al, 2008; SEIBEL, 2008)

1.1.2. LEUCEMIA NO SISTEMA NERVOSO CENTRAL

1.1.2.1. HISTORICO

Na década de 50, descreveu-se uma sindrome de aumento da pressédo intracraniana
em pacientes com leucemia, a partir do que surgiram os primeiros relatos de infiltracéo
no SNC pela LLA (EVANS et al,1970). Véarios autores observaram sintomatologia
semelhante em seus pacientes, além de outros sintomas, como ganho ponderal
acentuado associado a sindrome hipotalamica (HARDISTY et al, 1967). O diagnéstico
de infiltracdo do SNC foi realizado através da observacdo de células leucémicas no
LCR destes pacientes (EVANS et al,1970; HARDISTY et al, 1967; WEST et al,1972).
Coincidentemente com um aumento na sobrevida dos pacientes com leucemia, foi
observado um aumento na incidéncia de acometimento do SNC, que ocorria em cerca
de 50% dos pacientes relatados em estudos dos anos 60-70 (EVANS et al,1970). Na
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ocasido foi observado que a contagem de plaguetas abaixo de 50.000/mm3, a
leucometria ao diagnostico acima de 10.000/mms3 e a presenca de linfadenomegalia e
hepatoesplenomegalia eram fatores de risco para a leucemia em SNC (WEST et
al,1972). Também foi observado que aqueles pacientes que apresentavam remissao
medular prolongada, principalmente nos primeiros 18 a 24 meses, tinham grande

chance de evoluir com acometimento de SNC.

As primeiras tentativas de tratamento da leucemia em SNC foram realizadas por meio
de quimioterapia IT com metotrexato e radioterapia craniana. A maioria dos pacientes
apresentava boa resposta inicial, porém rapidamente recidivavam, com sobrevida
mediana relatada de 7,5 meses ap6s o primeiro diagnéstico da infiltragdo meningea
(EVANS et al,1970).

Desde entdo, a leucemia em SNC é preocupacdo constante no tratamento da LLA, e
varios estudos foram realizados na tentativa de detectar fatores de risco para seu

acometimento e melhores estratégias para sua prevencao e tratamento.

1.1.2.2. FISIOPATOLOGIA

As células leucémicas podem infiltrar o SNC através de varios mecanismos, inclusive
de forma iatrogénica através de puncdo lombar traumética. As principais vias de
introducdo dessas células no SNC seriam: por extensdo da medula 6ssea do cranio ao
espaco subaracnoide através das veias comunicantes; entrada no LCR pelo plexo
coroide; invasdo do parénquima cerebral via capilares cerebrais; ou infiltragcdo direta
das leptomeninges via lesbes 6sseas do cranio. Os blastos ainda podem invadir as
raizes nervosas e chegar ao espacgo subaracndéide através do forame neural, e os
cloromas podem se estender pelo forame intervertebral e entrar no espago extradural
(PINKEL et al,1994; PRICE et al, 1973; PUl et al, 2008; UNAL et al, 2008).
Essencialmente a leucemia em SNC é uma doenca da leptomeninge, com progressao

para o paréngquima nos estagios mais avancados.
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1.1.2.3. QUADRO CLINICO

A maioria dos pacientes com leucemia no SNC sdo assintomaticos, sendo a infiltragéo
meningea descoberta através da puncdo lombar ao diagndstico. Nos casos
sintométicos o paciente podera apresentar cefaléia, vomitos, convulsdes, irritabilidade,
alteracdes relacionadas a paralisia dos nervos cranianos (principalmente do lll, VI e VII
pares), sangramento em SNC, ou compressao da medula espinhal. (LANINGHAM et al,
2007; PUI et al, 2008)

1.1.2.4. DIAGNOSTICO

A definicdo de infiltracdo leucémica no LCR classicamente utilizada foi elaborada no
Workshop de Roma (MASTRANGELO et al,1986), e considera infiltracdo se houver
mais de cinco leucécitos/pl e presenca inequivoca de linfoblastos na amostra apos
citocentrifugagcdo. O acometimento de nervos cranianos e a presenca de massa
cerebral, que pode ocorrer isoladamente ou em combinacdo com a presenca de células
leucémicas no LCR, também é critério diagndstico para o acometimento do SNC
(LANINGHAM et al, 2007).

Alguns estudos avaliaram o significado da presenca de linfoblastos no LCR com
contagem de células abaixo de cinco leucdcitos/ul. Mahmoud e colaboradores (1993)
observaram maior incidéncia acumulada de recidiva no SNC nos pacientes que
apresentavam linfoblastos no LCR com contagem de células abaixo de cinco
leucécitos/pl quando comparados com 0s pacientes que ndo apresentavam linfoblastos
no LCR ao diagnostico (13% versus 4%). A partir desses resultados os autores criaram
novas categorias para classificacdo do LCR ao diagnostico: SNC 1 - auséncia de
blastos; SNC 2 — contagem de leucdcitos < 5/ul com presenca de blastos e SNC 3 —
contagem de leucécitos = 5/ul com presenca de blastos. Pesquisadores do Berlin-
Frankfurt-Munster (BFM) também observaram maior incidéncia de recidiva em SNC
nos pacientes classificados como SNC2 quando comparados com aqueles
classificados como SNC1 (10% versus 4%) (BURGER et al, 2003). Maior incidéncia de
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recidiva no SNC no grupo SNC2 também foi observada por pesquisadores do Pediatric
Oncology Group (POG), 11.6% versus 5,3% no grupo SNC1 (PUI, 2006). Tal diferenca
na incidéncia acumulada de recidiva no SNC né&o foi encontrada pelos pesquisadores
do Children’s Cancer Group (CCG), SNC1 - 6,5% versus SNC2 — 11,8% (GILCHRIST
et al,1994), e do Dutch Childhood Oncology Group (DCOG) SNC1 - 3,6% versus
SNC2 - 5,4% (Te LOO et al, 2006). A discrepancia entre os resultados dos diversos
protocolos pode ser explicada pela diferenca de intensidade do tratamento e na
selecdo dos grupos de pacientes estudados (PUI, 2003). Em relacdo a puncao lombar
traumatica (presenca de 10 ou mais hemécias/ul), varios estudos observaram pior
sobrevida livre de eventos (SLE) naqueles pacientes que apresentaram trauma na
primeira puncdo associado a presenca de linfoblastos no LCR (Tabelal) (BURGER et
al, 2003; GAJJAR et al, 2000; Te LOO et al, 2006). Os autores cogitam possiveis
explicacdes para tal observacdo nos pacientes com puncdo lombar traumatica positiva:
introducédo iatrogénica de blastos circulantes no sangue periférico para o espaco de
circulacdo do LCR, doenca mais avancada, presenca de sangue no LCR poderia
ocultar o diagnéstico de infiltracdo no SNC e menor efetividade do tratamento intratecal
apos puncédo traumatica por formacdo de hematoma e segmentacdo da membrana
subaracndide (GAJJAR et al, 2000; PUI, 2003).

Para detectar possiveis fatores de risco para puncdo lombar traumatica em pacientes
com LLA, foi realizado estudo retrospectivo no St. Jude Children’s Research Hospital
(SJCRH). A puncéo traumatica foi associada com raga negra, criangcas menores de um
ano de idade, puncdo realizada sem sedacdo, realizada por profissional menos
experiente, contagem de plaquetas menor ou igual a 100.000/mm3, intervalo inferior a
15 dias entre punc¢éo lombar prévia, presenca de puncdo traumatica nas duas semanas
antecedentes e puncdo lombar prévia realizada com contagem de plaquetas menor ou
igual a 50.000/mm?3 (HOWARD et al, 2002). A partir da observacdo destes fatores de
risco as seguintes medidas foram realizadas para minimizar os efeitos deletérios da
puncdo traumatica no SJCRH: puncédo realizada sob sedacdo profunda ou anestesia
geral, pelo profissional de saiude mais experiente, com transfusdo de plaquetas se
contagem menor ou igual a 100.000/mm?3 (PUI, 2003; PUI, 2006). Tais medidas
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levaram a uma reduc¢do das puncdes traumaticas ao diagnostico de 21% para 4% (PUI,
2003).

Tabela 1: Sobrevida livre de eventos (SLE) de acordo com a classificagdo do liquido
cefalorraquidiano (LCR) ao diagnostico: comparagdo entre puncdo lombar né&o
traumatica e auséncia de blastos (SNC1) e punc¢do lombar traumética com presenca de

blastos (PLT positiva)

Estudo SNC 1 PLT positiva Valor de p

GAJIAR et al 77% * 60% * 0,026
(1984 a 1991)
BURGER et al 80% * 73% * 0,003
(1995 a 1999)
Te LOO et al 72,6% ** 5806 ** <0,01

(1988 a 1997)

* SLE em 5 anos; ** SLE em 10 anos

A partir dessas observagodes, foi elaborada nova classificagdo do LCR para diagnostico
de infiltracdo do SNC na LLA (GAJJAR et al, 2000; MAHMOUD et al,1993):

¢ SNC 1 - puncao lombar nao-traumatica (<10 hemacias/ul) e auséncia de blastos;

¢ SNC 2 — puncéo lombar nado-traumatica (<10 hemacias/ul), contagem de leucdcitos
inferior a 5/ul e presenca de blastos;

¢ SNC 3 — puncédo lombar nado-traumatica (<10 hemacias/ul), contagem de leucdcitos
superior ou igual a 5/l e presenca de blastos;

* PLT negativa — puncéo lombar traumatica (=10 hemécias/pl) e auséncia de blastos;

* PLT positiva — punc¢éo lombar traumatica (=10 hemacias/pl) e presenca de blastos.
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A avaliagéo citoldgica do LCR é o método de escolha para diagnéstico da infiltragdo no
SNC, porém pode ser inconclusiva. Tal fato pode ser explicado pela pequena
guantidade de células neoplasicas presentes no LCR de pacientes com menor grau de
infiltracdo e pela presenca de linfécitos atipicos, com aspectos morfolégicos
semelhantes aos das células leucémicas (BROOMBERG et al, 2007; FINN et al, 1998;
HEGDE et al, 2005; NUCKEL et al, 2006; SCHINSTINE et al, 2006).

Métodos adicionais de avaliacdo das células presentes no LCR sdo alvos constantes
de estudos nas neoplasias hematologicas com acometimento de SNC. O estudo
imunologico de antigenos de superficie das células leucémicas ja foi realizado através
de varios métodos desde a década de 70. Alguns estudos realizaram a avaliacdo
através de imunofluorescéncia ou particulas de latex marcadas com anticorpos (CD10,
TdT) (HOMANS et al,1985; HOMANS et al, 1990). No entanto, a pequena quantidade
de linfécitos nas amostras de LCR € sempre um obstaculo para a realizacdo destes
exames. A citometria de fluxo (CF) é amplamente utilizada para pesquisa de células
neoplasicas em sangue periférico, medula 6ssea e outros 6rgéos. Mais recentemente,
tem sido também incorporada a avaliacdo do LCR. Alguns estudos ja mostraram sua
utilidade, também, no diagndéstico de neoplasias hematoldgicas no LCR, em associacéo
com a avaliacdo citologica. Na maioria das amostras, a avaliacdo pela CF foi viavel,
apesar do numero pequeno de linfocitos, e houve um aumento na detecgéo de células
leucémicas em relacdo ao exame citolégico isoladamente (BROOMBERG et al, 2007;
FINN et al, 1998; HEGDE et al, 2005; NUCKEL et al, 2006; SAYED et al, 2008;
SCHINSTINE et al,2006; SUBIRA et al, 2001). Conforme observado por Varios
autores, a biologia molecular também pode ser utilizada para deteccdo de células
neoplasicas no LCR, através de técnicas de reacdo em cadeia de polimerase (PCR)
para deteccdo de rearranjos clonais de gene de imunoglobulina (Ig) e receptores de
células T (TCR) presentes nas ceélulas leucémicas (BIOJONE, 2009; HAAS et al, 2002;
PINE et al, 2005; SAYED et al,2008; SCRIDELI et al, 2004). E importante ressaltar que
nenhum dos métodos exclui a necessidade de realizacdo do exame citolégico do LCR.

Apesar do aumento da sensibilidade na deteccdo das células neoplasicas no LCR,
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ainda ndo é claro o impacto da incorporagdo dessas novas técnicas no prognostico dos

pacientes com LLA.

1.1.2.5. PREVENCAO

A partir da observacgéo da presenca das células leucémicas no SNC e da dificuldade de
acesso das medicacfes neste “santuario”, pela presenca da barreira hematoencefalica,

foram desenvolvidas as principais modalidades de prevencéo da recidiva em SNC:

1.1.2.5.1. RADIOTERAPIA

A RT foi inicialmente utilizada como tratamento paliativo em pacientes com leucemia
em SNC (CHESSELLS, 1994). Nos anos 60 iniciou-se sua incorporacéo aos protocolos
de tratamento de LLA, como método preventivo de recidiva no SNC. Foi observado que
a RT craniana com dose de 24Gy associada ao metotrexato intratecal ou a RT
cranioespinhal com 24Gy preveniam a recidiva de SNC em grande parte dos pacientes
pediatricos tratados pelos protocolos “Total Therapy” V,VI e VIl do SJICRH (AUR et al,
1971; HUSTU et al, 1973). Esses resultados foram confirmados em outros estudos com
maior nimero de pacientes (CHESSELLS, 1994; INATI et al, 1983; ORTEGA et al,
1987). A medida que a sobrevida dos pacientes irradiados foi aumentando, comegaram
a ser observados os efeitos colaterais da irradiagdo: neoplasias secundéarias em SNC,
anormalidades neurocognitivas e de crescimento, distirbios endocrinos e efeitos
neurotoxicos (OCHS et al , 1994; PUI et al, 2008; RIMM et al , 1987). Iniciou-se uma
preocupacdo com a reducdo da dose de irradiacdo. Estudos mostraram boa eficacia na
prevencao da recidiva com doses de 18Gy (NESBIT et al, 1981) e 12Gy (CHESSELLS,
1994; SCHRAPPE et al, 2000) associadas a protocolos quimioterapicos mais
intensivos. Na era atual, os protocolos de tratamento da LLA est&o restringindo o uso
da RT para pequenos grupos de pacientes, baseados nos fatores de risco ja
estabelecidos para recidiva no SNC. Ja existem protocolos em que a RT foi totalmente
abolida, com bons resultados (Tabela 2) (MANERA et al, 2000; PUI et al, 2008; PUI et
al, 2009; VEERMAN et al , 2009; VILMER et al, 2000).
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Tabela 2: Tratamento da LLA sem radioterapia: resultados dos principais estudos

Estudo Numerode SLE SGLO Recidiva SNC (isolada
pacientes ou combinada)

MANERA et al (2000) 150 60,7% * 72,6% * 11 (7,3%)

“P8609 e P8904”

VILMER et al (2000) 2065 68,4%* 79%* 129 (6,2%)

“CLCG-EORTC 58881"

PUI et al (2009) 498 85,6%** 93,5%** 15 (3%)

“Total XV~

VEERMAN et al 859 81%** 86%** 29 (3,4%)

(2009)

“DCOG ALL-9”

SLE: sobrevida livre de eventos; SGLO: sobrevida global; SNC: sistema nervoso
central

*em 8 anos; **em 5 anos

1.1.2.5.2. QUIMIOTERAPIA INTRATECAL

A quimioterapia IT no tratamento da LLA foi inicialmente utilizada para pacientes com
acometimento de SNC, comprovado pela presenca de linfoblastos no LCR. Na ocasiéo,
o tratamento do SNC era realizado através de injecfes intratecais de metorexato,
radioterapia e/ou uso de corticéides (HARDISTY et al, 1967).

De acordo com revisdo realizada por Pochedly (1990), as primeiras tentativas de
prevencdo da leucemia em SNC através de quimioterapia intratecal (IT) foram
realizadas com dose Unica de metotrexato, 0 que permitiu apenas um adiamento da
recidiva. Estudos subsequentes observaram melhores resultados com utilizacdo de
puncdes seriadas com injecéo IT de metotrexato em associacdo ou nao a radioterapia
e/ou quimioterapia sistémica (CLARKE et al, 2003; NESBIT et al, 1981; POCHEDLY,
1990).
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Em 1973, foi publicado o primeiro estudo com quimioterapia IT tripla, com utilizacdo de
metotrexato e citarabina, duas drogas com boa eficacia na LLA e relativamente seguras
para uso intratecal, e de hidrocortisona, utilizada para minimizar o efeito neurotoxico
das outras drogas. Tal esquema mostrou boa protecéo para os pacientes de risco baixo
e intermediario (POCHEDLY, 1990; SULLIVAN et al, 1977). Na atualidade ainda ndo ha
consenso sobre o uso da quimioterapia IT tripla ou apenas com metotrexato. Estudo
recente (MATLOUB et al, 2006) comparou as duas modalidades de quimioterapia IT
em pacientes de risco padrdo. Foi observada menor incidéncia de recidiva em SNC nos
pacientes que receberam quimioterapia tripla, porém a sobrevida livre de eventos (SLE)
foi equivalente nos dois grupos. Tal fato explica-se pela presenca de maior nimero de

recidivas em medula 6ssea no grupo que recebeu trés medicacoes.

O uso de medicacdo IT ndo é isento de complicacdes, que podem ocorrer pela
neurotoxicidade das medicagcbes ou pelo procedimento da puncdo lombar
(LANINGHAM et al, 2007; OCHS et al,1994). No SJCRH, conforme descrito
anteriormente, medidas sdo realizadas para minimizar a pungdo lombar traumética
(PUI, 2003; PUI, 2006). Além disso, cuidados sao observados com a administracdo da
medicacao intratecal, que devera ter um volume maior ou igual a seis mililitros para
melhor distribuicdo no LCR (PUI, 2006). Um correto posicionamento ap0s o
procedimento também é adotado, mantendo-se 0 paciente na posicado prona por pelo
menos 30 minutos para aumentar os niveis das medicacdes no compartimento
intraventricular, conforme demonstrado em modelo animal por Blaney e colaboradores
(1995).

1.1.2.5.3 QUIMIOTERAPIA SISTEMICA

Outra maneira de prevenir a leucemia em SNC é através das medicacdes sistémicas
com boa penetracdo pela barreira hematoencefdlica. Uma das medicagbes mais
estudadas com este intuito € o metotrexato. Varios protocolos de tratamento avaliaram
a eficacia do metotrexato endovenoso em doses altas (até 33,6 g/m?) com diferentes
esquemas de resgate com &cido folinico (CLARKE et al, 2003; NATHAN et al, 2006). A
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maioria dos estudos mostra uma reducéo nas recidivas fora do SNC e melhora na SLE,
mas pouco impacto nas recidivas em SNC, quando comparados com as formas
tradicionais de prevencao (radioterapia e quimioterapia intratecal) (CLARKE et al, 2003;
POCHEDLY, 1990). A dose ideal para uso do metotrexato endovenoso e resgate com
acido folinico nos protocolos pediatricos em LLA ainda ndo esta bem estabelecida.
Alguns autores, baseados nos resultados descritos e em estudos de farmacogenética e
farmacocinética, consideram adequadas doses de 1-2g/m2 para os pacientes de baixo
risco com LLA de linhagem B e, doses maiores, como 5g/mz?, para os pacientes de alto
risco e aqueles com LLA de linhagem T (PUI et al, 2006).

Os corticoides sao essenciais no tratamento da LLA. Sabe-se que a dexametasona tem
maior concentracdo no LCR por menor ligacdo as proteinas plasmaticas, quando
comparada a prednisona (CHESSELLS, 1994). Estudos randomizados comparando as
duas medicacdes mostraram reducdo nas recidivas em SNC e melhor SLE no grupo
gue usou a dexametasona (PUI et al, 2008). Tal resultado ndo foi encontrado por
Igarashi e colaboradores (2005), que compararam doses maiores das duas
medicacdes e ndo encontraram diferencas na recidiva em SNC e na SLE. Os autores
acreditam que nos estudos anteriores as doses de prednisona e dexametasona nao
eram equivalentes (IGARASHI et al, 2005). Mais recentemente, pesquisadores do
DCOG publicaram os resultados do protocolo ALL-9, que usou dexametasona na
inducdo e omitiu a radioterapia craniana para todos os pacientes. Os resultados foram
excelentes, com SLE em cinco anos de 81% e apenas 2,6% de recidivas isoladas em
SNC (VEERMAN et al, 2009).

As tiopurinas sdo medicacgOes utilizadas ha mais de 50 anos no tratamento da LLA. A
6-mercaptopurina (6-MP) é historicamente uma das bases do tratamento na fase de
manutencdo, mas também é utilizada em outras fases assim como a tioguanina (6-TG)
(JACOBS et al, 2007). As duas medicacdes, 6-MP e 6-TG, sdo pro-drogas que
necessitam de conversao intracelular em nucleotideos de tioguanina para adquirir suas
propriedades citotdxicas. A conversao da 6-TG € mais rapida e atinge maior nivel de
metabdlitos ativos nas células leucémicas em estudos in vitro (ADAMSON et al,1994).

Alguns estudos randomizados avaliaram a eficacia das duas medicagBes no tratamento
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da LLA. N&o foi observada diferenca na SLE entre as duas medica¢des quando usadas
na fase de manutencdo (HARMS et al, 2003; VORA et al, 2006). VORA e
colaboradores (2006) observaram menor risco de recidiva isolada em SNC no grupo
gue usou a 6-TG (p=0,02). No entanto, entre os pacientes que usaram a 6-TG foi
observado maior risco de complicagcbes como trombocitopenia, doenca hepética veno-
oclusiva (DHVO) e 6bitos em remissao (HARMS et al, 2003; JACOBS et al, 2007;
VORA et al, 2006). Estudo recente do CCG (STORK et al, 2010), comparou uso da 6-
TG versus 6-MP nos pacientes de LLA risco baixo, pela classificacdo do National
Cancer Institute (NCI - idade entre 1 e 9,9 anos e leucometria inicial < 50.000/mm3).
Observou-se melhor SLE no grupo que usou a 6-TG, porém a sobrevida global (SGLO)
foi a mesma nos dois grupos. Também foi observada alta incidéncia de DHVO no grupo
gue fez uso de 6-TG, com relato de dois pacientes evoluindo com hipertenséo portal
(tal fato levou a suspensao da randomizacao dos pacientes para uso da 6-TG nesse
estudo). Com esses resultados a 6-MP mantém-se como droga de escolha na fase de

manutencdo da LLA.
1.1.2.6. RECIDIVA

Na década de 70, com a melhora da sobrevida dos pacientes com LLA, a recidiva em
SNC tornou-se comum entre 0s pacientes que se mantinham em remissdo medular,
ocorrendo em mais de 80% deles (EVANS et al, 1970). Atualmente, a recidiva em SNC

varia de 2% a 10% nos diversos protocolos de tratamento.
1.1.2.6.1 FATORES DE RISCO

Alguns fatores de risco para recidiva de LLA no SNC ja estdo bem estabelecidos:
imunofendtipo T, hiperleucocitose (acima de 100.000/mms3) alteragdes citogenéticas -
1(9;22) e t(4;11), e presenca de infiltracdo em SNC ao diagnostico (PUI et al, 2008).

Outros fatores de risco identificados ainda necessitam de maior reforco na literatura

médica para serem considerados.

Conforme descrito anteriormente, foi observado pelo SJICRH que a presenca de blastos

no LCR ao diagnostico, independentemente do nimero de células, ou de trauma na
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puncdo lombar levou a maior risco de recidiva em SNC (GAJJAR et al, 2000;
MAHMOUD et al, 1993). Outro fator de risco também associado a maior risco de
recidiva em SNC observado pelo SICRH foi a presenca da t(1;19) com producéo do
transcrito TCF3/PBX1 nas LLA de precursor B (JEHA et al, 2009).

Também no intuito de avaliar fatores de risco para recidiva de SNC na LLA, foi
observado pelo grupo BFM que os pacientes com infiltracdo em SNC ao diagnéstico,
assim como aqueles que recidivaram em SNC, apresentaram maior expressao de
RNAmM para interleucina-15 nas células leucémicas da medula 6ssea ao diagnostico
(CARIO et al, 2007).

Em pacientes adultos com LLA, a presenca de CD56 positivo nas células leucémicas
foi fator de risco para presenca de leucemia no SNC ao diagnéstico e as recidivas

(RAVANDI et al, 2002). N&o ha tal correlacéo relatada em criancas.

1.1.2.6.2 TRATAMENTO DA RECIDIVA

As primeiras tentativas de tratamento das recidivas enfocavam a quimioterapia
intratecal e a radioterapia cranioespinhal, com resultados ruins, sendo a recidiva
medular a principal causa de falha na maioria dos pacientes (BUCHANAN, 1990). Com
a evolucgdo do tratamento, foram elaborados protocolos que adiavam a radioterapia em
funcdo da realizacdo de quimioterapia sistémica, na tentativa de prevenir também as
recidivas medulares (BARREDO et al, 2006; RITCHEY et al , 1999).

Ja na década de 90, alguns servicos ja apresentavam SLE em 5 anos em torno de 70%
para estes pacientes, especialmente naqueles que ndo haviam sido submetidos a
radioterapia previamente (RIBEIRO et al , 1995). Em 1999, o POG publicou 6timos
resultados em 83 pacientes com recidiva isolada em SNC ndo expostos a radioterapia
prévia: SLE de 71% em 4 anos, com uma diferenca significativa entre os pacientes que
apresentaram remissao completa por tempo maior ou igual a 18 meses e aqueles com
periodo de remissdo menor que 18 meses (SLE em 4 anos de 83% e 46%,

respectivamente) (RITCHEY et al , 1999). Na tentativa de reduzir a intensidade da
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irradiacdo, foi elaborado um novo protocolo de tratamento de recidiva pelo POG, que
modificou a radioterapia de 24Gy craniana mais 15Gy espinhal para 18 Gy craniana
isoladamente para os pacientes com tempo de remissdo maior ou igual a 18 meses. Os
resultados publicados em 2006 (BARREDO et al, 2006) foram semelhantes aos do
protocolo anterior. Além do tempo de remissdo completa maior ou igual a 18 meses,
observou-se melhor prognéstico naqueles pacientes que preenchiam os critérios de
risco baixo do NCI ao diagndstico inicial (idade entre 1 e 9,9 anos e leucometria inicial
< 50.000/mm3).

Krishnan e colaboradores (2010) realizaram estudo retrospectivo comparando o0s
resultados dos pacientes com recidiva no SNC tratados pelos protocolos do Medical
Research Council de 1985 a 2001. Com a intensificacdo dos protocolos, observou-se
uma reducdo nas recidivas no SNC combinadas com medula 6ssea (MO) e, também,
nas recidivas precoces entre 18 e 30 meses do diagnostico. J4 as recidivas muito
precoces (inferiores a 18 meses do diagndstico) e as recidivas isoladas no SNC néo se
modificaram ao longo dos anos. O resultado do tratamento das recidivas foi melhor nos
pacientes com recidiva isolada no SNC (p=0,04) (KRISHNAN et al, 2010).

Em relacdo ao transplante de medula 6ssea (TMO), ainda existem poucos dados na
literatura para inclusdo desta modalidade terapéutica para os pacientes com recidiva
isolada em SNC. Alguns estudos retrospectivos mostraram bons resultados com TMO
alogénico para estes pacientes, poréem com maior nimero de complicacdes e sequelas
(EAPEN et al, 2008; HARKER-MURRAY et al, 2008; YOSHIARA et al, 2006). Ainda
ndo existem indicagdes precisas acerca de quais pacientes seriam candidatos ao TMO

e de qual seria o melhor esquema de condicionamento.

Na tentativa de identificar entre os pacientes com recidiva extramedular isolada aqueles
que teriam pior evolugdo, Hagedorn e colaboradores (2007) avaliaram,
retrospectivamente, a MO ao diagnéstico da recidiva de 64 pacientes (39 deles com
recidiva no SNC) para pesquisa de DRM através de PCR em tempo real para
rearranjos dos gene de Ig e TCR. Os autores observaram que em apenas 28% dos
pacientes o envolvimento medular foi inferior a 10®. Observaram, também, maior

incidéncia acumulada de novas recidivas no grupo de pacientes que apresentaram
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envolvimento da medula 6ssea maior ou igual a 10“. Nao houve diferenca significativa
na SLE (HAGEDORN et al, 2007).

Em suma, os pacientes com primeira recidiva isolada em SNC tém chances de cura
préximas as de pacientes com LLA ao primeiro diagnéstico, especialmente aqueles que
apresentam periodo de remissdo maior ou igual a 18 meses e que ndo foram

previamente submetidos a radioterapia.

Além de tentar identificar fatores de risco para os pacientes com recidiva, 0s proximos
estudos devem buscar melhor sobrevida nos pacientes que apresentam recidiva
precoce (inferior a 18 meses) e tentar minimizar as sequelas neurolégicas secundarias

a prépria doenca e ao tratamento.
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Caracterizar o tipo de infiltracdo liquorica e a evolugdo de criangas com leucemia
linféide aguda (LLA) diagnosticadas no Servico de Hematologia do Hospital das
Clinicas da UFMG.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Classificar as criangcas com LLA de acordo com o grau de infiltracdo em SNC ao
diagnostico (LCR SNC1, SNC 2, SNC 3) e de acordo com a ocorréncia, ou nao,

de sangramento traumatico durante a puncdao liquérica (PLT positiva ou negativa);

* Investigar os fatores de risco para acometimento inicial e para recidiva no SNC

(idade ao diagnadstico, leucometria inicial, imunofenotipo e citogenética);

» Avaliar o prognostico dos pacientes de acordo com a classificacdo do LCR ao

diagnostico.
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3. PACIENTES E METODOS

3.1. PACIENTES

A populagdo estudada consistiu de criancas e adolescentes com diagnostico de
leucemia linféide aguda, admitidas no Hospital das Clinicas da UFMG e submetidas ao
protocolo de tratamento do Grupo Cooperativo Brasileiro para Tratamento da Leucemia
Infantil — GBTLI LLA-99, no periodo de mar¢go de 2001 a agosto de 2009. Estéo
incluidos nesse protocolo todos os pacientes com LLA sem tratamento prévio, com

idade inferior a 18 anos, diagnosticados no Servico de Hematologia a partir de 2001.
Os critérios de excluséo do estudo foram:

* Pacientes tratados de acordo com outros protocolos terapéuticos

* Pacientes que nao concordaram em participar do estudo

Trata-se de um estudo de coorte retrospectivo. Dados clinicos e laboratoriais foram
coletados por meio da revisdo de prontuarios arquivados no Servico de Arquivo Médico
(SAME) e no Servico de Hematologia do HC-UFMG, conforme sera detalhado nos

demais itens da metodologia.

3.2. DADOS CLINICOS E LABORATORIAIS

3.2.1. PROTOCOLO DE TRATAMENTO

O esquema quimioterapico utilizado no protocolo GBTLI-99 esta resumido no anexo 1.
Todo o fornecimento dos quimioterapicos aos pacientes foi feito de forma regular e
gratuita pela farmécia da instituicdo. Ndo foram realizadas modificagbes no esquema

terapéutico em funcéo desta pesquisa.

E preconizado no protocolo GBTLI-99 que a primeira puncdo lombar, com coleta de
LCR para pesquisa de células neoplasicas e injecdo intratecal de quimioterapicos

(MADIT - metotrexato, citarabina e dexametasona), seja feita na primeira semana do
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tratamento. Tal procedimento € realizado preferencialmente no bloco cirargico do
Hospital das Clinicas da UFMG, com a crianca sob sedacdo. Durante o procedimento
ocorre a coleta de LCR para realizacdo do exame citologico. Apoés a coleta do LCR, é
realizada a quimioterapia intratecal, através da infusdo de quimioterapicos com dose e
volume total variando de acordo com a idade (metotrexato e citarabina) ou superficie
corporal (dexametasona) da crian¢a. Durante todas as fases do tratamento, o paciente
€ submetido a novas puncbes com injecdo intratecal de quimioterapicos, com

periodicidade que varia de 15 dias a oito semanas.

A irradiacdo profilatica em SNC ndo esta prevista no protocolo. Nos casos com
infiltragcdo do SNC, a quimioterapia intratecal € intensificada. Os pacientes classificados
como de Baixo Risco de Recaida (RB — anexol) com envolvimento leucémico inicial
em SNC, sao tratados com doses adicionais de MADIT, sem a realizacdo da
radioterapia. Os pacientes do grupo de Alto Risco de Recaida (AR — anexol) para
recidiva, com envolvimento inicial em SNC, recebem irradiacdo cranioespinhal, ao final

do primeiro ano de tratamento, com dose dependente da idade.

No protocolo GBTLI-99, a infiltracdo do SNC é definida pela “contagem de leucécitos
em liquor = 5/mm’ e pela demonstracédo inquestionavel de blastos leucémicos em
preparado por citotocentrifugacdo, ou pela ocorréncia de sinais clinicos, como paralisia
de par craniano, sindrome hipotalamica, evidéncia de compressdo medular, mesmo

guando os leucdcitos no liquor estiverem normais”.

3.2.2. COLETA DOS DADOS CLINICOS E LABORATORIAIS

Cada paciente recebeu um numero de identificagdo no estudo. Os seguintes dados
extraidos dos prontuarios médicos foram analisados: idade ao diagnostico, género,
classificagéo inicial da doenca (RB ou AR), leucometria ao diagnéstico, imunofendtipo,
citogenética, data e local da primeira recidiva, data e causa do 0bito, situacao atual da
crianca (vivo e em remissdo, nova recaida ou 6bito), local de realizacdo da primeira
puncdo lombar para coleta de LCR, contagem de plaguetas na data de realizacdo da

primeira puncéo, realizagéo de transfusdo de plaquetas na data da pungao.
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Os resultados da avaliagéo citolégica do LCR de cada paciente foram pesquisados no
livro de registro de exames do Laboratério Central do Hospital das Clinicas da UFMG.
Os livros sédo arquivados anualmente e estdo disponiveis para consulta. Para todos os

pacientes foram coletados os dados referentes ao exame citolégico do primeiro LCR.

Os pacientes foram classificados, retrospectivamente, de acordo com o grau de
infiltragcdo do SNC e de acordo com a ocorréncia, ou ndo, de sangramento traumatico
durante a puncéao liquorica (GAJJAR et al, 2000; MAHMOUD et al,1993):

* SNC 1 - puncédo lombar ndo-traumatica (<10 heméacias/ul) e auséncia de blastos;

* SNC 2 — pungédo lombar ndo-traumatica (<10 hemacias/ul), contagem de leucdcitos
inferior a 5/ul e presenca de blastos;

¢ SNC 3 — puncéo lombar nado-traumatica (<10 hemacias/ul), contagem de leucdcitos
superior ou igual a 5/ul e presenca de blastos;

* PLT negativa — puncéo lombar traumatica (=10 hemécias/pl) e auséncia de blastos;

* PLT positiva — punc¢éo lombar traumatica (=10 hemacias/pl) e presenca de blastos.

As recidivas foram confirmadas pelo exame do aspirado de medula éssea, exame do
liquido cefalorraquidiano ou bidpsia, conforme o sitio de recaida. Os critérios para a

caracterizacao das recidivas foram:

. Recidiva medular: presenga de células blasticas na medula 6ssea em uma
proporcdo superior a 5% das células nucleadas, confirmada, quando necessario, por
novo aspirado no qual a proporgcao de blastos estivesse em clara ascensao. A recidiva
foi considerada isolada ou combinada, conforme a auséncia ou presenca,
respectivamente, de outros sitios envolvidos tais como sistema nervoso central (SNC),
testiculos, olhos.

. Recidiva no SNC: quando células leucémicas foram encontradas no liquido
cefalorraquidiano e/ou quando as criangas apresentavam sinais e sintomas
neurologicos provocados pela leucemia.

. Recidiva testicular: presenca de infiltragdo leucémica em um ou em ambos 0s

testiculos, comprovada por biépsia a céu aberto.
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. Recidiva em outros 6rgados - pele, ovarios, utero, 0ssos, olhos, linfonodos -
comprovada pela deteccdo da infiltracdo leucémica nos mesmos por meio de bidpsia
do orgéo correspondente.

3.2.3. DEFINICAO DE VARIAVEIS

As seguintes variaveis foram associadas a cada crianca:

. Idade (IDADEDX): numero fracionado em anos, obtido pela subtracdo da data do
diagnéstico de leucemia em relacédo a data de nascimento.

. Género (SEXO0): masculino (1) ou feminino (2).

. Leucometria ao diagnostico (LEUINI): nimero global de leucécitos no sangue
periférico quando do diagnostico da doenca.

. Imunofendtipo (Imuno) : pro-B (1), CALLA ou comum (2), pré-B (3), T (4) ou
bifenotipica (5).

. Grupo de Risco de Recaida (RISCO): Baixo Risco - BR (1) ou Alto Risco - AR
2).

. Classificagdo do LCR ao diagnostico (CLASS LQR): SNC 1 (1), SNC 2 (2),
SNC 3 (3), PLT negativa (4) ou PLT positiva (5).

. Puncéo lombar traumatica (PLTsxn): ndo (0) ou sim (1).

. Intervalo entre o diagnostico e a primeira puncdo lombar (INT DIAG/LQR):
namero expresso em dias, obtido pela subtracdo da data da primeira puncdo lombar
em relacdo a data do diagndstico de leucemia.

. Plaquetas: numero de plaguetas no sangue periférico quando da primeira

puncéao lombar.

. Transfusdo de plaquetas previamente a primeira pungao lombar (TX PLAQ): nao
(0) ou sim (2).
. Local de realizagcdo da primeira puncdo lombar (LOCAL PL): enfermaria (1) ou

bloco cirargico (2).
. Local da recidiva: auséncia de recidiva (0), medula éssea (1), medula 6ssea +
SNC (2), SNC (3), testiculos (4), ocular (5) ou ganglionar (6).
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. Sobrevida livre de eventos (SLE): tempo decorrido entre o diagnostico e a
ocorréncia de qualquer um dos seguintes eventos: 6bito em remissao ou ocorréncia de
recidiva da leucemia em qualquer sitio.

. Variavel de censura para sobrevida livre de eventos (CENS1), assim codificada:
zero (0), paciente censurado na data da andlise dos resultados porque ndo ocorreu
gualquer evento; um (1) ocorréncia de evento, como definido acima.

. Sobrevida Global (SGLO): tempo decorrido entre o diagnostico e o Obito,
independente da causa.

. Variavel de censura para sobrevida global (CENS2), assim codificada: zero (0),
paciente censurado na data da analise dos resultados porque estava vivo; um (1)
ocorréncia do obito.

. Tempo de remisséo clinica completa (RCC): tempo decorrido entre o dia em que
foi obtida a remissdo morfologica da doenca na medula éssea e a ocorréncia de um
evento (recidiva da leucemia em qualquer 6rgdo ou Obito em remissao). Foram
excluidas, portanto, as criangas que nao obtiveram remissao.

. Variavel de censura para recidiva em SNC (CENSNC), assim codificada: zero
(0), paciente censurado na data da analise dos resultados porque ndo apresentou

recidiva em SNC; um (1) ocorréncia de recidiva em SNC (isolada ou combinada).

Estabeleceu-se a data limite para analise em 18/12/2009.

3.3. METODOS ESTATISTICOS:
O banco de dados foi construido no programa Excel 2003 (Apéndice C).

A eventual associacdo entre a variavel “puncdo lombar traumética” e variaveis
categodricas foi analisada com o teste do qui-quadrado ou pelo teste exato de Fisher,

guando o valor esperado em uma ou mais caselas era menor do que 5.
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A possivel associacdo entre a variavel “puncdo lombar trauméatica” com variaveis
continuas que ndo apresentavam distribuicdo normal foi analisada com o teste néo-

paramétrico de Mann-Whitney.

O método de Kaplan-Meier foi utilizado para estimar a probabilidade de sobrevida
global e de sobrevida livre de eventos. Para estimar esta Ultima, foram considerados
eventos 0 Obito ou a recidiva da doenca, sendo censurados na data da analise dos
resultados os pacientes que ndo sofreram qualquer evento. O teste de log-rank foi

utilizado para comparacao entre as curvas de sobrevida.

Os caélculos e as curvas de sobrevida foram feitos utilizando o programa Social

Program Statistics Science — SPSS, versédo 17.0.

A incidéncia acumulada de recidiva em SNC foi estimada conforme proposto por
Gooley e colaboradores (1999), levando-se em consideragdo que existiam eventos
competitivos a recidiva no SNC (GOOLEY et al, 1999; VIANA et al, 2010 — apéndice B).
Nesta andlise as falhas foram classificadas como: a) recidiva isolada em SNC; b)
recidiva concomitante em SNC e MO; c) outras recidivas isoladas ou combinadas; d)
Obito em remissdo. As categorias a e b foram os eventos de interesse para a analise e
as restantes (c e d), consideradas eventos competitivos. Os pacientes que nao

alcancaram a remissao clinica completa (RCC) foram excluidos destas analises.

Para comparacao entre as curvas de incidéncia acumulada de recidiva no SNC (isolada
ou combinada), conforme o imunofendtipo (T versus B) ou conforme a punc¢éo lombar
tenha sido traumatica ou atraumatica, o teste estatistico formal a ser realizado seria o
de Gray (1988), para o qual ndo existe disponivel programa estatistico comercial que o
calcule. Foi utilizado, como aproximacédo, o teste de Wald, calculado a partir de um

modelo de regresséo de Cox.

Em todos os testes estatisticos foi adotado como estatisticamente significativo o valor

de p = 0,05 em relag&o ao erro alfa.
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3.4. ASPECTOS ETICOS:

O projeto foi aprovado pela Camara do Departamento de Pediatria da Faculdade de
Medicina da UFMG (Parecer n°08/08), pela Diretoria de Ensino e Pesquisa do Hospital
das Clinicas da UFMG (Processo n° 027/08) e pelo Comité de Etica e Pesquisa da
UFMG (COEP — UFMG/Parecer n® ETIC 73/08) (Anexo 2).

Para a inclusédo dos pacientes ainda em acompanhamento no Servico de Hematologia
foi solicitada a assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido aos pais ou

responsaveis (Apéndice A).

Todos os dados foram registrados pela equipe de pesquisadores respeitando sempre a
privacidade dos pacientes e garantindo o sigilo das informacdes.
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4. RESULTADOS

4.1. CARACTERIZACAO GERAL DA CASUISTICA

No periodo de marco de 2001 a agosto de 2009, 199 criancas foram diagnosticadas
com LLA, no servico de Hematologia do Hospital das Clinicas da UFMG. Todas elas
foram submetidas a tratamento pelo protocolo do GBTLI LLA-99. Todos os pacientes
diagnosticados no periodo citado foram incluidos no estudo. O tempo de seguimento
variou de dois dias a 8,7 anos (mediana — 3,3 anos). Nao houve perda de seguimento

nesta casuistica.

Da populagdo estudada 57% eram meninos (114/199) e 43% meninas (85/199). A
idade ao diagnéstico variou de dois meses a 16,8 anos (mediana de 5,59 anos). A

distribuicdo dos pacientes quanto a faixa etaria esta representada na figura 1.

140 - 132
120 -
100 -
80 -
60 | 56
40 -

20 - 11

Abaixode 1 ano Entre 1 e 9 anos Maior ouigual a 10 anos

Faixa etaria

Figura 1: Distribuicdo dos 199 pacientes com LLA po  r faixa etaria

De acordo com a classificacéo de risco proposta pelo protocolo GBTLI-LLA99, 42% das
criangas foram tratadas como baixo risco (83/199) e 58% como alto risco (116/199).

A contagem de leucdcitos ao diagnéstico variou de 200/mms3 a 740.000/mm3 (mediana
de 12.580/mm3). Em uma criangca esse dado ndo estava registrado no prontuério. A
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figura 2 representa a distribuicAo dos pacientes de acordo com a leucometria ao

diagnostico, dividida em categorias.
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Figura 2: Distribuicdo dos 198 pacientes com LLA de acordo com a contagem de

leucécitos ao diagnéstico

A imunofenotipagem ao diagnéstico foi realizada em 194 pacientes; os resultados estéo

representados na figura 3.
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Figura 3: Distribuicdo dos 194 pacientes com LLA de acordo com a
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4.2. CARACTERIZACAO DO LCR AO DIAGNOSTICO

Os dados sobre os resultados do primeiro LCR foram encontrados em 194 pacientes.
Em dois pacientes os resultados ndo foram registrados nos prontuarios médicos, nem
nos livros do laboratério. Trés pacientes faleceram antes da primeira pungdo lombar
(PL) com coleta do LCR. A classificagdo do LCR ao diagnoéstico, conforme definido na

secao 3.2.2, esta representada na tabela 3.

O intervalo entre o diagndstico e a primeira PL variou de dois a 33 dias (mediana de
sete dias). Em 77 pacientes a primeira PL foi realizada apés a primeira semana de
tratamento. Os principais motivos de atraso da primeira PL foram: hiperleucocitose (29
pacientes), tentativa prévia de puncdo sem sucesso (7 pacientes), sindrome de lise
tumoral (3 pacientes), disturbio de coagulacdo (2 pacientes) e varicela (1 paciente). Em

35 pacientes nédo foi possivel determinar a causa do atraso na punc¢ao lombar.

Tabela 3: Distribuicdo dos pacientes de acordo com a classificacdo do LCR ao

diagnostico
Classificacéo Numero de pacientes (%)
SNC 1 119 (61%)
SNC 2 2 (1%)
SNC 3 0
PLT negativa 71 (37%)
PLT positiva 2 (1%)
Total 194 (100%)
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Em 155 pacientes foram coletados dados sobre o local onde a primeira puncgéo foi
realizada. O procedimento foi realizado na enfermaria, sem sedacdo, em 43% dos
pacientes (67/155) e, no bloco cirargico sob sedacéo profunda em 57% (88/155). Das

puncdes realizadas no bloco cirdrgico, 60% (53/88) ocorreram a partir de 2006.

A contagem de plaguetas no momento da primeira PL foi determinada em 158
pacientes e variou de 1.000/mms3 a 482.000/mm?3 (mediana de 49.000/mm3). Em 53%

dos pacientes (84/158) a PL foi realizada apoés transfusé@o de plaquetas.

Dos 194 pacientes em que foram encontrados os dados sobre a primeira PL observou-
se que em 38% deles a puncao foi traumatica (73/194). Estas 73 criancas constituiram
0 “grupo com puncado lombar traumatica”, o qual foi comparado com as 121 criancas
gue constituiram o “grupo sem puncdo lombar traumatica”. Foi avaliada a possivel
associacao entre “puncao lombar traumética” e as seguintes variaveis: idade, contagem
de leucécitos ao diagndstico, local onde o procedimento foi realizado (enfermaria ou

bloco cirtrgico) e contagem de plaguetas prévia ao procedimento.

Foi observada associacdo significativa entre idade e PL traumatica. A mediana de
idade foi de 3,3 anos para 0s pacientes que apresentaram punc¢do traumatica e 6,1

anos para agueles que nao apresentaram (p=0,0004).

Para avaliar a relagdo entre PL traumatica e a plaquetometria, os pacientes que
receberam transfusdo de plaguetas antes do procedimento (84/158) foram excluidos. A
mediana da contagem de plaquetas foi de 109.500/mm?® e 96.000/mm?® nos pacientes
gue apresentaram PL ndo-traumatica e traumatica, respectivamente. N&o houve
diferenca significativa da plaguetometria entre os pacientes que tiveram PL traumatica
ou néo (p=0,56).

A contagem de leucdcitos ao diagndstico também ndo se associou a PL traumatica
(p=0,30), com mediana de 10.500/mm? nos pacientes com puncdo n&o-traumaética e
13.760/mm? naqueles com puncéo traumatica. Também nao foi observada associacéo
quando a variavel “contagem de leucécitos ao diagndstico” foi categorizada — abaixo de
10.000 células/mm?®, entre 10.000 e 50.000 células/mm? superior ou igual a
50.000/mm? (p=0,31).

43



44

N&o foi observada associagao significativa entre a presenca de PL traumética e o local

em que a puncao foi realizada (bloco cirargico versus enfermaria, p=0,24).
4.3 EVOLU(;AO DOS PACIENTES

Entre os 199 pacientes diagnosticados com LLA, 191 entraram em remissao (96%). Até
o0 momento da analise dos dados, ocorreram 59 recidivas e 55 oObitos (5 6bitos em
remissdo e 50 relacionados a doenca). A tabela 4 representa a distribuicdo dos
pacientes segundo o local da recidiva. Um dos pacientes classificado ao diagndstico
como SNC2 néo entrou em remissao e faleceu seis meses apos o diagndéstico (ID58).
O outro encontrava-se em remissdo no momento da analise dos dados (ID154). Entre
0S pacientes que apresentaram puncdo lombar traumatica positiva (PLT positiva) ao
diagnostico, um deles (ID35) apresentou recidiva medular 12 meses apos o diagndstico
e evoluiu para 6bito. O outro (ID134) apresentou recidiva ocular isolada apés o término
da quimioterapia e encontrava-se em tratamento no momento da andlise dos dados.
Importante ressaltar que os dois grupos de pacientes (classificados como SNC2 e PLT
positiva) receberam intensificacdo do tratamento direcionado ao SNC através de maior

namero de pungBes com quimioterapia intratecal.

Tabela 4: Distribuicdo dos pacientes de acordo com o local da recidiva

Local da recidiva NuUmero de pacientes
Medula éssea 38

Medula 6ssea + SNC 7

SNC 11

Testiculos 1

Ocular 1

Ganglionar 1

Total 59
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A probabilidade estimada de SGLO aos 5 anos para todo o grupo foi de 69,5% (£3,6%)
(Figura 4).

A probabilidade estimada de SLE aos 5 anos para todo o grupo foi de 58,8% (+4,0%),
sendo 76,2% (¥5,4%) e 46,6% (+5,3%) para os grupos de baixo e alto risco,
respectivamente (p=0,00002) (Figuras 5 e 6).

Na categorizagdo da variavel “contagem de leucécitos ao diagnostico”, os pacientes
foram divididos em trés grupos. A probabilidade estimada de SLE para o grupo de
pacientes com leucometria inicial abaixo de 10.000/mm?® foi de 73,2% (+5.6%), de
63,4% (+ 7,5%) para o grupo com contagem de leucécitos entre 10.000 e 50.000/mm?®
e de 35,1% (+ 7,1%) para o grupo com leucometria superior ou igual a 50.000/mm? (p=
0,00000002).

Quanto ao intervalo entre o diagndstico da LLA e a primeira PL, os pacientes foram
divididos em dois grupos - puncédo realizada até sete dias do diagndstico, conforme
preconizado no protocolo GBTLI-99 (grupo 1) versus puncao realizada oito ou mais
dias do diagnadstico (grupo 2). A probabilidade SLE para o grupo 1 foi de 66,2% (5,3%)
e de 50,9% (6,2%) para o grupo 2 (p= 0,003).

N&o houve diferenca estatisticamente significativa na probabilidade de sobrevida livre
de eventos com relacdo a idade quando consideradas as trés categorias - abaixo de
um ano, entre um e nove anos, maior ou igual a dez anos (p= 0,45). Também né&o
houve diferenga estaticamente significativa na SLE quando os pacientes foram
agrupados de acordo com o imunofenadtipo (p=0,58) ou com presenca, ou ndo, de PL
traumatica (p= 0,4).
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Figura 4: Probabilidade de sobrevida global (SGLO) para 199 criancas tratadas
pelo protocolo GBTLI-LLA99 — As marcas sobre a curva representam o tempo de

seguimento de cada um dos pacientes vivos.
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Figura 5: Probabilidade de sobrevida livre de event o0s (SLE) para 199 criancas
tratadas pelo protocolo GBTLI-LLA99. As marcas sobre a curva representam o

tempo de seguimento de cada um dos pacientes vivos, sem qualquer recaida.
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Figura 6: Probabilidade de sobrevida livre de event  os para 199 criancas tratadas

pelo GBTLI-LLA99, de acordo com grupo de risco para recaida.

4.4. RECIDIVA EM SNC

A recidiva em SNC ocorreu em 18 (9%) dos 199 pacientes, sendo que em 11 deles
ocorreu de forma isolada. A caracterizacdo desses pacientes encontra-se na tabela 5.
Os esquemas utilizados para tratamento da recidiva foram variados e néo foi objetivo
do estudo analisa-los. Dois dos pacientes recidivados foram submetidos ao TMO
alogénico com doador aparentado e se encontravam em remissdo a data final do
estudo.

Até o momento da analise dos dados, ocorreram 12 oObitos, sendo que um dos

pacientes estava em remissdo (choque séptico).

Entre os pacientes com recidiva, nenhum apresentou infiltracdo em SNC ao diagndstico

e nenhum deles foi submetido a radioterapia no primeiro tratamento.
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Tabela 5: Caracteristicas dos pacientes com recidiva em SNC

48

Identificacdo Tipo de recidiva Idade ao Leucometria inicial Imunofenétipo  Citogenética LCR ao diagndéstico

diagnostico

(leucécitos/mm3)

(anos)
8 SNC isolada 6,69 539.000 T NR PLT negativa
27 SNC isolada 2,2 52.200 COMUM 46,XY,t(1;19)(g23;p13)[16]/46,XY[4] SNC 1
43 SNC isolada 6,36 90.000 COMUM SMA PLT negativa
46 SNC isolada 2,2 3.890 COMUM 46,XX,del(7)(932),-9,1(9;7)?(p12;q11)([15])/46,XX[2] SNC 1
49 SNC isolada 4,6 286.000 COMUM SMA NE
62 SNC + MO 6,62 92.900 COMUM 46,XY,t(9;22)(934;911)[13]/46,XY[2] SNC 1
66 SNC + MO 14,55 3.400 PRE-B SMA PLT negativa
75 SNC + MO 10,71 460.000 T SMA PLT negativa
82 SNC isolada 5,01 25.100 PRO-B SMA SNC 1
88 SNC+ MO 0,77 226.000 PRO-B 46,XY[10] PLT negativa
89 SNC isolada 3,41 310.000 PRO-B SMA SNC 1
91 SNC+ MO 52 7.500 PRE-B 46,XX[20] SNC 1
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97

99

108

135

160

179

SNC+ MO

SNC isolada

SNC+ MO

SNC isolada

SNC isolada

SNC isolada

8,16

7,35

2,64

10,10

11,22

7,94

12.200

207.000

351.000

6.500

31.480

620.000

PRE-B

COMUM

COMUM

PRE-B

46,XX[19]

SMA

SMA

SMA
46XY,+X,+1del(1)deplp(?9ql2),
del(1)(q12g31)ad(4)(q35)ad(8)(q24)-

9,del(9p)-12,add(18)(g23)[cp10]/
46XY[14]

SMA

SNC1

SNC 1

PLT negativa

SNC 1

PLT negativa

PLT negativa

SNC (sistema nervos central); MO (medula 6ssea); LCR (liquido cefalorraquidiano); SMA (sem metafase para andlise); NR (ndo realizado); NE (ndo

encontrado)
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A incidéncia acumulada de recidiva em SNC (isolada ou combinada) para todo o grupo
foi de 10,9% em 8 anos (Figura 7). A incidéncia acumulada de recidiva em SNC

isolada para todo o grupo foi de 6,8% em 8 anos.

A incidéncia acumulada de recidiva em SNC (isolada ou combinada) para o grupo de
pacientes com leucemia de linhagem T foi de 12% e de 11,2% no grupo de linhagem B
(Figura 8).

Quando os pacientes foram comparados conforme a puncdo lombar tenha sido
traumatica ou néo, a incidéncia acumulada de recidiva em SNC foi de 11,8% para o

primeiro grupo e de 9,6% para o segundo (Figura 9).

Quanto ao intervalo entre o diagndéstico da LLA e a primeira PL, a incidéncia acumulada
de recidiva em SNC foi de 10,4% tanto no grupo 1 (pacientes com puncao realizada até
sete dias do diagnéstico) como no grupo 2 (pacientes com puncdo realizada oito ou
mais dias do diagnostico) (Figura 10).

Em relagdo a contagem de leucdcitos ao diagnéstico, a incidéncia acumulada de
recidiva em SNC (isolada ou combinada) no grupo de pacientes com leucometria acima
de 50.000/mm?® foi de 23,0% e de 6,0% no grupo com leucometria abaixo de
50.000/mm? (Figura 11).

A comparacéo entre as curvas de incidéncia acumulada de recidiva no SNC (isolada ou
combinada), conforme o imunofendtipo (T versus B) ou conforme a puncdo lombar
tenha sido traumatica ou atraumatica, ndo parece indicar nenhuma diferenca
significativa, embora testes estatisticos formais ndo tenham sido efetuados. Ja a
comparacgao entre as criangcas com leucometria ao diagndéstico, acima ou abaixo de 50
mil/mm?3, parece revelar uma diferenca muito acentuada, sendo a incidéncia acumulada
bem mais elevada nas criangcas com hiperleucocitose. O teste estatistico formal que
deveria ser realizado é o de Gray (1988), para 0 qual ndo existe disponivel programa
estatistico comercial que o calcule. Lancando mé&o da regressdo de Cox como tentativa
de aproximacdo para um teste comparativo, a estatistica de Wald resultou em testes
altamente significativos (P<0,0001) quando o evento considerado na regressao foi a

recidiva no SNC (isolada ou combinada) ou, alternativamente, qualquer tipo de evento
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(recidiva ou Obito em remissdo). Quando cada um dos eventos foi analisado
separadamente (recidiva isolada no SNC, recidiva simultdnea no SNC e na medula,
recidiva medular isolada ou combinada com outra exceto no SNC, e o6bito em
remissao), apenas nesta Ultima andlise a leucometria ao diagnéstico ndo foi variavel
significativa. O conjunto dessas regressoes de Cox sugere que a leucometria acima de
50.000/mm? parece, realmente, ser fator prognéstico significativo na maior incidéncia
de recidiva no SNC.

0,12

Probabilidede acumulada: 10,9%
0,09 | FEEE

0,06

0,03

Incidénciaacumulada
Recidiva SNC

0,0 2,0 4,0 6,0 8,0 10,0

Tempo (anos)

Figura 7: Probabilidade acumulada de recidiva isola  da ou combinada no SNC . Ao
final de 4 anos a curva se estabiliza em 10.9% (calculada de acordo com GOOLEY et
al, 1999).
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Figura 8: Probabilidade acumulada de recidiva isola

== Linhagem B

== LinhagemT

0,0 20

4.0 6,0

Tempo {(anos)

8,0

acordo com o imunofendétipo T (pontos em vermelho) o

u B (losangos em azul).

da ou combinada no SNC, de

Ao
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Figura 9: Probabilidade acumulada de recidiva isola

acordo com o tipo da puncao lombar diagnéstica, tra

da ou combinada no SNC, de

umatica (em vermelho) ou

atraumética (em azul). Ao final de 4 anos as curvas se estabilizam em 11,8% e 9,6%,

respectivamente (calculadas de acordo com GOOLEY et al, 1999).
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5. DISCUSSAO

Este estudo retrospectivo permitiu a analise das caracteristicas da infiltracdo no SNC
em criancas e adolescentes com LLA, tratados pelo protocolo do GBTLI-LLA99, no
Servico de Hematologia do Hospital das Clinicas da UFMG. Trata-se de avaliacao ja
realizada em varios estudos internacionais (BURGER et al, 2003; GAJJAR et al, 2000;
GILCHRIST et al, 1994, MANABE et al, 2001; PUI, 2006; Te LOO et al, 2006) porém
com poucos relatos de trabalhos brasileiros (BIOJONE, 2009; RECH et al, 2005). E
importante que cada servico conheca a sua casuistica e as caracteristicas da sua
populacdo para um melhor entendimento dos resultados dos protocolos terapéuticos,

possibilitando o aperfeicoamento do diagndéstico e da resposta ao tratamento.

Por se tratar de uma avaliagao retrospectiva, uma das principais limitagdes do estudo
foi a dificuldade de revisdo dos prontuarios medicos - que, ndo raro, apresentavam
informacfes ausentes ou incompletas - e a localizacdo dos dados dos pacientes ja

falecidos. Outra limitacdo foi 0 niumero de pacientes no estudo.

As caracteristicas dos pacientes estudados sdo semelhantes as de outros estudos
realizados no Servigco de Hematologia do HC/UFMG e em outros centros nacionais e

internacionais de tratamento de LLA.

A proporcao de pacientes de acordo com o género revelou um discreto predominio da
LLA no sexo masculino (1,3:1). DistribuicAo semelhante foi observada por Souza
(2006) e Viana e colaboradores (1998) em pacientes do Servico de Hematologia do
HC/UFMG. Os dados do GBTLI-LLA93 (SOBOPE, 2000), no qual foram analisados
853 pacientes tratados em diversas cidades brasileiras, mostraram distribuicdo
praticamente igual entre os géneros feminino e masculino (49% e 51%,
respectivamente). Na maioria dos estudos internacionais, ocorre distribuicdo
equivalente dos pacientes conforme o género, com discreto predominio do sexo
masculino, principalmente nos pacientes acima de 10 anos de idade e leucemia de
linhagem T (PULLEN et al, 1999; UCKUN et al, 1997).
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A faixa etaria entre um e nove anos abarcou 0 maior nimero de pacientes em todos 0s
estudos de LLA, correspondendo a aproximadamente 80% dos pacientes (Tabela 6).
Sabe-se que o pico de incidéncia de LLA na infancia ocorre entre os dois e cinco anos
de idade. No presente estudo, a maioria dos pacientes encontrava-se com idade entre
um e nove anos ao diagnostico da LLA (66,3%). No entanto, quando comparado com
outros estudos (CONTER et al, 2010; KAMPS et al, 2010; MITCHELL et al, 2010;
MORICKE et al, 2010; SOBOPE, 2000), observou-se maior incidéncia de pacientes nas
faixas etarias relacionadas a pior prognostico (5,5% menores de um ano e 28,2%

acima de 10 anos).

Tabela 6: Distribuicdo dos pacientes com LLA de acordo com categorias de idade em

diferentes estudos

Estudo <1 ano Entre 1 e 9 anos =10 anos

PUl et al, 2010 34 (4%) 663 (69%) 261 (27%)
SJCRH (1984-1998)

KAMPS et al, 2010 17 (2%) 716 (82%) 142 (16%)
DCOG (1984-1997)

MITCHELL et al, 2010 48 (1%) 4328 (79%) 1086 (20%)
UKALL (1980-2001)

MORICKE et al, 2010 149 (3%) 5175 (78%) 1285 (19%)
BFM (1981-2000)

CONTER et al, 2010 84 (2%) 3956 (82%) 782 (16%)
AEIOP (1982-2000)

SOBOPE (2000) 23 (2%) 637 (75%) 193 (23%)
GBTLI-LLA93
CANCELA (2010) 11 (5,5%) 132 (66,3%) 56 (28,2%)

55



56

De acordo com o grupo de risco (Anexo 1), observou-se um predominio de pacientes
classificados como de alto risco (1,4:1). Nos estudos internacionais (CONTER et al,
2010; ESCHERICH et al, 2010; GAYNON et al, 2010; KAMPS et al, 2010; LIANG et al,
2010; MITCHELL et al, 2010; MORICKE et al, 2010; PUI et al, 2010; SCHMIEGELOW
et al, 2010; SILVERMAN et al, 2010), quando utilizada a classificacéo de risco proposta
pelo NCI, a maioria dos pacientes com LLA apresenta-se no grupo de risco padréo.
Com o advento da pesquisa de DRM, os determinantes para maior risco de recidiva
(idade, imunofenotipo e alteragcbes citogenéticas das células leucémicas, leucometria
ao diagnostico) estdo sendo revistos e a presenca de DRM passa a ser um dos
principais fatores na avaliacdo do risco de recidiva (CONTER and BARTRAM et al,
2010).

A distribuicdo dos pacientes de acordo com o imunofendtipo mostrou que 20,6% das
leucemias eram de linhagem T e 78,7% de linhagem B. Este resultado € semelhante ao
encontrado em outros estudos brasileiros (LEITE et al, 2007; PAES et al, 2003; REGO
et al, 1996; SOUZA, 2006), e ao observado por STARK e colaboradores (2010) em
pacientes israelitas (23%). No entanto, a incidéncia do imunofendtipo T observada em
estudos internacionais, em geral, € menor, variando de 10% a 16% (CONTER et al,
2010; ESCHERICH et al, 2010; GAYNON et al, 2010; KAMPS et al, 2010; LIANG et al,
2010; MITCHELL et al, 2010; MORICKE et al, 2010; PUI et al, 2010; SCHMIEGELOW
et al, 2010; SILVERMAN et al, 2010).

Em relacdo as andlises de sobrevida, observou-se um pior resultado na probabilidade
de SLE para o grupo de pacientes estudados (58,8% aos cinco anos), quando
comparado com outros centros de tratamento (72% a 81%) (CONTER et al, 2010;
ESCHERICH et al, 2010; GAYNON et al, 2010; KAMPS et al, 2010; LIANG et al, 2010;
MITCHELL et al, 2010; MORICKE et al, 2010; PUI et al, 2010; SALZER et al, 2010;
SCHMIEGELOW et al, 2010; SILVERMAN et al, 2010) e com os resultados do GBTLI-
LLA93 (69%) (SOBOPE, 2000) e GBTLI-LLA99 (68,0%) (resultados preliminares -

comunicacgao pessoal).

Conforme referido anteriormente, a populacdo estudada compreendeu maior nimero

de pacientes com fatores de risco sabidamente relacionados a recaida da doenca e,
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portanto, classificados como de alto risco (58% da casuistica). Quando avaliada a SLE
separadamente para 0os grupos de baixo e alto risco, observou-se diferenca significativa
entre os mesmos (p=0,00002). A contagem de leucécitos ao diagndstico superior ou
igual a 50.000/mm?3 também foi considerada fator de mau prognostico (p= 0,00000002).
LEITE e colaboradores (2007) também observaram a leucometria ao diagnostico como
principal fator associado a pior SLE em 108 pacientes tratados pelo protocolo GBTLI-
LLA93, em Pernambuco. Outros fatores de risco para recidiva estabelecidos na
literatura, como imunofendtipo T e idade ao diagnostico abaixo de um ano e acima de
nove anos, ndo foram associados, no presente estudo, com pior SLE. Provavelmente, o
namero de pacientes com estas caracteristicas ndo foi suficiente para se constatar tal
diferenca. Sabe-se que o0s resultados do tratamento da LLA nos paises em
desenvolvimento ainda ndo € o ideal, porém o predominio de pacientes no grupo de
alto risco para recaida também pode ter contribuido para o pior resultado observado

neste estudo.

No presente estudo néo foi observado nenhum paciente com a definicdo classica de
infiltracdo leucémica no LCR ao diagnéstico elaborada no Workshop de Roma
(MASTRANGELDO et al,1986), posteriormente reclassificada como SNC3 por Mahmoud

e colaboradores (1993).

Em apenas 1% dos pacientes, o LCR ao diagndstico foi classificado como SNC2 e, em
1%, como PLT positiva. A maioria dos pacientes (98%) néo apresentou linfoblastos ao
exame morfologico do LCR ao diagnostico, sendo 61% classificados como SNC1 e
37%, como PLT negativa. Resultado semelhante foi observado por Manabe e
colaboradores (2001) em 359 pacientes com LLA: em 351 (97,7%) n&o foram
detectados linfoblastos no exame do LCR ao diagndstico. Apenas 0,3% dos pacientes
foram classificados como SNC3. Ambos os estudos apresentam resultados diferentes
da maior parte da literatura, conforme observado na tabela 7. As taxas de incidéncia
de pacientes com infiltracdo do SNC (SNC3) ao diagnostico nos estudos brasileiros
foram de 1,7% no GBTLI-LLA93 (SOBOPE, 2000) e 2,6% no GBTLI-LLA99 (resultados
preliminares - comunicacdo pessoal), concordantes com o restante da literatura, com
taxas variando de 1,6% a 3,2% (CONTER et al, 2010; ESCHERICH et al, 2010;
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GAYNON et al, 2010; KAMPS et al, 2010; LIANG et al, 2010; MITCHELL et al, 2010;
MORICKE et al, 2010; PUI et al, 2010; SCHMIEGELOW et al, 2010; SILVERMAN et al,
2010).

Uma das possiveis explicacbes para tal diferenca na incidéncia de infiltracdo no SNC
ao diagnostico seria o intervalo entre o diagnostico da LLA e a realizagcdo da primeira
PL que, no presente estudo, foi maior do que sete dias em 40% dos pacientes,
intervalo semelhante ao de estudo japonés que preconizava a sua realizacdo no oitavo
dia de indugdo em todos os pacientes (MANABE et al, 2001). Outro fator que pode ter
contribuido para a baixa incidéncia de infiltracdo no SNC ao diagndstico nos pacientes
estudados seria a dificuldade de avaliacdo da presenca de linfoblastos no LCR,
especialmente diante de hematorraquia (observada alta incidéncia de puncéo
traumatica). Mesmo considerando que a quase totalidade dos exames foi realizada por
um uanico profissional, com grande experiéncia na analise do LCR e, sempre que
necessario, reanalisados por médico hematologista, a avaliacdo do liquor obtido por

puncao traumatica pode ter sido prejudicada.

Tabela 7: Comparacdo entre a classificacdo do LCR ao diagnostico de LLA em

diferentes estudos

Estudo NUmero de SNC1 SNC2 SNC3 PLT PLT
pacientes negativa positiva

GAJJAR etal 546 336 (61,5%) 80 (14,6%) 16 (2,9%) 54 (10%) 60 (11%)

(2000)

TeLOOetal 526 304 (57,8%) 111 (21,1%) 10 (1,9%) 39 (7,4%) 62 (11,8%)

(2006)

BURGER etal 2021 1605 (79,5%) 103 (5%) 58 (2,9%) 111 (5,5%) 135 (6,7%)

(2003)

MANABE et al 356 324 (91%) 2 (0,6%) 1 (0,3%) 27 (7,6%) 2 (0,6%)

(2001)

CANCELA 194 119 (61%) 2 (1%) 0 71 (37%) 2 (1%)

(2010)
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A avaliacdo da incidéncia de PL traumatica foi uma preocupacédo do estudo, visto que o
acidente de puncdo pode interferir no prognostico dos pacientes com LLA. A puncéo
traumatica ao diagnostico ocorreu em 38% dos pacientes, resultado semelhante ao
encontrado por Rech e colaboradores (2005) no Hospital de Clinicas de Porto Alegre
(36%) e por Biojone (2009), no Hospital das Clinicas de Ribeirdo Preto (27%). Em
centros de referéncia internacionais, observa-se menor incidéncia de puncéo
traumatica, com variacdo de 3,4% a 21% das puncdes ao diagnéstico (BURGER et al,
2003; GAJJAR et al, 2000; LIANG et al, 2010; MANABE et al, 2001; PUI et al, 2010;
SILVERMAN et al, 2010; Te LOO et al, 2006).

Howard e colaboradores (2001) identificaram fatores de risco para PL traumatica.
Dentre os fatores por eles identificados, no presente estudo apenas a idade foi
associada com trauma de puncédo (mediana de idade para os pacientes com PL
traumatica foi de 3,3 anos versus 6,1 anos para PL ndo traumatica). Um dos cuidados
recomendados pelo SJCRH para evitar a pungao traumatica é a realizacdo da PL pelo
profissional mais experiente, sob sedagcdo. Na avaliacdo do local onde a puncéo foi
realizada (enfermaria versus bloco cirdrgico), ndo foi encontrada nenhuma associacéo
com acidente de puncédo. Isso pode ser explicado pelo tamanho da amostra e pelo fato
de o HC/UFMG ser um Hospital Universitario, em que, muitas vezes, a puncao lombar
no bloco cirdrgico € realizada pelo médico residente (da hematologia ou da
anestesiologia). Atualmente, no nosso servigo, existe um esfor¢co para que a primeira
puncdo dos pacientes diagnosticados com LLA seja realizada no bloco cirdrgico, sob

sedacao profunda, pelo médico mais experiente da equipe.

Apesar do grande numero de punc¢fes traumaticas ao diagnostico, sua presen¢a nao
foi associada com pior SLE (p=0,4) ou com maior incidéncia de recidivas em SNC.
Rech e colaboradores (2005) também n&o observaram diferenca na SLE entre os
pacientes que apresentaram PL traumatica ou ndo. No entanto, ocorreu maior nimero
de recidivas no SNC nos pacientes do grupo de alto risco com PL traumatica que
receberam quimioterapia intratecal com atraso (ap0s dois dias da primeira pungéo). A
associacao do acidente de puncdo ao diagnostico com menor probabilidade de SLE foi

primeiramente observada por Gajjar e colaboradores (2000) e posteriormente
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confirmada em varios estudos (BIOJONE, 2009; BURGER et al, 2003; Te LOO et al,
2006), principalmente nos casos em que havia sido detectada a presenca de
linfoblastos no LCR (PLT positiva). Porém, com a intensificacdo do tratamento, tal
diferenca na SLE pode ser eliminada, conforme j& relatado por pesquisadores do
SJCRH nos resultados do estudo “Total Therapy XIIIB” (PUI et al, 2004). Na presente
casuistica nao foi possivel avaliar separadamente os pacientes com PLT positiva, pois
a amostra era muito pequena (apenas dois pacientes), e 0os mesmos receberam
guimioterapia intratecal intensificada na tentativa de minimizar o risco de recidiva. O
mesmo ocorreu com o0s pacientes classificados como SNC2. Provavelmente por estes

motivos, ndo foi observado pior progndstico nos pacientes com punc¢ao traumatica.

Em grande parte dos pacientes estudados (77/194), ocorreu um atraso na primeira
puncédo lombar, que foi realizada apés sete dias do diagnéstico da LLA. Na andlise da
SLE, observou-se pior resultado no grupo de pacientes em que a PL foi realizada apos
sete dias (p=0,003). Deve ser ressaltado que o principal motivo para o adiamento da
primeira PL foi a presenca de hiperleucocitose. Outras causas citadas como sindrome
de lise tumoral e distirbios de coagulacdo também sugerem que 0s pacientes com
atraso na PL estariam incluidos no grupo de pacientes classificados como de AR ou
com quadro clinico mais grave no momento do diagndstico. Apesar disso, a incidéncia

acumulada de recidiva no SNC néo se alterou com o atraso das puncdes (10,4%).

Por um lado, o atraso da puncédo poderia interferir no prognéstico destes pacientes por
atrasar, também, a quimioterapia intratecal e por diminuir a possibilidade de detecc¢éo
de linfoblastos no LCR em pacientes j4 em tratamento de inducdo por, pelo menos,
uma semana. Rech e colaboradores (2005) observaram, num pequeno numero de
pacientes, que a quimioterapia intratecal precoce (no dia do diagnéstico) foi um fator
protetor contra a recidiva no SNC nos pacientes de alto risco com PL traumatica. Por
outro lado, o adiamento de procedimentos invasivos no SNC poderia diminuir o risco de
introducéo iatrogénica de linfoblastos no espaco subaracnéide, por reducao das células
leucémicas circulantes no sangue periférico. Este foi o raciocinio utilizado por Manabe
e colaboradores (2001), que optaram por realizar a primeira PL no oitavo dia de

indugdo com corticéide. Os autores observaram SLE em seis anos de 68,7% e
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incidéncia acumulada de recidiva no SNC de 5,1% (ressalta-se que 80% dos pacientes
foram submetidos a radioterapia).

Em relacdo aos fatores de risco para recidiva da LLA no SNC observados na literatura
(imunofendtipo T, hiperleucocitose, alteragdes citogenéticas e presenca de infiltragdo
no SNC ao diagnéstico), apenas o imunofenétipo e a contagem de leucdcitos ao

diagndstico foram avaliados quanto a incidéncia acumulada de recidiva no SNC.

As alteracdes citogenéticas ndo foram avaliadas por auséncia deste resultado em 48%
dos pacientes (destes, em 33% o0 exame nao foi realizado; em 67%, o material foi
inadequado para andlise). No entanto, entre os pacientes com recidiva no SNC, um
apresentava t(9,22) (ID27), e outro apresentava t(1,19) (ID62) ao diagnostico da LLA,
anormalidades relacionadas com maior risco de recidiva em SNC (PUI et al, 2008;
JEHA et al, 2009).

A presenca de infiltragdo no SNC n&o foi avaliada como fator progndéstico, pois,
conforme relatado anteriormente, nenhum paciente da amostra estudada apresentou
tal alteracdo. A hiperleucocitose foi o Unico fator associado a maior incidéncia de
recidiva no SNC, quando comparados os pacientes que apresentaram contagem de
leucécitos ao diagnéstico maior ou menor que 50.000/mm3. Apesar de a populacdo
estudada apresentar maior numero de pacientes com imunofenoétipo T (20,6%) do que
o descrito na literatura, ndo foi encontrada maior incidéncia acumulada de recidiva no
SNC neste grupo de pacientes quando comparados com o0s pacientes com LLA de
linhagem B. No protocolo de tratamento do GBTLI-LLA99, n&o é preconizada nenhuma
diferenca na profilaxia do SNC entre as leucemias de linhagem T e B. Dos pacientes de
linhagem B que apresentaram recidiva no SNC (isolada ou combinada), metade
apresentava leucometria ao diagnostico acima de 50.000/mm3,

Até a analise dos dados, 18/199 pacientes (9%) apresentaram recidiva no SNC de
forma isolada ou combinada, dado concordante com o resultado geral do GBTLI-
LLA99, no qual foi encontrada recidiva no SNC em 8,4% dos pacientes (96/1135)
(resultados preliminares - comunicacdo pessoal). Porém quando avaliada a incidéncia

acumulada de recidiva no SNC (isolada e combinada) para a populacdo estudada
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observa-se pior resultado em relacdo ao resultado geral do GBTLI-LLA99, 10,9%
versus 6,4%, em oito anos (resultados preliminares - comunicacao pessoal). Estes
resultados sdo ruins quando comparados, também, com centros internacionais de
tratamento de LLA que apresentam, atualmente, taxas de incidéncia acumulada de
recidiva no SNC (isolada e combinada) variando de 2,3% a 6,8% em cinco anos
(CONTER et al, 2010; ESCHERICH et al, 2010; GAYNON et al, 2010; KAMPS et al,
2010; LIANG et al, 2010; MITCHELL et al, 2010; MORICKE et al, 2010; PUI et al, 2010;
SCHMIEGELOW et al, 2010; SILVERMAN et al, 2010).

Quando avaliada apenas a incidéncia acumulada de recidiva isolada no SNC no
presente estudo (6,8% em oito anos), também destaca-se o pior resultado em relacéo
ao GBTLI-LLA99 (4,7% em cinco anos; resultados preliminares - comunicacao pessoal)
e outros centros de tratamento (0,4% a 4% em cinco anos) (CONTER et al, 2010;
ESCHERICH et al, 2010; GAYNON et al, 2010; KAMPS et al, 2010; LIANG et al, 2010;
MITCHELL et al, 2010; MORICKE et al, 2010; PUI et al, 2010; SCHMIEGELOW et al,
2010; SILVERMAN et al, 2010).

O pior resultado observado no presente estudo pode estar relacionado a diversos
fatores, e ndo é possivel uma conclusao definitiva. Ressalta-se a alta incidéncia de
pacientes com leucometria maior ou igual a 50.000/mm3 ao diagnostico (30% da
casuistica), fator associado a recidiva no SNC e a pior SLE, conforme relatado

anteriormente.

Uma das possiveis explicacdes para a pior SLE observada em relagdo ao resultado
geral do GBTLI-LLA99 (58,8% versus 68%) pode ser o fato de que no HC-UFMG néo
tenha sido disponibilizado o uso da 6-TG conforme determinado pelo protocolo em
algumas fases do tratamento (Bloco A, intensificagdo e consolidacdo tardia). Na
auséncia desta medicacgéo, a 6-MP foi utilizada como alternativa, na dose equivalente.
Sabe-se que a 6-TG ja se mostrou, em diversos estudos, mais eficaz no tratamento da
LLA guando comparada a 6-MP, especialmente na prevencdo de recidivas no SNC.
Seu uso é limitado pela hepatotoxicidade. (ADAMSON et al,1994; HARMS et al, 2003;
STORK et al, 2010; VORA et al, 2006). Apesar da pior SLE, o percentual de recidivas
no SNC no presente estudo foi semelhante ao do GBTLI-LLA99 (9% versus 8,4%).
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A suspensdo da radioterapia profildtica para a maioria dos pacientes, como
determinado pelo protocolo GBTLI-LLA99, no qual a radioterapia esta indicada apenas
para os pacientes com acometimento do SNC ao diagnostico, também pode ter
contribuido para esse resultado. A exclusdo da radioterapia profilatica na LLA,
preconizada pela literatura médica atual, além de proteger o paciente dos seus efeitos
deletérios também oferece outras vantagens. A boa resposta dos pacientes com
recidiva isolada no SNC que néo foram submetidos a RT no tratamento inicial refor¢a o
seu uso na terapia de resgate destes pacientes. A suspensdo da RT profilatica pode,
ainda, permitir um melhor reconhecimento dos fatores de risco diretamente
relacionados a recaida no SNC. Por ser a recidiva no SNC um evento competitivo
frente a recidiva medular, sua protecdo por meio da RT poderia aumentar as recidivas
na MO, que, sabidamente, tém pior prognostico (PUI et al, 2009). Assim, a restricdo da
radioterapia apenas aos pacientes com alto risco de recidiva no SNC parece ser 0
caminho para o melhor aproveitamento desta modalidade de tratamento, minimizando

a exposicao desnecessaria aos riscos a ela inerentes.
Considerac0es finais

A abordagem da infiltracdo no SNC nos ultimos 40 anos evoluiu drasticamente, com
melhora importante na sobrevida dos pacientes de LLA e reducdo do acometimento
desse sitio extramedular. O presente estudo permitiu a avaliacdo das recomendacdes
atuais sobre a andlise do LCR ao diagnostico e levantou consideracbes sobre a

profilaxia do SNC na populacéo estudada.

Os seus resultados reforcam a necessidade de intensificacdo do tratamento
direcionado ao SNC nos protocolos brasileiros, especialmente naqueles pacientes com
leucometria inicial acima de 50.000/mms3. Além disso, a realizacdo de estudos para
melhorar a deteccdo de células leucémicas no LCR pode ser de grande utilidade na
selecdo de pacientes candidatos ao tratamento mais intensivo direcionado ao SNC.
Indicam, também, novas direcdes e linhas de investigacdo a serem seguidas pelo

Servico de Hematologia do HC/UFMG que, resumidamente, seriam:
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1. Elaboracdo de um protocolo para a primeira puncdo lombar dos pacientes
diagnosticados com LLA, no qual seja recomendado o seguimento rigoroso do prazo
estabelecido no protocolo de tratamento para sua realizacdo. Além disso, devem
constar orientacdes sobre o local de realizacdo do procedimento, indicagbes para
sedacdao, realizacdo por profissional experiente, critérios para transfusdo de plaquetas
e padronizacédo da analise do LCR.

2. Analisar a evolucdo das criancas com recidiva da LLA em SNC diagnosticadas e
tratadas no Servico de Hematologia do HC/UFMG e avaliar a influéncia de fatores
prognosticos para a ocorréncia de uma segunda recidiva e para a sobrevida global.

3. Inclusdo de novos métodos, como imunofenotipagem e técnicas de reacdo em
cadeia de polimerase (PCR), para deteccdo de células leucémicas no LCR ao
diagndstico e no momento da recidiva, através de protocolos de pesquisa.

4. Inclusdo da avaliacdo de DRM na medula 0ssea dos pacientes com recidiva
isolada no SNC (ou outro sitio extramedular isolado), também através de protocolos de

pesquisa.
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6. CONCLUSOES

. N&o foi possivel avaliar a evolu¢do dos pacientes de acordo com a classificacédo
do LCR. N&ao foi observado nenhum paciente com acometimento do SNC ao
diagnéstico de acordo com a definicdo classica. Apenas 2% dos pacientes
apresentaram linfoblastos ao exame morfolégico do LCR ao diagnostico, sendo 1%

classificado como SNC2 e 1%, como puncao lombar traumatica positiva.

. A ocorréncia de puncdo lombar traumética ao diagnostico foi associada apenas
com baixa idade do paciente. O local onde o procedimento foi realizado (bloco cirdrgico
versus enfermaria), a contagem de plaquetas e a contagem de leucécitos ndo se

associaram com o acidente de puncéao.

. A sobrevida livre de eventos (SLE) em cinco anos para todo o grupo estudado foi

inferior aos resultados internacionais e do proprio GBTLI- LLA93 e 99.

. Os pacientes com leucometria inicial igual ou superior a 50.000/mms3,
classificacdo em grupo de alto risco para recidiva e atraso na realizagdo da primeira
puncado lombar (acima de sete dias) apresentaram piores resultados em relacédo a SLE.
A idade, o imunofendtipo e a presenca, ou ndo, de puncdo lombar traumética nao

influenciaram a SLE no presente estudo.

. A incidéncia acumulada de recidiva no SNC (isolada ou combinada) no presente
estudo encontra-se acima do observado em estudos internacionais.

. Os resultados sugerem que a contagem de leucécitos ao diagnodstico acima de
50.000/mm? parece, realmente, ser fator prognéstico significativo na maior incidéncia
de recidiva no SNC. As demais variaveis analisadas (imunofenétipo (T versus B), o
intervalo entre o diagnostico da LLA e a primeira puncdo lombar (até sete dias versus
oito ou mais dias) e a presenca ou ndo de puncgdo traumatica) ndo interferiram na

incidéncia de recidiva no SNC.
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APENDICES

Apéndice A
TCLE 1

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO INFORMAC OES DOS
PESQUISADORES AOS REPRESENTANTES LEGAIS

Pacientes diagnosticados no periodo de marco de 200 1 a agosto de 2009

Titulo da pesquisa: Caracterizacdo e evolucdo das c¢ riangas com infiltragdo
liqudrica pela leucemia linfocitica aguda: um estud o retrospectivo (mar¢o/2001 a
mar¢o/2008) e prospectivo no Servico de Hematologia do Hospital das Clinicas
da UFMG.

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 participacédo a qualquer momento.

Os pacientes com diagnostico de leucemia linfocitica aguda (LLA) podem apresentar
infiltracdo do Sistema Nervoso Central pela doenca. A presenca de alteracOes
causadas pela leucemia no Sistema Nervoso Central pode ocorrer no momento do
diagndstico ou quando ha recaida da doenca.

Esta pesquisa tem como objetivo avaliar a presenca de infiltracdo do Sistema Nervoso
Central nas criangcas com LLA, caracterizar o tipo de infiltracdo e a evolucdo dessas
criangcas. Queremos também introduzir um novo exame, que parece auxiliar no
diagnéstico da infiltragdo do Sistema Nervoso Central pela leucemia. Esse novo exame
€ chamado imunofenotipagem. Pretendemos verificar se a realizacdo desse exame

auxiliara no diagnostico mais precoce da infiltracdo do Sistema Nervoso Central.

Como seu filho, ou do paciente pelo qual vocé é responsavel, ja se encontra em
tratamento, caso concorde com a sua participacdo na pesquisa vocé estara dando o

seu consentimento para que os prontuarios medicos do paciente sejam consultados
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pelos pesquisadores para obtencao de dados clinicos (diagndstico, tipo de tratamento,

resposta ao tratamento) e laboratoriais (resultados de exames).

O exame de imunofenotipagem somente sera realizado para pacientes admitidos no
estudo a partir de abril de 2008 e que nao tenham iniciado o tratamento. Os beneficios

da utilizacio desse exame ainda ndo estdo comprovados.

O tratamento do paciente ndo sera alterado em fungdo da pesquisa. O paciente
continuara a ser atendido no Servico, sem prejuizo ao seu cuidado, mesmo que nao
concorde com a sua inclusdo no estudo ou, ainda, que desista de participar em
gualguer momento. Vocé e seu filho ndo receberdo remuneracdo por participar do

estudo.

A sua participacdo € muito importante. Esperamos que o0s 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 0s responsaveis pela

pesquisa terdo acesso aos dados coletados.

NOs responderemos a qualquer questdo relativa ao estudo, agora ou em qualquer
momento que for necessario. Os telefones de contato do Servico de Hematologia séo
0s seguintes: 34099397 e 34099207. Os nomes dos pesquisadores responsaveis sao:
Dr2 Camila Silva Peres Cancela e Prof? Benigna Maria de Oliveira. Vocé também
podera consultar o Comité de Etica em Pesquisa da UFMG (Avenida Antdnio Carlos,
6627, Unidade Administrtaiva Il, 2° andar, sala 2005. Telefone 34094592).

CONSENTIMENTO POS-INFORMADO

Eu, abaixo assinado, declaro que apos ter

sido convenientemente esclarecido sobre a pesquisa “Caracterizagéo e evolucdo das
criancas com infiltracdo liquorica pela leucemia i nfocitica aguda: um estudo
retrospectivo (marco/2001 a margo/2008) e prospecti vo no Servico de

Hematologia do Hospital das Clinicas da UFMG”, consinto em participar na

gualidade de responsavel pelo paciente -- ---, até que

eu decida em contrario.
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Belo Horizonte, de

Assinatura do responsavel:

de 200

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

Assinatura do pesquisador:
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TCLE 2
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
INFORMACOES DOS PESQUISADORES AO PACIENTE

Pacientes diagnosticados no periodo de marco de 200 1 a agosto de 2009

Titulo da pesquisa: Caracterizacdo e evolugdo das c¢ riangcas com infiltracdo
liqudrica pela leucemia linfocitica aguda: um estud o retrospectivo (marco/2001 a
marco/2008) e prospectivo no Servico de Hematologia do Hospital das Clinicas
da UFMG.

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

explicacdes a seguir.

Durante o seu tratamento vocé faz um exame chamado puncéo lombar. Durante esse
exame sera colhido um liquido que vem do seu Sistema Nervoso Central. Esse exame

¢ feito para verificar se existem sinais da sua doenca neste liquido.

Caso vocé e seus pais, ou responsaveis, concordem com a participacdo na pesquisa, o
seu prontuario médico (ficha médica) serd consultado pelos pesquisadores para que
eles obtenham informacgdes sobre os resultados de seus exames e do seu tratamento.

O seu tratamento ndo serd modificado.

Vocé continuara a ser atendido no Servigco, sem prejuizo ao seu cuidado, mesmo que
nao concorde com a sua participacdo no estudo ou, ainda, que desista de participar em
gualquer momento. A sua participacdo € muito importante. Apenas 0s responsaveis

pela pesquisa terdo acesso aos seus dados.

Noés responderemos a qualquer duvida que vocé tiver sobre a pesquisa. Os telefones
de contato do Servico de Hematologia sao os seguintes: 34099397 e 34099207. Os
nomes dos pesquisadores responsaveis sdo: Dr2 Camila Silva Peres Cancela e Prof2
Benigna Maria de Oliveira. 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).
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CONSENTIMENTO POS-INFORMADO

Eu, abaixo assinado, declaro que

entendi as informacdes sobre a pesquisa “Caracterizacédo e evolucdo das criangas
com infiltrac&o liqudrica pela leucemia linfocitica aguda: um estudo retrospectivo
(marco/2001 a margco/2008) e prospectivo no Servico  de Hematologia do Hospital
das Clinicas da UFMG”, consinto em participar na qualidade de paciente, até que eu

decida em contrario.

Belo Horizonte, de de 200

Assinatura do paciente (idade = 13 anos):

Assinatura do pesquisador:

82



83

Apéndice B

Viana MB, Oliveira BM, Cancela CSP. Kaplan—Meier method is inappropriate for
estimating cumulative incidence of graft-versus-host disease in the presence of
competing events. American Journal of Hematology. Published online 16 February

2010 in Wiley InterScience (www.interscience.wiley.com). DOI: 10.1002/ajh.21681
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Kaplan-Meier method is inappropriate for estimating
cumulative incidence of graft-versus-host disease in the
presence of competing events

To the Editor: As clinicians and researchers in Pediatric Hematology we have
read with much interest the article that appeared in 2008 in the Journal [1].

We noticed that the authors, as stated in the corresponding statistical sec-
tion, estimated the probability of acute and chronic graft-versus-host disease
(GvHD) by the Kaplan-Meier method. The figures for these cumulative inci-
dence of GvHD were 37 and 17%, respectively. Our point is that they are
overestimated.

We feel, as cthers [2-4], that using the complement of the Kaplan-Meier
estimate (1-KM) in this setling is inappropriate because patients who fail of
competing risks (death or graft rejection) are treated as censored observa-
tions, similar to those who are alive and event-free. If a patient fails from a
competing event, GvHD is no longer possible. In other words, failures from
competing risks reduce the number of patients at risk of failure from GvHD,
as pointed out by Kalbleisch and Prentice [5].

Let us illustrate the point with our own data on central nervous system
(CNS) relapse for children treated with the Brazilian protocol GBTLI-G9
(unpublished data). The protocol has been briefly deseribed in reference [6].
Out of 189 children who were enrolled in our institution from March 2001 to
August 2009, 191 entered into remission and were analyzed for CNS
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Fig 1. Estimates of central nervous system (CNS) relapse (isolated or simultane-
ous with bone marrow relapse) in 191 children with ALL treated with the Brazilian
GETLI-99 protocol; A: Kaplan-Meier method; B: Kalbfieisch and Prentice
method [5].

© 2010 Wiley-Liss, Inc.

American Journal of Hematology 1

Correspondence

relapse as their first event. Failures were classified as: (a) isolated CNS
relapse: 11 children; (b) simultaneous CNS and marrow relapses: 7; (c)
other isolated or combined relapses: 41; and (d) death in remission: 5 chil-
dren. Categories a and b are the events of interest for this analysis and the
remaining should be considered competing events.

Figure 1A illustrates the estimates based on the 1-KM method, calcu-
lated with SPSS¥ software, and Fig. 1B those based on the formula given
on page 700 by [2], manually calculated (supporting information table avail-
able onling) with the aid of a simple Excel (Microsoft®) sheet because
commercially available programs do not include this option. Adapting our
data to the examples given by Kim in his excellent paper [4], in the second
method, unlike the KM method, only children who were alive and relapse-
free were considered at risk for CNS primary relapse (first term of the for-
mula given in [2]); children first relapsing in non-CNS sites and those who
died in remission were counted as events when calculating event-free sur-
vival (second term of the formula).

The difference between the two estimates is about 20% (12.9 vs. 10.9%,
respectively). It could be larger if the incidence of CNS relapses were higher
and, very importantly, if more competing-risk events preceded occumences
of CNS relapses. If all competing events had occurred after the last CNS
relapse, or no competing events were present, the alternative calculations
would give identical results.

In conclusion the calculated incidences of GvHD in Di Bartolomed's report
[1] are surely overestimated because there were 8 graft rejections and 12
deaths, competing events that had occurred the majority of them before the
episodes of GvHD. Itis not possible to calculate how much Bartolomeo's esti-
mates would change without having his primary data. Testing the difference of
incidence of acute GvHD, according to the used prophylactic protocol, with the
log-rank statistic (p. 528) is inadequate for the same reason. Gray's method
would be an adequate way of testing differences [4]. We feel that appropriate
methods should have been used because cumulative incidences of GvHD are
significantly influenced by the presence of competing events.
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Apéndice C

Banco de Dados (em CD-ROM)

Legenda:

Ident - Numero de identificacdo

Risco - Grupo de risco (cédigo: 1: baixo risco; 2: alto risco)
IdadeDX - Idade ao diagnostico em anos

cat.idade - 1: <1 ano; 2: 21 ano < 10 anos; 3: = 10 anos

sle - Sobrevida livre de eventos

rcc - Tempo de remisséo clinica completa
sglo - Sobrevida Global

censl - Variavel de censura para sobrevida livre de eventos (cédigo: O: paciente
censurado na data da andlise dos resultados porque ndo ocorreu qualquer evento; 1:
ocorréncia de evento — 0bito ou recidiva)

cens2 - Variadvel de censura para sobrevida global (codigo: 0: paciente censurado na
data da analise dos resultados porque estava vivo; 1: ocorréncia do 0bito)

leuini - Leucometria global ao diagnéstico

cat.leuin — 1: <10.000; 2: = 10.000 < 50.000; 3: =250.000
sexo - 1: masculino; 2: feminino

Imunofendtipo -  1: pro-B; 2: CALLA ou comum; 3: pré-B; 4: T; 5: bifenotipica

CLASS LQR - Classificacdo do LCR ao diagnéstico (codigo: 1: SNC 1; 2: SNC 2; 3:
SNC 3; 4: PLT negativa; 5: PLT positiva)

PLTsxn - Pungédo lombar traumatica (codigo: 0: ndo; 1: sim)

Local recidiva - Local da recidiva (codigo: 0: auséncia de recidiva; 1: medula 0ssea; 2:

medula 6ssea + SNC; 3: SNC; 4: testiculos; 5: ocular; 6: ganglionar)
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Tiprecid - Local da recidiva de acordo com acometimento do SNC (cédigo: 0: auséncia
de recidiva; 1: SNC puro; 2: medula 6ssea + SNC; 3: outras recidivas, sem
acometimento do SNC; 4. morte em remissao)

Censnc - Variavel de censura para recidiva em SNC (codigo: 0: paciente censurado na
data da analise dos resultados porque ndo apresentou recidiva em SNC; 1: ocorréncia
de recidiva em SNC - isolada ou combinada).

PLAQUETAS - Numero de plaguetas no sangue periférico quando da primeira puncéo
lombar

TX PLAQ - Transfusao de plaguetas previamente a primeira puncdo lombar (codigo: O:
nao; 1: sim)

LOCAL PL - Local de realizagdo da primeira pungdo lombar (codigo: 1l:enfermaria; 2:
bloco cirargico)

INT DIAG/LQR - Intervalo entre o diagndstico de leucemia e a primeira puncédo lombar
(em dias)

Intervalo cat - Intervalo entre o diagndstico de leucemia e a primeira puncao lombar

(codigo: 0: < 7dias; 1: > 7 dias; 9: ndo avaliado)

Para todas as variaveis:

SR — sem remissao

NR — primeira puncao lombar nao realizada (6bito antes da realiza¢éo)

NE — dado ndo encontrado
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ANEXOS

Anexo 1

GBTLI LLA-99

DEFINICAO DOS GRUPOS DE RISCO:

Grupo de Baixo Risco de Recaida (RB)

Os doentes de baixo risco sdo aqueles com idade acima de 1 ano e <9 anos de idade
e/ou com leucometria inicial inferior a 50.000/mm3. Adicionalmente, os pacientes de
Baixo Risco de Recaida serdo aqueles que apresentarem no sangue periférico do 7°
dia GB < 5000/mm? e auséncia de blastos no sangue periférico no 14° dia da indugéo
(ou entre o 13° e 15°dias), mais medula M1/M2 no dia 14 (ou entre 13° e 15°dias).
Adicionalmente, todos os doentes devem apresentar medula M1 no dia 28 da terapia.
Aqueles doentes, com envolvimento leucémico extramedular ao diagnostico, deverédo
estar sem qualquer evidéncia daquele comprometimento no dia 14, assim como, no dia

28 da terapia.
Grupo de Alto Risco de Recaida (AR)

Serdo considerados de AR o0s pacientes que apresentarem ao diagnoéstico, idade
inferior a 1 ano ou superior a 9 anos e/ou contagem leucocitaria = 50.000/mm?3 e/ou

adicionalmente os seguintes achados:

» Contagens leucocitarias em sangue periférico colhido no dia 7, iguais ou
superiores a 5.000/mms3

* Presenca de blastos leucémicos no sangue periférico no dia 14, (ou entre o 13°
e 15° dias), em qualquer nimero

* Medula M3 no dia 14 da inducao (ou entre o 13° e 15° dias)

* Medula M2/M3 no dia 28 da terapia da inducdo e/ou evidéncia de acometimento
extramedular da doenca

» Com evidéncia de blastos positivos em LCR avaliado no dia 14, (ou entre 0 13° e

15° dias) nos doentes inicialmente com envolvimento em SNC (CNS-3).
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ESQUEMA TERAPEUTICO (GBTLI LLA - 99)
GRUPO DE BAIXO RISCO DE RECAIDA

Terapia de inducéo para o grupo de baixo riscoder  ecaida

Drogas Dose e via de administragéo Dias de

administragcao

Prednisona (PDN) 40mg/m*/dia —via oral la?28
Vincristina (VCR) 1,5mg/m2/dose - endovenoso 1,8,15e22
Daunoblastina (DNB) 25 mg/m°/dose - endovenoso 1,8,15e22
L-asparaginase (L-ASP) 5000 Ul/m*/dose — intramuscular 9 doses
Ciclofosfamida 1g/m2 — via endovenosa com MESNA 28

300mg/m?/dose na hora 0 e 4
Citarabina (ARA-C) 75/mg/m2/dose SC 28a31,35a38
(total: 8 doses)

6-MP 50mg/m°/dia — via oral 28 a0 42

MADIT (Metotrexato / intratecal 0, 14, 28

ARA-C/ Dexametasona)

* MADIT: metotrexato (MTX), 8 mg para criangas <1 ano, 10 mg para 2 anos, 12 mg para 3 a 8 anos, e
15 mg para = 9 anos; ARA-C: 16 mg para criangas <1 ano, 20 mg para 2 anos, 24 mg para 3 a 8 anos, e
30 mg para = 9 anos; dexametasona (DXM): 2 mg/mz, dose maxima de 2 mg
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Terapia de intensificacéo para o grupo de baixo ris  co de recaida

89

Drogas Dose e via de administragéo Semana do tratam  ento
MTX 2g/m“/ EV (infusdo em 6 horas), a cada 7,9,11,13
2 semanas, com leucovorin 15mg/ m*/dose,
EV de 6 em 6 horas, a partir da hora 36
6-MP 50mg/m?/dia — via oral 7a13
MADIT intratecal 8,10, 12, 14
Terapia da consolidacao tardia para o grupo de baix o risco de recaida
Drogas Dose e via de administragédo Semana do tratam  ento
Dexametasona (DXM) 6mg/m°/dia —via oral 14, 16, 18 (7 dias / semana)
Vincristina (VCR) 1,5mg/m2/dose - endovenoso 14 a 18 (1 dose/semana
total: 5 doses)
Doxorrubicina 30 mg/mzldose - endovenoso 15 e 17 (1 dose/semana
total: 2 doses)
L-asparaginase (L-ASP) 5000 Ul/m*/dose — intramuscular 15 e 16 (2 doses/semana
total: 4 doses)
Ciclofosfamida 1g/m2 —via endovenosa com 19 (dose Unica)
MESNA 300mg/m?/dose na hora 0 e 4
Citarabina (ARA-C) 75/mg/m®/dose SC 19, 20, 21 (4 doses/semana

total: 12 doses)
6-Mercaptopurina* 50mg/m°/dia — via oral 19 a 21 (21 dias)

MADIT Intratecal 14, 18, 22

* No protocolo original: tioguanina (6-TG) - 60 mg/mzldia, VO, por 21 dias
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Terapia de manutencéo para o grupo de baixo riscod e recaida

Grupo 1:

- 6-MP: 50 mg/m*/dia, administrada por via oral, diariamente (dose maxima de 100 mg/m?/dia), ingerido

longe do horario das refei¢es, no sentido de evitar interferéncias dos alimentos na absor¢do das droga
- MTX: 25 mg/m®/dose (dose maxima de 40 mg/m?), administrado por via intramuscular, semanalmente.

- A cada 8 semanas, iniciando-se na 30% semana, era introduzido o pulso de vincristina (VCR) e

dexametasona, completando um total de 7 pulsos

- Tripla terapia intratecal (MADIT: ARA-C, MTX e DXM) realizada a cada 8 semanas, durante toda a

manutencao.
Grupo 2

- MTX: 200mg/m?, administrado por via endovenosa, em infusdo de 6 horas, administrado a cada 21
dias. O resgate com &cido folinico (leucovorin) foi de 5mg/m®dose, administrado por via oral, nas horas
36 e 42 apis o inicio do MTX.

- 6-MP: 100mg/m2/dia, administrada por via oral, durante 10 dias, iniciando 24 horas apés a primeira

dose do MTX. Dose méaxima diaria de 175mg.

- A cada 8 semanas, iniciando-se na 30% semana, pulso de vincristina (VCR) e dexametasona,

completando um total de 7 pulsos

- Tripla terapia intratecal (MADIT: ARA-C, MTX e DXM) realizada a cada 8 semanas, durante toda a

manutencao.
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ESQUEMA TERAPEUTICO (GBTLI LLA - 99)

GRUPO DE ALTO RISCO DE RECAIDA

Terapia de inducéo para o grupo de alto risco de re  caida

Drogas Dose e via de administragéo Dia da administracéo
Prednisona (PDN) 40mg/m°/dia —via oral laZ28

Vincristina (VCR) 1,5mg/m2/dose - endovenoso 1,8,15e22
Daunoblastina (DNB) 25 mg/m?/dose - endovenoso 1,8,15e 22
L-asparaginase (L-ASP) 5000 Ul/m*/dose — intramuscular 9 doses
Ciclofosfamida 1g/m? — via endovenosa com 28

MESNA 300mg/m?/dose na hora 0 e 4
Citarabina (ARA-C) 75/mg/m?/dose SC 28a31,35a38
(total: 8 doses)

6-MP 50mg/m°/dia — via oral 28 a0 42

MADIT (Metotrexato/ intratecal 0, 14, 28

ARA-C/ Dexametasona)

* MADIT: metotrexato (MTX), 8 mg para criangas <1 ano, 10 mg para 2 anos, 12 mg para 3 a 8 anos, e
15 mg para 29 anos; ARA-C: 16 mg para criangas <1 ano, 20 mg para 2 anos, 24 mg para 3 a 8 anos, e
30 mg para =9 anos; dexametasona (DXM): 2 mg/m?, dose méxima de 2 mg
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Terapia de intensificacdo para o grupo de alto risc o0 de recaida - BLOCO A

Drogas Dose e via de administragéo Dia da administracéo
(semana 8)

MTX 2g/m?, via endovenosa (infusdo em 6 horas) 1

Leucovorin 15mg/m2/dose, EV, 6/6h (4 doses),

a partir da hora 36 do inicio do MTX

6-mercaptopurina* 75 mg/m?/dia — via oral 2ab
Citarabina (ARA-C) 2g/m?, dose Unica, via endovenosa 5
Ciclofosfamida 200mg/m2/dose, 12/12h 6a8

(total: 5 doses), via endovenosa

MADIT intratecal 8

* No protocolo original: tioguanina (6-TG) - 100 mg/m?*/dia, VO, por 4 dias

Terapia de intensificacdo para o grupo de alto risc o0 de recaida - BLOCO B

Drogas Dose e via de administragéo Dia da administracéo

(semana 10)

MTX 2g/m?, via endovenosa (infusdo em 6 horas) 1
Leucovorin 15mg/m2/dose, EV, 6/6h (4 doses),

a partir da hora 36 do inicio do MTX

6-MP 150mg/m?/dia, via oral 2a5
Citarabina (ARA-C) Zg/mz, dose Unica, via endovenosa 5
MTX 50mg/m2, viaendovenosa (infusdo em 4 horas) 7
MADIT intratecal 8
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Terapia de intensificagdo para o grupo de alto risc

93

o de recaida

Drogas Semana do
Dose e via de administragéo
tratamento
Dexametasona (DXM) 6mg/m~/dia — via oral 12,14,16

Vincristina (VCR)

Doxorrubicina

L-asparaginase (L-ASP)

Ciclofosfamida

Citarabina (ARA-C)

6-Mercaptopurina*

MADIT

1,5mg/m2/dose — endovenoso

30m g/mzldose — endovenoso

5000 Ul/m*/dose — intramuscular
1g/m2 —via endovenosa com

MESNA 300mg/m?/dose na hora 0 e 4

75/mg/m®/dose SC

50mg/m?/dia — via oral

Intratecal

(7 dias / semana)

12 a 16(1dose/semana
total: 5 doses)

13 e 15(1dose/semana
total: 2 doses)

13 e 14(2doses/semana
total: 4 doses)

17 (dose Unica)

17, 18, 19 (4 doses/
semana total: 12 doses)
17 a 19 (21 dias)

17, 20

* No protocolo original: tioguanina (6-TG) - 60 mg/mzldia, VO, por 21 dias

Terapia de intensificacéo para o grupo de alto risc

o de recaida - BLOCO C

Drogas Dose e via de administragéo Dia da administracéo
(semana 21)
MTX 2g/m?, via endovenosa (infusdo em 6 horas) 1
Leucovorin 15mg/m®/dose, EV, 6/6h (4 doses),
a partir da hora 36 do inicio do MTX
6-MP 150mg/m?/dia, via oral 2a5
Etoposideo 150mg/m?®/dia, via endovenosa 5,6,7 (total:3doses)

Citarabina (ARA-C)

2g/m?, dose Unica, via endovenosa

8
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Terapia de intensificacdo para o grupo de alto risc o de recaida - BLOCO D

Drogas Dose e via de administragéo Dia da administracéo

(semana 23)

Ifosfamida 1,8 g/m°/dia — via endovenosa, 1 ao 4 (total: 4 doses)
com MESNA 400mg/m2/dose, nahoraO,4e8
Etoposideo 150mg/ m?/dia - via endovenosa 1 ao 4 (total: 4 doses)

MADIT Intratecal 8

Terapia da consolidacéo tardia para o grupo de alto risco de recaida

Drogas Dose e via de administragédo Semana do tratam  ento
Dexametasona (DXM) 6mg/m°/dia —via oral 25, 27, 29 (7 dias / semana)
Vincristina (VCR) 1,5mg/m2/dose — endovenoso 25 a 29 (1 dose/semana

total: 5 doses)
Doxorrubicina 30 mg/mzldose — endovenoso 26 e 28 (1 dose/semana
total: 2 doses)
L-asparaginase (L-ASP) 5000 Ul/m?/dose — intramuscular 26,27,28 (2 doses/semana
total: 6 doses)
Ciclofosfamida 1g/m2 —via endovenosa com 36 (dose Unica)
MESNA 300mg/m?/dose na hora O e 4
Citarabina (ARA-C) 75/mg/m®/dose SC 36, 37, 38 (4 doses/semana
total: 12 doses)
6-Mercaptopurina* 50mg/m2/dia — via oral 36 a 38 (21 dias)

MADIT Intratecal 30, 32

* No protocolo original: tioguanina (6-TG) - 60 mg/mzldia, VO, por 21 dias
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Terapia de manutencéo para o Grupo de Alto Risco:

- 6-MP: 50 mg/mzldia, administrada por via oral, diariamente (dose maxima de 100 mg/mzldia), ingerido

longe do horario das refei¢es, no sentido de evitar interferéncias dos alimentos na absor¢do das droga
- MTX: 25 mg/m®/dose (dose maxima de 40 mg/m?), administrado por via intramuscular, semanalmente.

- A cada 8 semanas, iniciando-se na 42% semana, pulso de vincristina (VCR) e dexametasona,
completando um total de 7 pulsos. Tripla terapia intratecal (MADIT: ARA-C, MTX e DXM) realizada a
cada 8 semanas, durante toda a manutencéo.
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Anexo 2

Aprovacao do projeto: Camara do Departamento de Pediatria, Diretoria de

Ensino, Pesquisa e Extensdo do HC-UFMG e Comité de Etica em
Pesquisa da UFMG.
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CAMARA DO DEPARTAMENTO DE PEDIATRIA
PARECER N° 08/08

TITULO DO PROJETO:

CARACTERIZACAO E EVOLUCAO DAS CRIANCAS COM INFILTRAGAO LIQUORICA
PELA LEUCEMIA LINFOCITICA AGUDA: UM ESTUDO RETROSPECTIVO
(MARCO/2001 A MARCO/2008) E PROSPECTIVO NO SERVICO DE HEMATOLOGIA
DO HOSPITAL DAS CLINICAS DA UFMG.

INTERESSADOS:
Profa. Benigna Maria de Oliveira
Mestranda Camila Silva Peres Cancela

HISTORICO:

A leucemia linfocitica aguda (LLA) é a neoplasia mais comum da infancia. Acometimento do
Sistema Nervoso Central (SNC) ocorre em 5% a 10% dos pacientes ao diagndstico. O exame
citolégico do liquor, método mais frequentemente utilizado para avaliar a infiltracgio do SNC, €
considerado pouco sensivel. Apesar de ainda ndo haver consenso na literatura de qual melhor
critério para definigdo de infiltragdo leucémica, varios estudos tém demonstrado a utilidade da
imunofenotipagem das células leucémicas pela citometria de fluxo, para identificar neoplasia
hematolégica no liquido céfalo-raquidiano (LCR).

O presente estudo tem como objetivo caracterizar o tipo de infiltracdo liquérica e a evolugdo de
criangas com LLA, diagnosticadas no Servico de Hematologia do Hospital das Clinicas da
UFMG e padronizar e introduzir a técnica de imunofenotipagem por citometria de fluxo, como
método complementar de avaliagdo do LCR ao diagnostico, em criangas com LLA.

MERITO:

Trata-se de projeto para um estudo retrospectivo, complementado por uma coorte prospectiva
onde seré acrescentado o método de imunofenotipagem aos exames utilizados no
acompanhamento das criangas com LLA. Os critérios de inclusdo e exclusdo estdo bem
estabelecidos. N3o foi apresentado o cronograma da pesquisa, havendo relato apenas de que seu
inicio, est4 programado para margo de 2008, apds o aceite do COEP. A introdugdo e a
justificativa da pesquisa estdo bem fundamentadas, apresentando significativa lista de
referéncias bibliograficas. A metodologia, incluindo a analise estatistica, estd bem explicitada e
parece adequada aos objetivos propostos. Quanto & questdo ética, os pesquisadores garantem a
participagfio voluntéria e assumem o compromisso de divulgar os resultados sejam eles
favoraveis ou ndo, preservando o sigilo em relagdo  identificagéo dos individuos avaliados. Em
anexo foi apresentado quatro modelos de Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, muito
bem elaborados e de acordo com o que preconiza a Resolugdo 196 do Conselho Nacional de
Saiide, inclusive respeitando a autonomia das criangas com 7 anos ou mais de idade.
CONCLUSAOQO: Diante do exposto, consideramos o projeto relevante e somos pela sua
aprovagdo, sem ressalvas.

aprovado © parecer do relatos

Relator em, rAY]

Chefe do Departamento de Pediatrig
“uldade de Medicing /¢ : A
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Universidade Federal de Minas Gerais

/ Hospital das Clinicas U F/‘/\G_

Diretoria de Ensino, Pesquisa ¢ Extensio - DEPE

Belo Horizonte, 29 de abril de 2008.

PROCESSO N° 027/08

TiTULO: “CARACTERIZACAO E EVOLUGCAO DAS CRIANCAS COM
INFILTRACAO LIQUORICA PELA LEUCEMIA LINFOCITICA AGUDA:UM
ESTUDO RETROSPECTIVO (MARCO/2001 A MARCO/2008) E PROSPECTIVO
NO SERVIGO DE HEMATOLOGIA DO HOSPITAL DAS CLINICAS DA UFMG”.

Sr(a) Pesquisador(a):

Reportando-nos ao projeto de pesquisa acima referenciado, considerando sua
concordéncia com o parecer da Comisséo de Avaliagéo Econdmico-financeira de
Projetos de Pesquisa do HC e a aprovagéo pelo COEP/UFMG em 16/04/2008
esta Diretoria aprova seu desenvolvimento no ambito institucional.
Solicitamos enviar a DEPE relatério parcial ou final, apds um ano.

Asr,

Prof® Benigna Maria de Oliveira
Depto.Pediatria

Faculdade de Medicina- UFMG

CGC: 17.217.985/0034-72 - Av. Prof. Alfredo Balena, 110 - 1° andar
Bairro Santa Efigénia — CEP 30130-100~ Belo Horizonte - MG
Telefone: (31) 3409-9379 — 3409-9375 - FAX- (31) 3409-9380 - depe@ he. ufmg.br
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UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA - COEP

Parecer n2. ETIC 73/08

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

DECISAO

O Comité de Etica em Pesquisa da UFMG — COEP aprovou, no
dia 16 de abril de 2008, o projeto- de pesquisa intitulado
"Caracterizagdo e evolugdo das criancas com infiltracdao liqudrica
pela leucemia linfocitica aguda: um estudo retrospectivo
(margo/2001 a marco 2008) e prospectivo no Servico de
Hematologia do Hospital das Clinicas da UFMG" bem como o Termo
de Consentimento Livre e Esclarecido.

O relatério final ou parcial devera ser encaminhado ac COEP um

ano apds o inicio do projeto.

| i ( f
L,CL\V\L LL\;?\ |
Profa. Maria Teresa Marques Amaral
Coordenadora do COEP-UFMG

Av. Pres. Antonio Carlos, 6627 — Unidade Administrativa IT - 2° andar — Sala 2005 — Cep:31270-901 — BH-MG
Telefax: (031) 3409-4592 - ¢-mail: coepid@prpq.ufing.br
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