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RESUMO

INTRODUCAO: A imunofenotipagem por citometria de fluxo desempenha um papel
importante no diagndstico, classificacdo e acompanhamento das Leucemias Mieldides Agudas
(LMA). A sua utilizagdo com finalidade prognoéstica ainda € algo controverso, apesar de ja ter
sido identificado perfis imunofenotipicos especificos associados a alteragdes citogenéticas e
moleculares subjacentes. OBJETIVO: Este trabalho teve como objetivo principal avaliar a
fungdo prognostica da citometria de fluxo, através da andlise de associa¢do das marcagdes
imunofenotipicas com caracteristicas clinico-demograficas; laboratoriais; taxas de resposta;
sobrevida livre de doenga e sobrevida global, de pacientes adultos com LMA. MATERIAIS E
METODOS: Foram analisados retrospectivamente 102 casos de LMA diagnosticados, em um
dos centros de referéncia para o tratamento das Leucemias Agudas, no Estado da Bahia, no
periodo de 2015-2021. RESULTADO: Os pacientes submetidos a terapia quimioterapica
intensiva, apresentaram taxas de resposta completa (70,6%) e taxa de sobrevida global (SG) em
5 anos (36,5%) semelhantes aos desfechos clinicos reportado na literatura. Foi observado uma
frequéncia elevada de fendtipos aberrantes em torno de 71,6%. Dentre os antigenos andmalos
expressos, o mais frequente foi o CD7 (52,6%), seguido pelo o CD19 (12,2%). Avaliando
pacientes submetidos & quimioterapia intensiva, a expressao positiva do CD7 foi associada a
uma probabilidade aumentada de recidiva e refratariedade, assim como redugdo significativa
da sobrevida livre de doenga. Por outro lado, a expressdo positiva do MPO foi associada de
forma significativa a uma maior taxa de resposta completa e maior sobrevida global. A co-
expressao dos marcadores CD34r°/CD7P foi associada com refratariedade/recidiva, enquanto
CD7r5/CD56r° foi associada com baixa taxa de resposta completa. Enquanto, a co-expressao
positiva dos 4 marcadores pan-mieloides CD13/CD33/CD117/MPO foi associada a uma maior
frequéncia de resposta completa. CONCLUSOES: Este estudo confirma a associagio de alguns
importantes marcadores imunofenotipicos com a resposta terapéutica e desfecho de pacientes
com LMA, indicando a relevancia da utilizagdo da imunofenotipagem na defini¢do de
prognostico. Além disso, foi observado taxas de resposta e sobrevida consistentes com as ja
reportadas na literatura. Para confirmar alguns achados e avaliar as correlagdes entre alteragdes
citogenéticas ou moleculares com perfis imunofenotipicos e sua associacdo prognoéstica, serd
necessario avaliar um niimero maior de pacientes

Palavras-chaves: Leucemia mieloide aguda. Fatores progndsticos. Citometria de fluxo.
Imunofenotipagem. Marcadores antigénicos.
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Translacional) — Instituto Gongalo Moniz, Fundacdo Oswaldo Cruz, Salvador, 2022.

ABSTRACT

INTRODUCTION: Flow cytometry immunophenotyping plays an important role in the
diagnosis, classification, and follow-up of Acute Myeloid Leukemias (AML). Its use for
prognostic purposes is still somewhat controversial, although specific immunophenotypic
profiles associated with underlying cytogenetic and molecular alterations have already been
identified. OBJECTIVE: The main objective of this study was to evaluate the prognostic
function of flow cytometry, by analyzing the association of immunophenotypic markers with
clinical-demographic characteristics; laboratory; response rates; disease-free survival and
overall survival of adult patients with AML. MATERIALS AND METHODS: We
retrospectively analyzed 102 cases of AML diagnosed in one of the reference centers for the
treatment of Acute Leukemias, in the State of Bahia, in the period 2015-2021. RESULTS:
Patients undergoing intensive chemotherapy had complete response rates (70.6%) and 5-year
overall survival (OS) rate (36.5%) similar to clinical outcomes reported in the literature. A high
frequency of aberrant phenotypes around 71.6% was observed. Among the anomalous antigens
expressed, the most frequent was CD7 (52.6%), followed by CD19 (12.2%). Evaluating patients
undergoing intensive chemotherapy, positive expression of CD7 was associated with an
increased probability of relapse and refractoriness, as well as a significant reduction in disease-
free survival. On the other hand, positive expression of MPO was significantly associated with
a higher complete response rate and higher overall survival. Co-expression of CD34r°5/CD7?°
markers was associated with refractoriness/relapse, while CD7PCD56P° was associated with
a low rate of complete response. Meanwhile, positive co-expression of the 4 pan-myeloid
markers CD13/CD33/CD117/MPO was associated with a higher frequency of complete
response. CONCLUSIONS: This study confirms the association of some important
immunophenotypic markers with the therapeutic response and outcome of patients with AML,
indicating the relevance of the use of immunophenotyping in defining prognosis. In addition,
response and survival rates consistent with those already reported in the literature were
observed. To confirm some findings and evaluate the correlations between cytogenetic or
molecular alterations with immunophenotypic profiles and their prognostic association, it will
be necessary to evaluate a larger number of patients.

Keywords: Acute myeloid leukemia. Prognostic factors. Flow cytometry.
Immunophenotyping. antigenic markers.
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1 INTRODUCAO

A leucemia mieloide aguda (LMA) ¢ uma neoplasia hematologica, caracterizada pela
expansdo clonal de blastos mieloides, impedindo a formag¢ao, desenvolvimento e maturagdo dos
elementos do sangue (eritrocitos, leucécitos e plaquetas). A LMA caracteriza-se por diferentes
espectros de apresentagdes clinicas, alteracdes morfoldgicas, imunofenotipicas e achados
genéticos. Essa diversidade de apresentacdes faz a LMA ser reconhecida como um grupo de
doengas biologicamente heterogéneas, com prognoésticos e evolugdo clinica individualizada
(NARAYANAN; WEINBERG, 2020).

O diagnostico de LMA requer a identificacdo de 20% ou mais de blastos mieloides na
medula 6ssea (MO) ou sangue periférico (SP), ou ainda a identificacdo de anormalidades
citogenéticas  especificas como:  t(8;21)  (g22;922.1), inv(16)(p13.1g22), ou
t(15;17)(q24.1;g21.2), independentemente do valor percentual de blastos presentes
(NARAYANAN; WEINBERG, 2020).

A transformacao clonal da célula leucémica mieloide ocorre pela aquisi¢do de uma série
de anormalidades genéticas. O modelo da leucemogénese pressupde a cooperagao de dois tipos
de mutacdes: mutacdes que resultam em proliferacdo celular desregular e mutagdes que
resultam no bloqueio da diferenciagdo das células mieloides normais (CARTER et al., 2020).

A apresentacao clinica da LMA retrata os sinais e sintomas decorrentes da supressao da
hematopoiese normal. Desta forma, os pacientes podem se apresentar com infeccdes,
decorrentes da neutropenia, cansago e fadiga secundarios a anemia e/ou sangramentos,
secundarios a trombocitopenia (KANTARJIAN et al., 2021a). Manifestagdes extramedulares
incluindo hepatoesplenomegalia, linfadenopatia, infiltracdo em tecidos moles e lesdes Osseas
também podem estar presentes (NARAYANAN; WEINBERG, 2020).

A classificagdo do European LeukemiaNet (ELN), ¢ o sistema de categorizacdo de risco
mais utilizado na pratica clinica, para a tomada de decisdes e orientagdo terapéutica, para
pacientes com LMA. Essa classificacdo utiliza-se de informagdes sobre alteragdes citogenéticas
especificas e o estado mutacional de alguns genes, para estratificar os pacientes em trés grupos
de risco prognoéstico: favoravel, intermediério e desfavoravel (DOHNER et al., 2017).

Desde a introducao do regime quimioterapico padrao de inducdo, na década de 1970, a
terapia do paciente com LMA consiste em uma infusdo continua de citarabina por sete dias,
com a adicdo de uma antraciclina, normalmente daunorrubicina ou idarrubicina, administrada
diariamente durante os primeiros trés dias. Essa terapia quimioterapica, conhecida como 7+3,

induz uma taxa de resposta completa que varia de acordo com caracteristicas intrinsecas aos
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pacientes. Aqueles com doenga classificada com risco favoravel apresentam em torno de 80%
de resposta completa, aqueles com risco intermedidrio em torno de 50-60% e os pacientes com
risco desfavoravel em torno de 40% de resposta completa (PELCOVITS; NIROULA, 2020).
Contudo, as recaidas sdo frequentes, diminuindo progressivamente a sobrevivéncia a longo
prazo (AITKEN et al., 2021; DOHNER et al., 2017).

A elegibilidade ao tratamento quimioterdpico intensivo, leva em consideracdo a
avaliagdo do estado funcional do paciente, a presenca de comorbidades clinicas, idade,
caracterizagdo biologica da doenca e o risco de mortalidade relacionada a terapia
quimioterapica intensiva (DOHNER et al., 2017; GILES et al., 2007; KOSCHMIEDER et al.,
2010).

A terapia de consolidacdo ¢ administrada para prevenir a recaida e erradicar o minimo
de doenga residual que ainda possa existir apos a indugdo. A citarabina em altas doses ¢ o
quimioterapico utilizado para consolidacio, podendo ser administrado por até 4 ciclos ou assim
que possivel a realizacdo do Transplante de Célula Tronco Hematopoiética (TCTHs). A
indicacdo da realizagdo do TCTHs ¢ direcionada pela estratificagdo de risco prognostico. O
transplante constitui a melhor forma de prevenir a recorréncia de doenga, contudo em pacientes
mais idosos, apresenta maior morbidade e mortalidade relacionadas ao tratamento. Em
pacientes com LMA de risco favoravel, o risco de recaida ¢ baixo e a taxa de resposta alta,
sendo o TCTHs indicado apenas para segunda remissdo (MEDINGER; LENGERKE:;
PASSWEG, 2016).

De acordo com Pelcovits, pacientes com < 55 anos apresentam taxa de sobrevida global
em 5 anos de 44%, no entanto, quando estratificados usando o risco progndstico do ELN, as
taxas de sobrevida global foram de 64 %, 41% e 11% para o risco favoravel, intermedidrio e
desfavoravel, respectivamente. A sobrevida global diminui quando os idosos sdo incluidos, mas
a estratifica¢do da sobrevida permanece constante (PELCOVITS; NIROULA, 2020).

A maioria dos pacientes com LMA que atinge uma remissao completa (RC) apresentara
recaida, por meio da existéncia de subclones de células leucémicas resistentes a quimioterapia
padrdo, que podem se expandir e manifestar a doenga. Os avangos nos métodos diagnosticos
permitiram: identificar diversas alteragdes citogenéticas e genético-moleculares envolvidas na
evolucdo da LMA; compreender a fung¢do exercida por essas mutagdes na leucemogénese;
entender os possiveis mecanismos de resisténcia das células tumorais e desenvolver terapias
alvo especificas. Recentemente, houve aprovacdo de novos farmacos, para o tratamento da

LMA, mudando a abordagem convencional de tratamento e refor¢ando a necessidade de serem
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identificadas as anormalidades citogenéticas e as muta¢des moleculares envolvidas (TANG;
SCHUH; YEE, 2021).

A estratificacdo dos pacientes com LMA em grupos de risco prognostico tem alta
relevancia clinica na individualiza¢do da melhor estratégia terapéutica, para cada grupo de risco
especifico. Contudo, nem todos os servigos de assisténcia oncohematoldgica conseguem ofertar
aos seus pacientes os exames de citogenética e avaliacdo molecular, o que dificulta a tomada
de decisdes terapéuticas baseada nos protocolos e consensos internacionais. Neste sentido, o
método de imunofenotipagem por citometria de fluxo ¢ um exame acessivel na maioria dos
hospitais que atendem pelo Sistema Unico de Satide, para realizar o diagnéstico, classificagio
e monitoramento de doengas clonais hematopoiéticas, particularmente as leucemias agudas. A
alta sensibilidade e capacidade de andlise simultdnea de multiplas caracteristicas, tornou o
método apropriado para a deteccdo de doenga residual mensuravel (DRM), parametro de
fundamental importancia prognoéstica para a possibilidade de recidiva da doenca (BROWN;
WITTWER, 2000).

Diversos estudos se propuseram em avaliar o valor progndstico de marcagdes
imunofenotipicas na LMA. Contudo, os resultados dessa associagdo prognostica, ndo foram
reproduzidos uniformemente entre os grupos. Essa controvérsia pode ser atribuida ao nimero
restrito de pacientes, diversidade dos painéis de anticorpos utilizados, falta de uniformidade
entre os estudos e avaliagdo do valor prognostico de marcadores individuais em vez de
expressdao de multiplos antigenos (CHEN; CHERIAN, 2017; HENRIQUE et al., 2020a). Tais
dificuldades fortalecem a necessidade de mais estudos que possam contribuir com a defini¢do
de marcadores imunofenotipicos como fatores prognosticos em LMA. Com o avango
tecnologico, foi possivel a associacdo de alguns perfis imunofenotipicos em LMA, com
anormalidades clinico-patologicas e alteragdes citogenéticas especificas, fazendo acreditar que
a citometria de fluxo possa sugerir alteragcdes genéticas subjacentes, tornando-se uma
ferramenta util para estratificagdo de risco e programacgao terapéutica (CHEN; CHERIAN,
2017; HENRIQUE et al., 2020a) .

Considerando a maior acessibilidade ao método de citometria de fluxo na maioria dos
servigos publicos, o estudo proposto tem intuito de contribuir para essa nova perspectiva de
citometria alinhada com sistemas prognostico e apoio para desenvolvimento de alvos

terapéuticos futuros.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 HEMATOPOIESE E DIFERENCIACAO CELULAR

A hematopoiese consiste no processo bioldgico de diferenciagdo celular, coordenado
pela interacdo entre fatores genéticos intrinsecos das células e seu microambiente, através de
vias de sinalizacdo para proliferagdo e maturacdo dos progenitores, até se tornarem células
maduras especializadas (RIEGER; SCHROEDER, 2012b).

A diferenciagdo hematopoiética ocorre em diferentes 6rgdos e tecidos ao longo do
desenvolvimento humano. A hematopoiese inicia-se trinta dias apds a formacao do embrido, de
forma ainda primitiva, com as Células Tronco Hematopoiéticas (CTHs) localizadas no saco
vitelinico e capazes de dar origem apenas a eritrocitos. A capacidade de gerar todas as linhagens
hematopoéticas e de autorrenovacao das CTHs emerge na quarta semana de gestacdo, quando
a producdo passa a localizar-se na mesoderme, mais especificamente, nas regides da Aorta-
Gonadas-Mesonefrons (AGM). Em torno da 5* semana, a hematopoiese migra da AGM para a
placenta e figado fetal, que sdo os principais locais de sua expansdo. Posteriormente, em torno
da 12* semana de gestacdo, a MO passa a produzir as células do sangue. Apos o nascimento, a
MO ¢ a tUnica responsavel pela produg¢do das células hematopoéticas, salvo em algumas
situacdes patologicas, quando pode ocorrer expansdo de tecido hematopoético para regides
extramedulares, como bago e figado. Nos primeiros anos da infancia, a atividade hematopoética
pode ser detectada na MO de todos os o0ssos. Préximo da puberdade, ha a substitui¢do gradual
da medula hematopoética ativa (vermelha), por um tecido gorduroso (amarelo). Esse processo
ocorre principalmente nos ossos longos e inicia-se nas didfases, restringindo gradualmente o
tecido hematopoético ativo as epifises, além de ossos chatos como pélvis, cranio, vértebras,
costelas e esterno (HENRIQUE PAIVA; MAGALHAES REGO, 2013; RIEGER;
SCHROEDER, 2012a) .

De forma hierarquica e esquematizada (Figura 1), a diferenciagdo hematopoiética ¢
representada, historicamente, por uma estrutura piramidal, na qual as CTHs estdo localizadas
no topo dessa estrutura e se diferenciam de células progenitoras pluripotentes, para progenitores
multipotentes, que por sua vez, geram progenitores oligopotentes, comprometidos com a
formagao de células sanguineas maduras (BRENDEL; NEUBAUER, 2000; CHENG; ZHENG;
CHENG, 2020a; NOTTA et al., 2016a).

A diferenciacdo celular ocorre de forma equilibrada, através da ativagdo e bloqueio de

genes especificos para cada linhagem, permitindo uma adequada produ¢ao de células maduras,
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tanto quantitativamente, como qualitativamente. A regulacdo dessa expressdo génica envolve a
ativacdo de uma complexa rede de fatores de transcri¢ao, citocinas e do microambiente da MO,
que compreende a interagdo de varios outros tipos de células, incluindo, células mesenquimais,
osteoblastos, osteoclastos, células endoteliais, células reticulares, células de gordura que
também influenciardo os destinos hematopoiéticos (CHENG; ZHENG; CHENG, 2020;
RIEGER; SCHROEDER, 2012).

A diferenciagdo e maturacao do tecido hematopoiético normal pode ser avaliada pela
morfologia celular. Contudo, foi a citometria de fluxo que forneceu informagdes relevantes
sobre a hematopoiese celular através do reconhecimento de padrdes fisioldgicos de expressdes
antigénicas, assim como o reconhecimento de padrdes patologicos, que alteram a hematopoiese
normal, como ¢ o caso das leucemias agudas (BRENDEL; NEUBAUER, 2000; VAN
LOCHEM et al., 2004).

A identificacdo de moléculas na superficie celular e o reconhecimento da sua fungao,
foi possivel, através do uso de anticorpos monoclonais (mAbs), marcados com fluorocromos e
analisados por citometria de fluxo multiparamétrica. Os antigenos celulares especificos ou
“cluster of differentiation” sao reconhecidos pela nomenclatura “CD” acrescida do nimero
utilizado para definir os mAbs especificos (KALINA et al., 2019; MCKINNON, 2018). Essas
moléculas incluem receptores, moléculas de adesdo, enzimas ligadas @ membrana e glicanos
que desempenham vérios papéis no desenvolvimento, ativagdo e diferenciacdo de leucocitos.
Essas moléculas sdo expressas de forma diferenciada, sendo marcadores essenciais para a
identificagdo e isolamento de diversos tipos celulares, sendo também possivel tragar um perfil
de expressao dindmica de marcadores durante a diferenciacao celular (KALINA et al., 2019).

As CTHs foram descritas pela primeira vez por Till e McCulloch em 1961. As células-
tronco caracterizam-se por seu potencial de autorrenovagdo e capacidade de proliferar e
diferenciar-se em diversos tipos de células. As CTHs compreendem uma subpopulagdo muito
pequena, menos de 0,01% das células da MO (MISAGHIAN et al., 2009). Elas podem ser
reconhecidas pelo padrio de expressdo dos antigenos de superficie CD34 e CD38, sendo
caracterizadas como CD34 positivas (pos)/CD38 negativas (neg.). O antigeno CD34 ¢ um
marcador expresso no estagio precursor de varias linhagens celulares (BRENDEL;
NEUBAUER, 2000).

Utilizando marcadores complementares para sua identificacdo, as CTHs podem ainda
ser divididas em duas subpopulagdes de acordo com a expressdo de CD34: CD34"¢ sio as
CTHs de longo prazo (CTHs-LP) e CD34P% sdao as CTHs de curto prazo (CTHs-CP). As CTHs-

LP sdo responsaveis pela manutengdo do pool hematopoético imaturo e indiferenciado,
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geralmente estdo na fase G do ciclo celular, de forma que se mantém relativamente constantes

e presentes ao longo de toda a vida, sofrendo poucos ciclos de divisdes mitdticas. As CTHs-CP
sd0 quiescentes, como as anteriores, entretanto se originam de divisdes celulares assimétricas
das CTHs-LP, resultando em uma célula-filha CTHs-LP e outra CTHs-CP, que por sua vez,
gera progenitores multipotentes, que vao dar origem aos progenitores comuns das linhagens
linfoide e mieldide, dando seguimento a linfopoiese e mielopoiese, respectivamente (CHENG;
ZHENG; CHENG, 2020a; HENRIQUE PAIVA; MAGALHAES REGO, 2013).

O progenitor linfoide comum (PLC), derivado diretamente do progenitor multipotente,
se diferenciara em células T, B, NK e dendriticas (CHENG; ZHENG; CHENG, 2020a;
NOTTA etal., 2016a).

A diferencia¢do da linhagem mieldide ocorrerd a partir dos progenitores mieldides
comuns (PMC) oligopotentes, que sofrerdo restricdo adicional em progenitores bivalentes
monociticos-granulociticos (PMG) que passam a produzir granuldcitos e mondcitos, €
progenitores eritroides-megacariociticos (PEM) que passam a produzir globulos vermelhos e
plaquetas, conforme representado na Figura 1 (CHENG; ZHENG; CHENG, 2020a; NOTTA et
al., 2016a).

Célula Tronco Hematopoiética

Diferenciacdo

Progenitores Multipotentes

PMC
Progenitores Oligopotentes
PEM l PMG l l PLC 1 l l
o ) o [ ] Progenitores de Linhagem restrita
PM PE PG PMac Pro-CD Pro-B  proT  Pro-NK

; g 000
Células efetoras maduras " ' ' 0 ot . 4 Linfo B, Linfo T NK

Plaquetas Eritrocitos Granulocitos Macrofogos Cel.Dendriticas

Figura 1 - Representacdo classica da diferenciagdo hematopoiética

CTH-LP: Célula Tronco Hematopoiética de Longo Prazo; CTH-CP: Célula Tronco Hematopoiética de Curto
Prazo; PMC: Progenitores Mieldides Comuns; PLC: Progenitores Linfoides Comuns; PEM: Progenitores
Eritroides-Megacariociticos; PMG: Progenitores Monociticos-Granulociticos; PM: Progenitor Megacariocitico;
PE:Progenitor Eritrocitico; PG: Progenitor Granulocitico; PM:Progenitor Macrofagico; Pro-CD: Progenitor
Células Dendriticas; Pro-B: Progenitor B; Pro-T: Progenitor T;Pro-NK: Progenitor NK

Fonte: (CHENG; ZHENG; CHENG, 2020).
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Ao longo da diferenciagdo granulocitica, a célula apresentara um perfil imunofenotipico
especifico, conforme o seu estagio maturativo, como representado na Figura 2. As células
precursoras granulociticas mais imaturas, mieloblastos, sdo representados pelo
imunofendtipo: CD34PsCD117PHLA-DRP, CD45™ | CD13P° ¢ CD33P%; os promielécitos

caracterizam-se por serem células CD117PCD34™ CD13P% e CD33 P2l ¢ perdem HLA-

0s

DR; os mielocitos ndo expressam CD117, expressdo baixa ou negativa de CD13 e adquirem o

receptor de integrina/complemento CD11b; os metamieldcitos re-expressam o CDI3 e

expressam o CD16. Na diferenciagao granulocitica, 0 CD13 ¢ um marcador dindmico, expresso
de forma elevada em mieloblastos e promieldcitos, baixo ou ndo expresso em mielocitos,
voltando a se expressar & medida que as células granulociticas se desenvolvem em neutréfilos
segmentados. Os neutrofilos maduros que circulam no sangue periférico, apresentam o
imunofendtipo CD11bpos 2o CD16Pos altoCD]3pos o (ORFAO et al., 2019a; VAN LOCHEM et
al., 2004).

cp33
cp3a
1 cp34 l
cp38 [ .
@10 Célula Multipotente
l D13 l
cp33
Célula Tronco Linfoide D34 €D 33 D33
~ HLA-DR cDp34 cD34
L cp117 co71 cpa1
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UFC-E UFC-Meg
cp13
cp33
cp34 N w71 cpa1
HLA-DR i Glicoforina A cDazb
cp117 cp13 D61
UFC-G co14
cp33 .
D34 - Eritroblasto
HIADR  § Megacariocitos.
cou o Glicoforina A
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o 1AL
0 g o Metamielocito Granulocito maduro Promonocito,  Eritrocito
s Mielocito s Plaquetas
@34 gg;: cD11b Eg:;b cD11b D14
D33 cD13 CD33
HLA-DR conz co16 D16 HLA-DR
117 Monocito

Figura 2 - Diferenciac@o da linhagem mieloide e perfil imunofenotipico conforme estdgio maturativo

UFC-GM: Unidade Formadora de Colonia Granulocitica-Monocitica; UFC-G: Unidade Formadora de Colonia
Granulocitica; UFC-M: Unidade Formadora de Colonia Monocitica; UFC-E: Unidade Formadora de Coldnia
Eritroide; UFC-Meg: Unidade Formadora de Colonia Megacariocitica

Fonte: Elaborado pela autora

Os precursores monociticos CD34P° precoces representam cerca de 20-25% de todas as
células CD34P°5, na MO. A co-expressdao de CD34 e CD64 define o comprometimento da célula

tronco hematopoiética com a linhagem monocitica na MO. Os precursores monociticos, 0s
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monoblastos, mantem a expressdo de CD13 e CD33, este ultimo com expressivo aumento de
expressdo, observado em toda a linhagem monocitica (CD33%%) ¢ apresentam um fenotipo
CD34PHLA-DRPCD1177°°CD45P%, associado a reatividade heterogénea para CD64posalo,
Progressivamente os monoblastos vdo perder os marcadores associados a célula tronco
hematopoiética, como o CD34 e CD117 e seguindo o processo de diferenciacdo, os precursores
monociticos apresentardo niveis positivos sequencialmente maiores de CD11b e CD14 (de
monoblastos a promonocitos e mondcitos maduros) e de CD300e e CD312 (de promondcitos a
mondcitos maduros). A expressdo de CD14 marca o estagio de mondcitos. Em contraste com
os neutrofilos, as células monociticas retém HLA-DR durante sua maturacdo (ORFAO et al.,
2019a; VAN LOCHEM et al., 2004).

A maturagdo da linhagem megacariocitica estd associada a perda da expressdao de CD34,
CD117 e HLA-DR, juntamente com a coexpressao de CD61, CD41 e CD42 (ORFAO et al.,
2019a; VAN LOCHEM et al., 2004).

A linhagem eritroide esta associada a aumento na expressao do receptor de transferrina
(CD71) e glicoforina A (CD235a). Os precursores eritroides precoces correspondendo
principalmente a pro-eritroblastos, caracterizados por CD34P°* CDI105P* e CD36P%. Em
seguida, definindo a transicdo de eritroblastos policromatofilos para eritroblastos
ortocromaticos observamos a regulacao positiva da glicoforina A (CD235aP%). Posteriormente,
durante a enucleacao celular, os precursores eritroides retém CD235a e perdem a expressao de
CD36 e CD71, dando origem a reticuldcitos e eritrocitos maduros. As células da linhagem
eritroide sdo geralmente identificadas pela perda gradual de CD45. Apenas os precursores
eritroides e pro-eritroblastos expressam CD45 fraco (ORFAO et al., 2019a; VAN LOCHEM et
al., 2004).

O modelo hierarquico de diferenciagdo hematopoiética, separada por estagios, ¢ apenas
uma representacao simplificada da complexidade da célula tronco hematopoiética progenitora
(RIEGER; SCHROEDER, 2012).A diferenciacdo hematopoiética ¢ um processo continuo,
onde as CTHs gradualmente adquirem tendéncias de linhagem ao longo de varias dire¢des, ndo
havendo dessa forma fronteira definida entre células-tronco e progenitores, diferente do modelo
hierarquico tradicionalmente postulado em forma de arvore seguindo dos progenitores oligo,
aos bi- e onipotentes (CHENG; ZHENG; CHENG, 2020c). Com o conhecimento mais
detalhado da CTHs e o melhor entendimento da hematopoiese, foi postulado um novo modelo
de diferencia¢do hematopoiética, baseado na heterogeneidade da célula tronco hematopoiética
(Figura 3). Esse modelo sugere que os progenitores Eritroides-Megacariociticos podem ser

derivados diretamente de CTHs, sem progredir através dos progenitores diferenciados
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multipotentes (MPPs) ou dos progenitores mieloides comuns convencionais (CHENG;
ZHENG; CHENG, 2020c; NOTTA et al., 2016b). Com o avango nas tecnologias ¢ a
possibilidade de novas descobertas, espera-se que mais subtipos de células-tronco e
progenitoras sejam descobertos, ampliando ainda mais o conhecimento atual sobre

hematopoiese (CHENG; ZHENG; CHENG, 2020a).
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Figura 3 - Novo modelo da diferenciacdo hematopoiética baseado na heterogeneidade da célula tronco

Os progenitores Eritroides-Megacariociticos podem ser derivados diretamente de CTHs, sem progredir através dos
progenitores diferenciados multipotentes ou dos progenitores mieldides comuns convencionais. CTHs: Células
Tronco Hematopoiéticas; PMP: Progenitores Multipotentes; CTHs-CP: CTHs de Curto Prazo; PMPL:
Progenitores Multipotentes Linfocitico ; Pre MegE : Pré Megacariocitico -Eritrocitico; Pre GM: Pré Granulociticos
Monociticos; Pre-UFC-E: Pré Unidade Formadora de Colonia Eritrocitica; PLC: Progenitor Linfoide Comum;
Meg: Megacariocito.

Fonte: (CHENG; ZHENG; CHENG, 2020).

2.2 LEUCEMOGENESE

A Leucemogénese ¢ consequéncia do acimulo de alteragdes genéticas e epigenéticas,
nas CTHs pré-leucémicas(YAMASHITA et al., 2020).
Em 1994, Dick e colaboradores identificaram que tanto as células tronco

hematopoiéticas, como a células tronco leucémicas eram encontradas dentro da fragdo imatura
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de células CD34P°*CD38"¢, contudo a subpopulagdo de células tronco leucémicas representa
apenas uma pequena fracdo do total de blastos leucémicos. Essas fragdes de células imaturas
podem ser identificadas, através de marcadores celulares distintos (MISAGHIAN et al., 2009).

As células tronco leucémicas geralmente nao expressam CD90, CD117, CD71 e HLA-
DR, por outro lado expressam CD123, CD33, CLL-1 e CD96. O CD33 ¢ expresso na superficie
celular de algumas CTHs normais, mas a CLL-1 ¢ detectada exclusivamente em células
CD34pr ¢ CD38"¢ malignas (MISAGHIAN et al., 2009).

O fenotipo das células tronco leucémicas, CD34P°/CD38"¢/HLA-DR"€, sugere que os
eventos genéticos associados a transformacdo e progressdo da leucemia ocorrem em células
primitivas e ndo em progenitores comprometidos com outras linhagens celulares
(KANTARIJIAN et al., 2021a). A progressdao e manifestacdo do fenotipo leuc€mico requer a
aquisi¢do de eventos mutacionais adicionais nas célula-tronco “pré-leucémicas”. Essas
mutacdes leucemogénicas podem ocorrer apds quimioterapia, radiagdo ionizante, exposi¢cao
quimica e infecgdo por retrovirus. Além disso, certas mutacdes deletérias tipicas de sindromes
de predisposi¢do ao cancer familiar estdo associadas a um aumento da incidéncia de LMA
(KANTARIJIAN et al., 2021a).

De acordo com o modelo proposto da leucemogénese de “2 hits”, a evolugao para LMA
¢ consequéncia de dois tipos de mutacdes: mutagdes classe I que conferem uma vantagem
proliferativa (ex. FLT3-ITD, K-RAS, KIT) e muta¢des classe II que prejudicam a diferenciagao
hematopoiética e aumentam propriedades de autorrenovacao (ex. CEBPA). De acordo com este
modelo, essas mutagdes atuam em conjunto para iniciar e conduzir a progressdao da LMA. Os
primeiros eventos de selecdo mutacional que conferem aptiddo competitiva as CTHs pré-
leucémicas ocorrem em enzimas que regulam a metilagdo do DNA, um dos principais
mecanismos epigenéticos que controlam a diferenciagdo hematopoiética (YAMASHITA et al.,
2020). Alteragdes no nicho da medula oOssea, juntamente com o aumento da sinalizagdo
inflamatoria cronica, contribuem para o estabelecimento de um microambiente medular
favoravel a expansdo clonal das células pré-leucémicas, seja por desfavorecimento da
hematopoiese normal, promovendo diretamente a mutagénese ou aumentando o potencial
oncogénico de clones mutantes (YAMASHITA et al., 2020). A desregulagdo génica da
maquinaria pos-transcricional, incluindo metilagdo e splicing de RNA, além de mutagdes em
reguladores epigenéticos cooperam na leucemogénese. Cada enzima epigenética pode
apresentar propriedades supressoras de tumor e oncogénicas (GUERRA A VERONICA;
DINARDO COURTNEY; KONOPLEVA MARINA, 2019; YAMASHITA et al., 2020). O

gene da proteina BCL-2 que codifica uma proteina envolvida na regulagdo do apoptose
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encontra-se superexpresso nas células tronco leucé€micas, causando inativagdo das proteinas
proé-apoptdticas, aumentando a sobrevida das células tumorais e sua quimiorresisténcia

(BACHAS et al., 2010; YAMASHITA et al., 2020).

2.3 LEUCEMIA MIELOIDE AGUDA

2.3.1 Histdrico

Os primeiros relatos de leucemia foram feitos no inicio do século XIX, por patologistas
que reconheceram pacientes que apresentavam niveis inesperadamente elevados de globulos
brancos. O relato mais antigo da doenca foi feito por Velpeau, em 1827. Contudo, foi em 1845
que John Hughes Bennett, publicou o primeiro caso de leucemia no “Edinburgh Medical and
Surgical Journal”, passando a caracterizd-la como uma entidade clinica e como uma doenga
relacionada ao sangue (THOMAS, 2013).

O termo leucemia, surgiu apenas em 1856, quando o patologista alemao Rudolf Ludwig
Karl Virchow, descreveu o excesso de globulos brancos nos doentes com a sindrome clinica
relatada por Velpeau e Bennett como "leucemia", do grego "gldbulos brancos", para referir-se
a condi¢do analisada. Em 1877, Paul Ehrlich desenvolveu uma técnica de coloragdo que
permitiu a classificagdo da leucemia no grupo mieloide e no grupo linfoide (THOMAS, 2013).

Em 1889, foi introduzido o termo “leucemia aguda” por Wilhelm Ebstein para
diferenciar os casos de progressao rapida dos casos de leucemia cronica, contudo, foi somente
em 1913, que a leucemia foi classificada em quatro tipos: leucemia linfocitica cronica, leucemia

mieloide cronica, leucemia linfocitica aguda e leucemia mieloide aguda (THOMAS, 2013).

2.3.2 Definicao

A LMA compreende um grupo de doengas biologicamente heterogéneas, que se
desenvolvem a partir de uma série de alteragdes genéticas na célula precursora hematopoiética,
responsaveis pelas variedades de apresentagdes clinicas, caracteristicas morfoldgicas e
imunofenotipicas. E uma patologia complexa e dinimica, caracterizada por diversas mutacdes
e coexisténcia de clones concorrentes ao longo da evolucio da doenca (DOHNER et al., 2017;
NARAYANAN; WEINBERG, 2020). Essas alteragdes modificam o crescimento ¢ a

diferenciagdo do tecido hematopoiético normal, resultando em um aciimulo de grande nimero
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de células mieloides anormais e imaturas na MO e no SP que sdo capazes de se dividir e
proliferar, mas incapazes de se diferenciar em células maduras (KANTARIJIAN et al., 2021a).

Geralmente, os pacientes apresentam um curso clinico agressivo, atingindo remissao
completa (RC) apds terapia quimioterapica de indugdo, em torno 60-80% dos adultos jovens e
em 40-60% dos adultos mais velhos (> 60 anos). Contudo, as recaidas sdo frequentes, ocorrendo
em torno de 30-40% e reduz progressivamente a sobrevivéncia a longo prazo (AITKEN et al.,

2021; DOHNER et al., 2017; HORIBATA et al., 2019).

2.3.3 Epidemiologia

A leucemia mieloide aguda ¢ a segunda leucemia mais comun em adultos,
representando aproximadamente 1% de todos os canceres em adultos, nos Estados Unidos. O
registro de cancer de base populacional dos EUA, o Surveillance, Epidemiology, and End
Results (SEER), fonte autorizada para estatistica de cancer nos Estados Unidos, estimou que
20.050 pessoas seriam diagnosticadas com LMA em 2022 e 11.540 morreriam da doenca
(“SEER Cancer Stat Facts: Acute Myeloid Leukemia. National Cancer Institute. Bethesda,
MD”, [s.d.]). De acordo com a SEER, a idade média ao diagnostico ¢ de 68 anos, mais
frequentemente diagnosticado entre 65 e 74 anos (CARTER et al., 2020; POLLYEA et al.,
2021; SHALLIS et al., 2019). E uma doenga de idosos, com uma incidéncia ajustada para idade
de 20,1 por 100.000 pessoas-ano, para pacientes com > 65 anos e de 2,0 por 100.000 pessoas-
ano para aqueles com idade <65 anos (CARTER et al., 2020). Além disso, a incidéncia ¢
modestamente aumentada em homens em comparagdo com mulheres e em caucasianos em
comparagdo com outros grupos étnicos (CARTER et al., 2020).

Segundo dados projetados pelo Instituto Nacional do Cancer (INCA), para cada ano do
triénio 2020-2022, o nimero de casos novos de leucemia esperados para o Brasil, foi de 5.920
casos em homens e de 4.890 em mulheres. Esses valores correspondem a um risco estimado de
5,67 casos novos a cada 100mil homens e 4,56 para cada 100 mil mulheres. Especificamente
para a Regido Nordeste, sem considerar os tumores de pele ndo melanoma, a leucemia em
homens ¢ a sétima neoplasia mais frequente, com uma incidéncia de 5,02/100 mil, e em
mulheres ocupa a décima posi¢do com uma incidéncia de 4,06/100mil (“Estimativa 2020:
incidéncia de cancer no Brasil/ Instituto Nacional de Cancer José Alencar Gomes da Silva - Rio
de Janeiro: INCA”, [s.d.]) . A menor incidéncia de casos de LMA no Brasil, quando comparado

aos paises desenvolvidos, pode se justificar tanto pelo subdiagndstico, como também pela
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menor expectativa de vida e reduzido pico de incidéncia em idosos, nos paises em

desenvolvidos (REGO et al., 2003).

2.3.4 Manifestacoes clinicas

A apresentacao clinica, ao diagnéstico, varia desde alteracdes nos exames laboratoriais
em paciente assintomatico, até presenca de sinais e sintomas clinicos decorrentes da faléncia
medular. As manifestagdes clinicas podem variar desde fadiga, dispneia, febre, infeccio e
sangramento, decorrentes da anemia, leucopenia e/ou plaquetopenia. Outras manifestacdes
envolvendo sinais e sintomas do acometimento do sistema nervoso central e pulmonar podem
ocorrer secundarios a sindrome de hiperviscosidade pela leucostase ou até mesmo pela
infiltracdo direta das células blasticas no sistema nervoso central. A apresentag¢do extramedular,
caracteriza-se pela infiltracdo de precursores neoplasicos granulociticos ou monociticos, os
Sarcomas Mieloides, em qualquer 6rgdo, sendo os mais frequentes acometidos os tecidos
moles, peridsteo e ganglios linfaticos. Quando o envolvimento extramedular se d4 na pele,
envolvendo a epiderme, derme ou tecido subcutaneo, esta patologia ¢ denominada Leukemia
Cutis (CARTER et al., 2020; NARAYANAN; WEINBERG, 2020; PELCOVITS; NIROULA,
2020) .

2.3.5 Fatores de risco

Os fatores de risco associados ao desenvolvimento da LMA ainda ndo estdo muito bem
estabelecidos, haja vista a etiologia da maioria dos casos ser desconhecida. Diferente de outras
neoplasias que identificamos os fatores de risco associados ao surgimento do cancer, sendo
possivel atuar preventivamente, na LMA ndo ¢ possivel atuar de modo preventivo. Contudo,
algumas situagdes estdo associadas a um aumento na incidéncia de LMA: idade avangada; sexo
masculino; tabagismo; exposi¢ao a produtos quimicos (benzeno, formaldeido); histéria prévia
de neoplasias mieloproliferativas cronicas (policitemia vera, trombocitemia essencial e
mielofibrose idiopatica); SMD; exposi¢do a quimioterapicos (agentes alquilantes, inibidores da
topoisomerase II); exposi¢do a radiagdo; sindromes genéticas (Sindrome de Down) e historia

familiar de LMA (NARAYANAN; WEINBERG, 2020).
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2.4 CRITERIOS DIAGNOSTICOS

O diagnéstico de LMA ¢ confirmado na identificagdo morfologica de >20% de
mieloblastos ou equivalentes de blastos (promielocitos, monoblasto e promondcito), no
aspirado de MO ou SP conforme os critérios da Organizacdo Mundial da Sdude (OMS) ou,
menos que esta porcentagem de blastos, em casos de detecg@o de translocagdes cromossomicas
recorrentes: t(15;17)(q22;q12); t(8;21)(q22;922); inv(16(p13q22). Portanto, para fins de
diagnostico de LMA deve-se examinar morfologicamente as células blasticas da medula dssea,
proceder a imunofenotipagem para confirmagdo da linhagem blastica e a analise citogenética e
genético-molecular. O estudo citogenético e molecular torna-se fundamental para o
reconhecimento das LMA com < 20% de infiltragdo blastica em medula 6ssea e com
translocagdo cromossOmica recorrentes. (DOHNER et al, 2017; NARAYANAN;
WEINBERG, 2020).

2.5 CLASSIFICACAO

A leucemia mieldide aguda € um grupo heterogéneo de doencas hematologicas, todavia,
os sistemas de classificagdo da LMA, visam agrupar os pacientes conforme caracteristicas e perfis
biologicos mais precisos e de comportamento clinico mais semelhante. Com a evolugdo de métodos
diagnosticos por citometria de fluxo, citogenética e avaliagdo molecular, novos conhecimentos sobre
LMA foram descobertos e essas informagdes eram incorporadas por outros sistemas de classificagdo.
Os sistemas de classificagdo fornecem informagdes valiosas, acerca do comportamento biologico do
tumor, do prognéstico e até mesmo de possiveis alvos terapéuticos (DOHNER et al., 2017;

NARAYANAN; WEINBERG, 2020).

2.5.1 Classificacao Franco-Americana-Britanica (FAB)

Na década de 1970, um grupo de especialistas em leucemia, composto por franceses,
americanos e britanicos classificou a LMA em subtipos, MO a M7, com base na maturidade e
no tipo de célula leucémica precursora, conforme evidenciado na tabela 1 (BENNETT et al.,
1985).

A classificagdo FAB utiliza-se de caracteristicas morfoldgicas do blasto,
complementada por coloracdo histoquimica, para distinguir as oito categorias de LMA. Apesar

de amplamente utilizada por décadas, a classificacio FAB ndo fornece dados prognosticos,
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carece de informacgdes citogenéticas e moleculares importantes, além de pouco impacto no

manejo da LMA(BENNETT et al., 1985; DOHNER et al., 2017).

Tabela 1 - Classificagdo FAB da Leucemia Mieloide Aguda, 1985

Subtipo FAB Nome
MO Leucemia Aguda nao classificada (mAbs anti MPO+)
M1 Leucemia mieldide de blastos indiferenciados
M2 Leucemia mieléide tipica de blastos diferenciados
M3 Leucemia promielocitica hipergranular
M3v Leucemia promielocitica hipogranular
M4 Leucemia mielo-monocitica
M4eos Leucemia mielo-monocitica com eosinofilia
MS5a Leucemia monoblastica
M5b Leucemia monocitica (pro mondcito e monoblasto)
M6 Eritroleucemia
M7 Leucemia megacarioblastica

Classificagdo FAB: Classificacao Franco-Americana-Britanica; mAbs antiMPO: anticorpo monoclonal anti-
mieloperoxidase.
Fonte: Elaborado pela autora.

2.5.2 Classificacao da Organizacio Mundial da Saude (OMS)

A classificagdo da OMS de 2016 ¢ baseada na integracdo de caracteristicas clinicas,
morfoldgicas, imunofenotipicas, citogenéticas e moleculares das células leucémicas. Essa
classificagdo distingue seis entidades biologicas de LMA: 1- LMA com anormalidades
genéticas recorrentes; 2- LMA com caracteristicas relacionadas a mielodisplasia, 3- LMA
relacionada a terapia, 4- LMA sem outra especificacdo (SOE), 5- Sarcoma mieldide e 6-
Proliferagcdes mieloides relacionadas a sindrome de Down (SD), conforme visto na figura 4
(DOHNER et al., 2017)

Apesar da classificagio da OMS incorporar um niimero maior de informagdes na
categorizagdo das LMA, a classificacdo FAB ainda ¢ utilizada na descricio das LMA sem
outras especificagdes (SOE). Embora algumas categorias de LMA da OMS estejam associadas
a desfechos clinicos especificos, essa classificacdo ndo destina- se a estratificagdo prognostica.

(DOHNER et al., 2017).
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Leucemia Mieléide Aguda e neoplasias precursoras relacionadas - OMS 2016

LMA com anormalidades genéticas recorrentes

Leucemia mieloide aguda com translocacao/inversdo balanceada

* LMA com t (8;21) (q22; q22.1); RUNXI-RUNXITI

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

* Leucemia promielocitica aguda com PML-RARA

* LMA com t (9;11) (p21.3; q23.3); MLLT3-KMT24

* LMA com t (6;9) (p23; q34.1); DEK-NUP214

* LMA com inv(3)(q21.3926.2) ou (3;3)(q21.3;926.2); GATA2, MECOM(EVII)

* LMA (megacarioblastico) com t (1;22) (p13.3; q13.3); RBM15-MKL1

* LMA com BCR-ABLI- entidade provisoria

LMA com mutagio genética

* LMA com mutacdo em NPM1

* LMA com mutacdes bialélicas de CEBPA

*LMA com mutac¢do do RUNXI- entidade provisoria

LMA com alteracdes relacionadas a mielodisplasia

Neoplasias mieloides relacionadas a terapia

LMA, sem outras especificacoes (SOE)

*LMA com diferenciagdo minima

*LMA sem maturagao

* LMA com maturagao

*Leucemia mielomonocitica aguda

* Leucemia monoblastica/monocitica aguda

* Leucemia eritroide pura

*Leucemia megacarioblastica aguda

* Leucemia basofilica aguda

* Panmielose aguda com mielofibrose

Sarcoma mieloide

Proliferacoes mieloides relacionadas a sindrome de Down

* Mielopoiese anormal transitoria associada com a Sindrome de Down

* Leucemia mieloide associada a sindrome de Down

Figura 4 - Classificacdo da Organizagdo Mundial de Saude (OMS) para as LMA SOE: Sem outras especificagoes

Fonte: (DOHNER et al., 2017).
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As neoplasias mieloides relacionadas a terapia (NM-t) sdo uma categoria distinta dentro
da classificagdo da OMS, incluindo os casos de sindrome mielodisplasicas relacionadas &
terapia (SMD-t) e leucemia mieloide aguda relacionadas a terapia (LMA-t). A LMA-t € uma
complicacdo tardia, consequéncia direta de eventos mutacionais induzidos apos terapia
citotoxica, para uma neoplasia primaria ou para uma patologia ndo neoplasica. Atualmente a
incidéncia de LMA-t compreende ~7% de todas as LMA recém-diagnosticadas, o que
justifica-se pelo aumento da sobrevida dos pacientes oncoldgicos e por sucessivas exposi¢cdes
a terapias quimioterapicas. O subtipo mais comum, observado em ~75% dos pacientes,
geralmente ocorre 5-7 anos apOs a primeira exposi¢do a agentes alquilantes ou radiagao.
Geralmente, a LMA-t ¢ precedido por um Sindrome Mielodispldsica (SMD), podendo
apresentar anormalidades nos cromossomos 5 e/ou 7, cariotipo complexo e mutagdao no TP53
(DOHNER et al., 2017).

A histoéria clinica e/ou o exame fisico podem apontar para tipos especificos de LMA.
Caracteristicas fisicas relacionadas a sindrome de Down em um paciente com LMA devem
levantar a suspeita de neoplasias mieloides associadas a Sindrome de Down; assim como
histéria familiar de LMA, deve levantar a suspeita de predisposi¢do hereditaria e a exposi¢ao
prévia a quimioterapia citotoxica e/ou radioterapia, a possibilidade de LMA-t

(NARAYANAN; WEINBERG, 2020).

2.6 AVALIACOES LABORATORIAIS

2.6.1 Laboratorio basico

A identificacdo laboratorial de anemia, leucocitose ou leucopenia e/ou trombocitopenia,
ao exame do hemograma, ¢ consequéncia da proliferagdo das células blasticas clonais na MO
que substitui a hematopoiese normal, impedindo a diferenciacdo e maturacdo das células
constituintes do sangue. Outros exames laboratoriais que auxiliam na condu¢do da LMA sdo:
avaliacdo bioquimica geral, para acessar o grau de comprometimento de outras fungdes
organicas ou comprometimento prévio, por outras comorbidades de base; perfil soroldgico;
marcadores prognosticos (lactato desidrogenase (LDH) e 4cido urico), além da avaliagdao do
perfil de coagulacao e tipagem do Antigeno Leucocitario Humano do inglés Human Leukocyte

Antigens (HLA) do paciente (NARAYANAN; WEINBERG, 2020).
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2.6.2 Citomorfologia

A avaliagdo morfoldgica inclui a andlise citomorfoldgica do blasto, a identificagdo da
proporcao de células ndo blésticas e o grau de displasia. Além disso, coloragdes citoquimicas
podem ser realizadas no aspirado para auxiliar na identificacdo da linhagem (NARAYANAN;
WEINBERG, 2020). Recomenda-se que sejam contados pelo menos 200 leucocitos nos
esfregacos de SP e 500 células nucleadas na MO. Em caso de inadequa¢do da amostra do
mielograma ou dificil obten¢ao de material pelo aspirado, outros métodos laboratoriais como a
imunofenotipagem de MO e a bidpsia de MO com imunohistoquimica, podem ser Uteis para
quantificar os blastos. Contudo, deve ser considerado que essas técnicas podem subestimar a
contagem de blastos na MO(DOHNER et al., 2017; NARAYANAN; WEINBERG, 2020).

A anatomia patoldgica da MO detecta anormalidades arquitetonicas que auxiliam na
identificacdo do subtipo de LMA, como por exemplo: a presenga de necrose pode estar
associada a leucemia eritroide aguda e a presenga de fibrose pode estar associado a
diferenciagdo megacariocitica e a panmielose com mielofibrose. Em casos de apresentacdo
extra medular e sem envolvimento aparente de MO ou SP, a biopsia do tecido acometido deve

ser usado para acessar o diagnostico (NARAYANAN; WEINBERG, 2020).

2.6.3 Imunofenotipagem

A imunofenotipagem por citometria de fluxo multiparamétrica (CFM) ¢ um método
objetivo, capaz de analisar quantitativamente e qualitativamente, multiplas caracteristicas de
centenas a milhdes de células individuais, de forma simultanea, em um curto intervalo de tempo
(ADAN et al., 2017; MCKINNON, 2018; ORFAO et al., 2019).

O exame consiste no reconhecimento de antigenos celulares especificos para uma
determinada linhagem, seja ele de superficie celular ou intracelulares, através da marcagdo da
célula por anticorpos direcionados contra esses antigenos e que sdo conjugados a fluorocromos
(MCKINNON, 2018; ORFAO et al., 2019).

A técnica de citometria de fluxo além de fazer o reconhecimento de linhagens celulares,
permite avaliar células ou particulas em suspensdo como: microrganismos, citocinas,
hormonios, fatores de crescimento ou componentes celulares como organelas, nucleos, DNA e
RNA. Deste modo, caracteristicas intrinsecas e extrinsecas das células tais como: tamanho;
granulosidade; pigmentagdo; autofluorescéncia; viabilidade; conteudo de DNA; estrutura de

membrana celular; citoesqueleto; receptores internos e externos; avalicdo de atividade



35

enzimatica; metabolizacdo de drogas ou compostos; ativacao celular; apoptose; ciclo celular;
eficiéncia de transfeccdo ou transdu¢do; além de avalicdo de resposta terapéutica, pode ser
investigado, utilizando-se dessa metodologia diagnostica. Devido a extensa possibilidade de
aplicacdes, o exame de citometria de fluxo tem aplicabilidade em varias disciplinas, como
hematologia, imunologia, virologia, biologia molecular, biologia do cancer e monitoramento
de doengas infecciosas (ADAN et al., 2017; MCKINNON, 2018; ORFAO et al., 2019a).

O exame de citometria de fluxo, anteriormente disponivel apenas em grandes centros
académicos, foi evoluindo em tecnologia, através da ampliagdo do potencial analitico dos
instrumentos, com o desenvolvimento de novos fluorocromos € com a evolugao dos aparelhos
que tornaram-se menores € mais acessiveis, possibilitando a sua utilizagdo tanto em

institui¢cdes publicas como privadas (BROWN; WITTWER, 2000; ORFAO et al., 2019a).

2.6.3.1 Leitura e andlise por citometria de fluxo

As células ou particulas de interesse para analise, sdo colocadas em suspensdo, sendo
conduzidas de forma linear no interior do aparelho até a cdmara de fluxo. Neste local, a amostra
sera analisada pela interceptacdo do laser, conforme representado na Figura 5 A. (ADAN et al.,
2017; BROWN; WITTWER, 2000; MCKINNON, 2018).

A incidéncia do laser resultard no espalhamento da luz que sera captada por detectores
compostos por um conjunto de filtros, lentes e espelhos (Figura 5B). A intensidade do
espalhamento da luz ¢ proporcionada por caracteristicas morfologicas das células, sendo
detectadas pelos parametros Forward Scatter ou FSC, dispersdo para a frente, e Side Scatter
ou SSC, dispersao lateral, que traduzem tamanho celular e complexidade -celular,
respectivamente.

Além de caracteristicas morfologicas, antigenos de interesse podem ser identificados
por marcagdes com fluor6éforos que serdo excitados pelo laser e a florescéncia emitida serad
captada pelo conjunto de espelhos e filtros Opticos. Através dos programas de analise ¢ possivel
selecionar subpopulagdes especificas de interesse para realizar subandlises. Todas as
informagdes captadas podem ser representadas por graficos do tipo de histograma, dot plot ou
contour plots, dependendo da analise e informacgao desejada, figura 5 C. (ADAN et al., 2017,
BROWN; WITTWER, 2000; MCKINNON, 2018; ORFAO et al., 2019).
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Figura 5 - Principios de funcionamento de um citdmetro de fluxo A-Foco hidrodinamico na cdmara de fluxo e
interceptacdo do laser; B- Dispersdo de luz. O FSC ¢ proporcional ao tamanho, enquanto o SSC ¢é proporcional a
granularidade da célula ou a complexidade interna. C-Processamento e deteccdo de sinal e componentes de um
citometro de fluxo. FSC: Forward Scatter ou, dispersao para a frente, e SSC: Side Scatter ou dispersao lateral.
Fonte: (ADAM et al., 2017).

2.6.3.2 Fenotipos Aberrantes

As células hematopoiéticas tumorais imitam as caracteristicas fenotipicas de suas
correspondentes normais, de forma que os padrdoes dos fendtipos aberrantes podem ser
classificados, conforme a alteracdo apresentada em: 1- Expressdo assincrona de antigeno, ou
seja, auséncia ou expressao de marcadores em estagios distintos da maturagao hematopoiética;
2- Intensidade de expressdo do marcador numa dada populacdo de células, podendo estar
diminuida (subexpressdo) ou aumentada (superexpressdo); 3- Presenca de fen6tipos mistos de
linhagem, definidos pela co-expressdo de dois ou mais marcadores de linhagens diferentes, na
mesma célula tumoral (ORFAO et al., 2019a).

O fenotipo aberrante mais frequente observado nas células hematopoiéticas clonais ¢ a
expressdo assincrona do antigeno. Por outro lado, o fendtipo misto de linhagem representa o
padrdo aberrante mais confidvel para identificar as células tumorais clonais € monitorar DRM,

mesmo em concentragdes muito reduzidas (ORFAO et al., 2019a).

2.6.3.3 O papel da imunofenotipagem na leucemia mieloide aguda

A imunofenotipagem por citometria de fluxo ¢ essencial para o diagnostico,
classificagdo e monitoramento das doencas hematopoiéticas clonais, particularmente na
diferenciagdo das leucemias agudas(BROWN; WITTWER, 2000). Ao diagndstico de leucemia

aguda, o principal objetivo da imunofenotipagem ¢ confirmar a imaturidade da populagdo
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suspeita de blasto e definir a linhagem especifica, se linfoide ou mieloide, pois a avaliagdo
morfoldgica fornece apenas uma caracterizagdo parcial da linhagem envolvida (BENE, 2005).

Os painéis de anticorpos monoclonais da citometria de fluxo auxiliam na
subclassificagdo da LMA, conforme linhagem hematopoiética envolvida e na identificacdo do
padrdo individual de expressdo antigénica, para monitoramento (BENE, 2005; CHEN;
CHERIAN, 2017). Dessa forma, ¢ possivel avaliar a profundidade de resposta, através da
pesquisa de DRM, monitorar a evolugdo da doenga e predizer o risco de recaida, auxiliando na
tomada de decisdes, na pratica clinica (HEUSER et al., 2021).

A alta sensibilidade e capacidade de andlise simultanea de multiplas caracteristicas
tornam o método apropriado para a detec¢do de DRM, especialmente se houver padrdes
anormais de expressao antigénica. A leitura das marcagdes celulares por citometria de fluxo e
a sua interpretacdo diagndstica, depende da combinacdo dos antigénicos, da sua frequéncia e
da intensidade de fluorescéncia apresentada (BROWN; WITTWER, 2000; ORFAO et al.,
2019).

2.6.4 Aspecto de citogenética e genética molecular

A avaliacdo citogenética e molecular na LMA, pode fornecer informagdes relevantes
acerca do diagnostico, da classificacdo, do prognostico e influencia diretamente na tomada de
decisdes terapéuticas. Desta maneira, a deteccao de translocacdes cromossdmicas recorrentes:
t(15;17) (q22;q12); t(8;21)(q22;922); inv(16(p13q22) ¢ suficiente para o diagndstico de LMA,
mesmo com percentual de blastos inferior a 20% (NARAYANAN; WEINBERG, 2020).

O exame de avaliag@o citogenética pode ser realizado utilizando-se a metodologia de
caridtipo convencional ou por Fluorescence In Situ Hybridization (FISH). O caridtipo
convencional ¢ capaz de detectar alteracdes que afetam regides relativamente grandes dos
cromossomos, como translocagdes, dele¢des e aneuploidias. J4 o FISH, utiliza-se de sequéncias
de DNA marcadas com fluorescéncia que hibridizam com sequéncias complementares de
cromossomos especificos e sdo visualizadas por microscopia de fluorescéncia. O FISH ¢ uma
técnica mais sensivel que a bandagem cromossOmica, mas detecta apenas achados que
correspondem a regido cromossomica da sonda (KANTARIJIAN et al., 2021a). O diagndstico
molecular baseia-se em técnicas da biologia molecular como a reagdo da transcriptase reversa
seguida pela reacdo em cadeia da polimerase (RT-PCR) e suas variagdes, visando a

investigacdo de alvos de interesse a partir da analise do material genético, o DNA e o RNA. A
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RT-PCR estd sendo utilizado para analisar expressdes génicas, quando as translocacdes
resultam em proteinas de fusio (NARAYANAN; WEINBERG, 2020).

O advento das técnicas de sequenciamento de ultima geracdo, do inglés Next-
Generation Sequencing (NGS), permitiu ampliar a identificagio de mutagdes gé€nicas que
podem ser agrupadas em nove categorias: metilacdo do DNA, supressores de tumor (TP53) ,
fusdes de fatores de transcri¢do (PML-RARA, RUNX1-RUNXIT1, CBFB-MYH11, CEBPA),
nucleofosmina ( NPM1), moléculas sinalizadoras, modificagdo da cromatina (ASXL1, STAG?2,
BCOR, KMT2APTD, EZH2), fatores de transcricdo mieloides (RUNX1), o complexo coesina
e o complexo spliceossomo (SRSF2, SF3B1, U2AF1, ZRSR2). Os genes mais frequentemente
mutados sdo: FLT3, NPM1, DNMT3A, IDH1 ou IDH2, NRAS ou KRAS, RUNXI1 , TET2,
TP53 , CEBPA e WT1. Normalmente, as LMA apresentam mais de uma muta¢io (DOHNER
etal., 2017; KANTARIJIAN et al., 2021a; NARAYANAN; WEINBERG, 2020).

2.7 FATORES PROGNOSTICOS
2.7.1 Estratificacdo de risco do grupo Europeu do LeukemiaNet — ELN 2017

O grupo Europeu do LeukemiaNet- 2017 (ELN-2017) estratificou os pacientes com
LMA conforme as anormalidades citogenéticas e moleculares apresentadas, em trés grupos de

risco prognostico: “favoravel”, “intermediario” e “desfavoravel”, conforme visto na tabela 2 ,

que diferem conforme resposta a terapia padrio e sobrevida (DOHNER et al., 2017).
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Tabela 2 - Estratificacdo de risco do grupo Europeu LeukemiaNet- 2017 para LMA, baseada em alteragdes génicas

Categoria de Risco

Anormalidade Genética

Favoravel

t(8;21) (q22;922.1); RUNX1-RUNXITI

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

Mutagdo do NPM1 sem FLT3-ITD ou com FLT3-ITD com carga alélica < 0,5

Mutagéo bialélica do CEBPA

Intermediario

Mutagdo do NPM1 com FLT3-ITD alto

NPM1 selvagem sem FLT3-ITD ou com FLT3-ITD com carga alélica baixa

<0,5 (sem alteragdes genéticas de alto risco)

t(9;11) (p21.3;923.3); MLLT3-KMT2A

Anormalidade citogenética ndo classificada como favoravel ou desfavoravel

Desfavoravel

t(6;9) (p23; q34.1); DEK-NUP214

t(v;11923.3); rearranjo KMT2A

1(9;22) (q34.1;q11.12); BCR-ABLI1

Inv(3)(q21.3926.2) ou £(3;3)(q21.3;926.2); GATA2Z,MECOM(EVI1)-5 ou
del(5q);-7;-17/abn(17p)

Cariotipo complexo, caridtipo monossomico

NPM1 selvagem com FLT3-ITD alto

Mutacao RUNX1

Mutagao ASLX1

Mutacao TP53

Fonte: (DOHNER et al.,

O grupo de

2017).

risco favoravel ou baixo risco, engloba um conjunto de alteragdes

citogenéticas e moleculares de bom prognostico, com taxa de resposta completa em torno de

80% e taxas de sobrevida global em 5 anos, em torno de 64%. Ja o grupo de risco intermediario,

constituido por alteracdes citogenéticas e moleculares ndo contempladas no risco favoravel e

nem no desfavoravel, apresenta taxas de resposta completa de 50-60% e sobrevida em 5 anos,

em torno de 41%. O grupo de risco desfavoravel, também designado de alto risco, inclui

alteracdes associadas a mau progndstico, com taxas de resposta completa de 40% e sobrevida

global em 5 anos de 11% (PELCOVITS; NIROULA, 2020).
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2.7.2 Fatores prognosticos associados ao paciente

A idade avangada ¢ um marcador prognoéstico desfavoravel, pacientes mais velhos (>65
anos) com LMA t€m um progndstico pior em comparacdo com seus pares mais jovens. A
associacdo da idade avangada com o prognostico, parece justificar pela maior frequéncia de
LMA-t ou secundaria, presenca de caridtipo complexo e maior prevaléncia de caracteristicas
genéticas de alto risco que promovem resisténcia aos tratamentos quimioterapicos
convencionais. Em pacientes idosos, a quimioterapia intensiva convencional (“3+77), esta
associada a menores taxas de RC, toxicidade aumentada, altas taxas de mortalidade precoce e
taxas de sobrevivéncia sombrias, a longo prazo, na auséncia de transplante. A idade avancada
¢ um marcador prognostico desfavoravel independente, para baixa taxa de RC e baixa taxa de
sobrevida global (SG), respectivamente de 50% e 10%(CARTER et al., 2020;
KOSCHMIEDER et al., 2010) .

Os principais preditores de morte precoce sdo idade avangada e status performance ruim
(KANTARIJIAN et al., 2021Db).

A historia clinica do paciente quanto a exposicdo prévia a agentes citotdoxicos ou
radioterapia e histéria de mielodisplasia prévia ou outros disturbios hematoldgicos, como
neoplasias mieloproliferativas sdo preditores de recidiva precoce e resisténcia de doenca. O
progndstico da LMA de novo ¢ superior ao da LMA secundaria que evoluiu de SMD, LMMC
ou NMP e ao da LMA-t que evolui apds exposicdo a quimioterapia ou irradiacdo, como
tratamento prévio de outras malignidades (NARAYANAN; WEINBERG, 2020) .

Outras caracteristicas clinico-laboratoriais, ao diagnostico, como leucocitose no sangue
periférico e elevagdo do acido urico e/ou do nivel sérico de LDH, foram associados a pior
prognostico € menor sobrevida livre de doenga, respectivamente (FERRARA; MIRTO, 1996;
YAMAUCHI et al., 2013).

2.7.3 Fatores prognosticos associados a doenca

Os fatores prognosticos associados a doenca preveem diferentes apresentagdes clinicas
e comportamento biologico da LMA, que sdo determinados por alteragdes citogeneticas e
moleculares. O impacto prognostico das alteragdes citogenéticas e mutagdes moleculares,
dependem de vérios fatores como o tipo de mutagdo especifica; o grupo de risco citogenético
(se favoravel, normal, desfavoravel ou outro); a carga da mutacdo ou frequéncia alélica e a

presenga de mutagdes concomitantes (KANTARIJIAN et al., 2021).
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Com base na pratica atual, a classificacdo do caridtipo na LMA pode ser estratificado
em: (1) favoravel — Core Binding Factor (CBF) definida citogeneticamente pela presenca de
t(8;21)(q22;922) ou inv(16)(p13q22)/t(16;16)(p13;q22) e #(15;17)(q24.1,q21.2) na Leucemia
promielocitica aguda, (2) intermedidrio - caridtipo normal; (3) desfavoravel - 3 ou mais
anormalidades cromossdmicas, monossomia 5/5gq—, monossomia 7/7q—, translocagdo t(6;9),
translocagdo t(9;22), todas as translocagdes envolvendo 11923 e translocagdes envolvendo o
cromossomo 3q26e (4) todos os outros. Alguns estudos consideram certas anormalidades
citogenéticas, por exemplo, trissomia 8 Unica ou translocacdo tnica t(9;11), como risco
intermediario (KANTARJIAN et al., 2021b; NARAYANAN; WEINBERG, 2020).

As mutacdes somaticas recorrentes, sao identificadas em mais de 90% dos pacientes
com LMA, sendo as mais frequentes: FLT3, NPM1, DNMT3A, NRAS, TET2, IDH2, CEBPA,
RUNXI1, PTPN11, IDH1, TP53 e SRSF2 (KANTARJIAN et al., 2021). Em torno de 96% dos
pacientes com LMA de novo apresentam pelo menos uma mutacdo direcionadora, enquanto
86% apresentam duas ou mais mutagdes direcionadoras (AITKEN et al., 2021). O impacto
progndstico de uma mutagao génica pode diferir conforme a co-expressdo de outra mutagao.
Essa situacdo pode ser exemplificada pelo prognostico atribuido ao NPM1 mutado, que difere
conforme a presenca da mutacdo FLT3-ITD. O NPMI mutado transmite um prognostico
“favoravel” apenas na auséncia de FLT3-ITD ou FLT3-ITD com uma razao alélica baixa < 0,5,
contudo quando apresenta FLT3-ITD, com uma razdo alélica > 0,5 , indica prognostico
“desfavoravel”. Também desta forma, mutagdes em ASXL1 e RUNXI conferem um
prognéstico particularmente ruim (DOHNER et al., 2017). A LMA com mutagdes bialélicas
de CEBPA esta associada a prognostico favoravel. A muta¢do do TP53 ¢é um fator de risco
desfavoravel isolado (NARAYANAN; WEINBERG, 2020).

Algumas mutagdes génicas quando identificadas na LMA, podem predizer evolucdo
secundaria, uma vez que essas mutacdes sao encontradas na SMD de alto risco e na NMP, tais
como: SRSF2, SF3B1, U2AF1, ZRSR2, ASXL1, EZH2, BCOR ou STAG2. Quanto maior o
numero de mutagdes adversas em um paciente com LMA, pior o prognostico. Em contraste,
mutacdes nos genes NPM1 e rearranjos CBF e KMT2A sdo altamente especificos para LMA
de novo (DOHNER et al., 2017; KANTARJIAN et al., 2021a). Na LMA de caridtipo normal,
uma mutacdo bialélica do CEBPA ou uma mutagdo do NPM1 estdo associadas a melhores
prognosticos, desde que ndo estejam presentes outras mutagdes concomitantes adversas
(KANTARIJIAN et al., 2021a).

Considerando a importancia da avali¢do citogenética e molecular para defini¢do

prognostica na LMA, as recomendagdes atuais indicam incluir na investigacdo diagnostica de
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LMA: 1 - pesquisa mutacional para os genes NPM1, CEBPA e
RUNXT1, uma vez que definem categorias de doengas ; 2- pesquisa mutacional para FLT3 para
duplicagdes in tandem internas [ITD] juntamente com dados sobre a razdo alélica do tipo
mutante para selvagem, e para o dominio tirosina quinase [TKD]; 3- muta¢des em TP53 e
ASXL1, uma vez que tém sido consistentemente associadas a mau prognostico (DOHNER et

al., 2017; KANTARIJIAN et al., 2021a).

2.7.4 Fatores prognosticos associados a resposta apos tratamento

As anormalidades citogenéticas e moleculares sd3o os indicadores prognosticos mais
significativos, no entanto, a falha em atingir a remissdo completa ap6s o primeiro ciclo de
terapia de indugdo ou presenca de doenga residual positiva, ao final do tratamento, sdo fatores
prognosticos associados ao risco de recidiva e uma menor sobrevida (KANTARJIAN et al.,
2021).

Portanto, pacientes com LMA devem ser avaliados quanto a resposta terapéutica apos
quimioterapia de indugdo, assim como monitorados ao longo das consolidagdes e
posteriormente, em intervalos regulares, no seguimento clinico, para detectar recidiva
morfologica iminente (DOHNER et al., 2017).

Dentro de ensaios clinicos controlados, recomenda-se que os aspirados de medula sejam
realizados a cada 3 meses nos primeiros 2 anos e a cada 6 meses para os seguintes 2 a 3 anos.
Contudo, na prética, o aspirados de MO ¢ realizado se forem detectadas alteracdes ao exame
do hemograma, que devera ser monitorizado a cada 1 a 3 meses nos primeiros 2 anos, depois a
cada 3 a 6 meses até 5 anos. A maioria das recaidas ocorrem dentro de 1 a 3 anos, apds o término
da terapia (DOHNER et al., 2010).

Os pacientes que atingiram RC, pela avaliagdo morfoldgica, ainda podem abrigar
células leucémicas residuais que estdo abaixo do limiar de detec¢do por essa metodologia.
Provavelmente, representam subpopulagdes neoplédsicas resistentes a quimioterapia, que
estavam abaixo dos niveis de detec¢do no momento do diagndstico inicial. A expansdo de tais
clones aumenta o risco de recaida e, portanto, a analise do perfil mutacional genético, ao
diagnostico, deve ser considerada para identificar possiveis vias de escape génico
(KANTARIJIAN et al., 2021b; NARAYANAN; WEINBERG, 2020).

A identificagdo dessas células leucémicas remanescentes, denominada doenca residual,
¢ um importante indicador prognostico para desfechos clinicos e pode ter implicagdes

terapéuticas, no manejo da LMA. Apés o tratamento quimioterdpico, a pesquisa de DRM
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fornece informagdes adicionais a avaliagdo de resposta morfologica tradicional, de forma que
as recomendacdes do ELN-2017 definiram a RC sem DRM, como o mais novo e ideal critério

de resposta ap6s tratamento para LMA(AITKEN et al., 2021).

2.7.4.1 Mensurac¢ao da doenca residual

A pesquisa da DRM busca detectar as células leucémicas, mesmo quando estdo
presentes em niveis bem baixos de 1:10* a 1:10° leucdcitos, em comparagdo com 1:20 nas
avaliagdes baseadas em morfologia(SCHUURHUIS et al., 2018). E considerado um indicador
progndstico independente, podendo ser utilizada para: (1) estabelecer um estado de remissao
mais profundo apds quimioterapia padrdo; (2) Re-estratificar o risco prognostico dinamico,
apos pelo menos 2 ciclos de quimioterapia intensiva e orienta o tratamento pds-remissao; (3)
identificar recaidas iminentes e permitir a intervengao precoce; (4) permitir uma vigilancia pos-
transplante mais robusta (DOHNER et al., 2022; HEUSER et al., 2021; SCHUURHUIS et al.,
2018). A quantificagdo da doenca residual pode ser realizada através de diversas metodologias,
variando em sua sensibilidade e aplicabilidade, podendo ser detectada por: reagdo em cadeia da
polimerase quantitativa em tempo real (RT-qPCR), CFM ou NGS. O resultado de DRM
“positivo” ou “negativo” refere-se a presenga ou auséncia da doenga mensuravel, com base em
valores de referéncia especificos, que podem variar por ensaio e por laboratorio(HEUSER et
al., 2021; SCHUURHUIS et al., 2018). Devido a natureza heterogénea e oligoclonal da LMA,
pode ser necessario utilizar mais de um método de avaliacdo para detectar, de forma mais
precisa, a presenca de DRM (AITKEN et al., 2021).

A pesquisa de DRM por RT-qPCR requer que a mutacio génica detectada seja estavel
ao longo da doenga, o que limita o uso dessa metodologia, para todas as leucemias
(KANTARIJIAN et al., 2021a). A pesquisa de DRM por RT-qPCR para a mutagdo NPM1 tem
forte valor preditivo positivo para recaida e diminui¢do da sobrevida, devido a sua
especificidade para LMA e estabilidade ao longo da doenga (AITKEN et al., 2021).

A pesquisa de DRM por citometria de fluxo ¢ um método 1til, em quase todos os casos
de LMA, uma vez que vai avaliar marcadores andmalos, imunofendtipos associados a leucemia
ou uma combina¢do dos mesmos, de forma bastante rdpida quando comparado com as outras
técnicas (HEUSER et al., 2021). A importincia da DRM na LMA ¢ reforcada pelas
recomendacdes do ELN- 2017, que incluem a DRM como um novo critério de resposta (RC
com/sem DRM). O monitoramento da DRM deve ser considerado no acompanhamento de

pacientes com LMA. Como recomendagdo, a DRM  molecular, deve ser utilizada para
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Leucemia Promielocitica Aguda (LPA), CBF -LMA e LMA com mutacdo do NPMI, para os
outros pacientes com LMA, a DRM deve ser avaliada usando CFM (DOHNER et al., 2017) .

Na atualizag@o das recomendacdes do ELN- 2022, a DRM segue mantendo importancia
prognostica em termos de desfechos clinicos, de forma que na atual recomendacdo, o status da
DRM apos terapia pode modificar a estratificagdo de risco progndstico dindmico do paciente.
A falha em atingir a RC com DRM negativa ou niveis crescentes de DRM durante ou apds a
terapia estdo associados a recidiva da doenca e resultados inferiores(DOHNER et al., 2022).

O NGS avalia simultanea a presenca de varios genes, contudo em utilizando essa técnica
para avaliar DRM, deve-se buscar as mutagdes encontradas nas células leucémicas clonais, ao
diagnéstico. E possivel, através da pesquisa de DRM por NGS, identificar varias mutagdes (
p.ex DNMT3A, TET2, ASXL1) que ndo representar o clone leucémico e sim mutagdes
associadas a hematopoiese clonal de potencial indeterminado (CHIP) . O uso da metodologia
de NGS para pesquisa de DRM, provavelmente, serd uma ferramenta 1til para a grande maioria
dos pacientes, particularmente a medida que o numero de genes avaliados em painéis
direcionados aumenta, além de poder detectar qualquer mutacdo em uma por¢ao sequenciada
de um gene (AITKEN et al., 2021)

A evolucdo clonal gendmica pode acontecer tanto pela expansdo de subclones
resistentes, como pelo surgimento de novos clones, devido a pressdo seletiva do tratamento.
Esse potencial de evolugao clonal e/ou mudangas de imunofenotipo, faz necessario utilizar mais
de uma metodologia, para monitorizar a DRM. Quando utilizado apenas um ensaio, ¢ possivel
que a DRM, clinicamente significativa, ndo seja identificada. (AITKEN et al., 2021;
KANTARIJIAN et al., 2021a). Foi observado que a pesquisa de DRM utilizando a combinagao
de CFM e NGS, em pacientes com RC, aumentou a sensibilidade de prever recidivas

(KANTARIJIAN et al., 2021a).

2.7.5 Avaliacio prognostica de expressdes antigénicas

A avaliagdo prognostica de marcagdes imunofenotipicas na LMA foi objetivo de
diversas pesquisas. Contudo, os resultados dessa associagdo prognostica ndo foram
reproduzidos uniformemente entre os estudos, ndo sendo ainda possivel estabelecer um
consenso acerca do impacto prognostico dessas marcagdes. Provavelmente, essa controvérsia
se deve ao niimero restrito de pacientes, diversidade dos painéis de anticorpos utilizados, falta
de uniformidade entre os estudos e avaliacdo de expressdes individuais em vez de expressoes

de multiplos antigenos (CHEN; CHERIAN, 2017; HENRIQUE et al., 2020). Quanto as
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expressoes, mais frequentemente estudadas, marcagdo positiva para CD34, CD13, CD14,
CDI11b, CD7 e HLA-DR foram associadas a reduzidas taxas de resposta completa;
superexpressdo de CD117 ou CD123 com alta incidéncia de recaida e expressdo de CD56 com
diminuicdo da sobrevida global. Enquanto a expressdo positiva de CD15, CD19 ¢ MPO com
melhores taxas de resposta completa e bom prognostico (HENRIQUE et al., 2020b; LI et al.,
2011; MASON; JUNEJA; SZER, 2006).

As co-expressoes antigénicas para CD34"¢/CD33"¢; CD34r%/CD33r° ; CD34P*S/HLA-
DrPos ; CD7?°5/CD34Ps; CD7P%/CD>%P°s foram associadas a resultados desfavoravel e reduzidas
taxas de resposta completa, enquanto CD11bP*%/CD14P%, fendtipo CD117P% /CDI15P* e
fendtipo pan-mieloide (CDI13P°% CD33r%, CD1177* ¢ MPOP*) foram relacionados a
progndstico favoravel e resposta completa (HENRIQUE et al., 2020* LEGRAND et al., 2000;
MASON; JUNEJA; SZER, 2006; OSSENKOPPELE; MONTESINOS, 2019; PLESA et al.,
2008; WEBBER; CUSHING; LI, 2008).

A caracterizacdo imunofenotipica de alguns subtipos de LMA, com anormalidades
clinico-patologicas e alteracdes citogenéticas especificas, faz pressupor que a citometria de
fluxo possa sugerir alteragdes genéticas subjacentes. Portanto a citometria de fluxo pode ser
uma ferramenta util para estratificagdo de risco e programagao terapéutica em alguns casos que
a avaliacdo citogenética e molecular encontram-se indisponiveis ou nos casos de caridtipo
normal, em que outros parametros prognosticos devem ser utilizados para melhor estratificar
esse perfil de pacientes. Essa caracterizacdo imunofenotipica foi relatada para a LMA com
t(8;21); RUNX1-RUNXITI na qual os blastos apresentam expressao elevada de CD34, HLA-
DR e MPO, com expressdo fraca de CD13 e CD33, coexpressdo de marcadores de células B
— CD19, PAXS e/ou CD79a citoplasmatico e CD56 expresso em 60% a 80%; na LMA com
mutacdo do NPM1 comumente expressa antigenos mieloides e marcadores monoliticos,
incluindo CD13, CD14, CD33 e MPO, mas ndo tem expressdo de CD34; na LMA com
inv(16)(p13;922), a LMA mielomonocitica variante eosinofilica que, além dos marcadores
mielomonociticos habituais CD13+, CD33+, MPO+, CD14+, CD4+, CD11b+, na LMA subtipo
“cup-like” expressa CD123 sem CD34 ou HLA-DR significativo e est4 altamente associado a
duplicagdo in tandem interna de FLT3 e mutagdes NPM1 (CHEN; CHERIAN, 2017,
HENRIQUE et al., 2020).
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2.8 TRATAMENTO

A decisao do planejamento terapéutico a ser instituido considera a idade do paciente; o
status de desempenho e comorbidades apresentadas; anormalidades -citogenéticas e
moleculares; além de projetar taxa de mortalidade precoce, taxa de RC e resultado a longo prazo
com as terapias propostas. Desde a década de 1970 estabeleceu-se o regime “3+7 “como regime
padrdo de tratamento quimioterapico intensivo, consistindo em daunorrubicina 50 a 60 mg/m2
ou idarrubicina 12 mg/m?2 IV intravenosa diariamente, por 3 dias e citarabina 100 a 200 mg/m2
por infusdo IV continua diariamente, por 7 dias. Posteriormente, os regimes de consolida¢ao
pos remissado, incluem terapia com alta dose de citarabina (3 g/m2 I'V durante 2-3 horas a cada
12 horas nos dias 1, 3 e 5) repetidos até 4 ciclos, seguida por TCTHs alogénico em casos
selecionados, conforme estratificagdo de risco, comorbidades clinicas, tolerabilidade e
toxicidade a terapias anteriores (KANTARJIAN et al., 2021a, 2021b) .

Em geral, a quimioterapia intensiva “3+7” ¢ indicada se estiver associada a uma taxa de
RC de 60% a 70%, uma taxa de mortalidade precoce de 10% ou menos e uma taxa de sobrevida
de 3 a 5 anos de 40% a 50%. Contudo, estratégias de tratamento de baixa intensidade com
citarabina em baixas doses ou hipometilantes devem ser considerados se a taxa de RC esperada
for < 40%, a taxa de mortalidade precoce em 4 semanas estiver entre 15% e 20% e uma
sobrevida mediana < 6 meses ou taxa de sobrevida de 3 anos < 20%,. A citarabina em baixas
doses ¢ bem tolerada e produz taxas de RC na ordem de 15-25%, porém com SG mediana de
5-6 meses. Ja os hipometilantes estdo associados a uma taxa de RC de aproximadamente 17,8
e 27,8% para decitabina e azacitidina, respectivamente, com uma duracao de remissao de 10,4
meses para a azacitidina e uma SG de 7,7 e 10,4 meses para decitabina e azacitidina,
respectivamente (DOHNER et al., 2017; KANTARIJIAN et al., 2021b).

No decorrer dos anos, as taxas de mortalidade relacionadas ao tratamento vem
diminuindo, como consequéncia do aperfeicoamento dos cuidados de suporte e do
desenvolvimento de abordagens terapéuticas personalizadas, as quais s6 foram possiveis
através do entendimento da leucemogénese e dos diferentes mecanismos de sinalizagdo e
ativagio da célula (DOHNER et al., 2017; KANTARIJIAN et al., 2021b). Conforme visto na
figura 6, houve uma melhora na sobrevida de 1970 a 2020, tanto para pacientes jovens como

idosos com LMA (KANTARIJIAN et al., 2021Db).
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Figura 6 - Graficos de sobrevivéncia de pacientes <60 anos de idade (A) e >60 anos de idade B) com LMA de
novo, tratados no Instituto do MD Anderson
Fonte: (KANTARJIAN et al., 2021).

2.8.1 Novas terapias

O reconhecimento de potenciais alvos terapéuticos e o desenvolvimento de drogas alvo
direcionadas, s6 foi possivel, com a melhor compreensdo da leucemogénese, assim como da
funcdo de mutagdes genéticas, epigeneticas, moleculares e do microambiente medular na
evolucdo da leucemia mieloide aguda (KANTARIJIAN et al., 2021b; YAMASHITA et al.,
2020) .

Historicamente o tratamento para LMA baseia-se na inibigao do ciclo celular das células
tronco leucémicas, através de terapias quimioterdpicas citotoxicas, que por sua vez também
provocam toxicidade a célula tronco hematopoiética. Essa terapia ndo € curativa pois ndo age
nas células tronco leucémicas em estado quiescente, sendo assim o poo!/ de célula tronco
leucémica latente pode impulsionar a recorréncia da leucemia. Por isso, a erradicagcdo dos
menores resquicios da doenga, provavelmente serda um requisito para a cura da LMA (AITKEN
et al., 2021; MISAGHIAN et al., 2009; YAMASHITA et al., 2020). As células troncos
leucémicas apresentam a capacidade de se duplicar e de se autorrenovar, o que ocorrera na area
rica em osteoblastos da medula dssea, onde as células leucémicas sdo protegidas da apoptose
induzida pela quimioterapia. A quiescéncia das células tronco leucémica pode ser um
mecanismo subjacente a resisténcia a terapia citotoxica, dependente do ciclo celular. No
entanto, estudos vem analisando o desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas voltadas
as células troncos leucémicas, objetivando prevenir a recaida da doenca (ISHIKAWA et al.,
2007). Contudo, o tratamento ideal ¢ aquele com maior potencial para erradicar a DRM, tendo

como alvo especifico as células tronco leucémicas, com potencial de atingi-la também em seu
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estado quiescente e ndo afetando as células tronco hematopoiéticas normais (MISAGHIAN et
al., 2009; YAMASHITA et al., 2020).

Nos ultimos anos, houve o desenvolvimento e aprovacdo para uso clinico de diversas
terapias direcionadas a alvos moleculares no tratamento da LMA, sdo elas: midostaurina,
gemtuzumab ozogamicina, CPX-351, enasidenib, ivosidenib, gilteritinib, venetoclax e
glasdegib (ALFAYEZ etal., 2020; DAVER et al., 2019; GUERRA A VERONICA; DINARDO
COURTNEY; KONOPLEVA MARINA, 2019; KANTARIJIAN et al., 2021b; POLLYEA et
al., 2022) Dessas terapias, os seguintes medicamentos estdo aprovados no Brasil pela Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA): Mylotarg®, Rydapt®, Xospata® e Venclexta® .

O gentuzumab Ozogamicina (Mylotarg®) ¢ um anticorpo anti-CD33 humanizado
quimicamente ligado ao agente citotoxico caliqueamicina que inibe a sintese de DNA e induz
apoptose (DOHNER et al., 2010). Foi aprovado pela ANVISA em fevereiro/2021, no cenario
da LMA recém diagnosticado CD33P° em combina¢ao com daunorrubicina (DNR) e citarabina
(AraC).

O Midostaurin (Rydapt®) ¢ um inibidor de multiquinases, de administra¢do oral, que
tem como alvo multiplos receptores de tirosina quinases, incluindo FLT3 (DAVER et al., 2019).
Foi aprovado pela ANVISA em abril/2018, no cenario da LMA com mutagdes de FL73 recém
diagnosticada, em combinacdo com a quimioterapia padrdo de indu¢do com daunorrubicina e
citarabina e de consolidagdo com citarabina em altas doses, e para pacientes em resposta
completa seguida por monoterapia de manutengao

O Gilteritinibe (Xospata®) ¢ um inibidor oral, potente e seletivo da FLT3. Foi aprovado
pela ANVISA em margo/2020, no cenario da LMA recidivada ou refratdria e com mutag@o no
gene FLT3(DOHNER et al., 2022).

O Venetoclax (Venclexta®) ¢ um inibidor oral, altamente seletivo de BCL-2 que
demonstrou atividade em malignidades hematoldgicas dependentes de BCL-2 (GUERRA A
VERONICA; DINARDO COURTNEY; KONOPLEVA MARINA, 2019). Foi aprovado pela
ANVISA em janeiro/2019, no cenario da LMA recém diagnostiscada, em pacientes inelegiveis
para quimioterapia intensiva, em combina¢do com os agentes hipometilantes ,azacitidina ou
decitabina, ou em combina¢do com citarabina em baixa dose .

Outras drogas também bastante promissoras como Magrolimabe, um anticorpo anti-
CDA46, Ivosidenib um inibidor de IDH, e o CPX-351 droga quimioterapica oral associando
citarabina e daunorrubicina, seguem aguardando aprovacgdo local. Diversas outras drogas e

mecanismos de agdo seguem em estudo clinico (ALFAYEZ et al., 2020).
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O conhecimento de que a LMA resulta de multiplas lesdes genéticas/epigenéticas
atuando simultaneamente e afetando diferentes vias de sinalizagdo para a diferenciagdo,
proliferacdo e apoptose, faz compreender que o tratamento direcionado a uma Unica proteina
aberrante, seja incapaz de erradicar o clone leucémico. Desta forma, ha necessidade de
combinar as terapias alvo molecular, com a terapia citotoxica convencional (DOHNER et al.,
2010). Além disso, o surgimento de novas terapias desperta uma série de oportunidades para
estudar a melhor abordagem terapéutica, nos mais diversos cenarios clinicos.

O reconhecimento de novos fendtipos e sua associagdo prognostica, podera ampliar a

identificacdo de novos alvos terapéuticos, em potencial, na LMA.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a associacao da expressdo de marcadores imunofenotipicos com o prognostico

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar a associagdo de marcagdes imunofenotipicas com caracteristicas clinico-
demogréficas e laboratoriais dos pacientes;

e Avaliar associagdo de marcacdes imunofenotipicas especificas e a resposta ao
tratamento quimioterapico de inducdo;

e Avaliar associacdo de marcagdes imunofenotipicas especificas e sobrevida livre de
doenca;

e Avaliar associa¢do de marcagdes imunofenotipicas especificas e sobrevida global.
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4 METOLOGIA

4.1 DESENHO DO ESTUDO

Trata-se de um estudo observacional retrospectivo realizado no departamento de
hematologia, do Complexo Hospitalar Universitario Professor Edgar Santos (CHUPES), da
Universidade Federal da Bahia, um dos centros de referéncia de atendimento as Leucemias

Agudas do Estado.

4.2 PACIENTES

Um total de 102 pacientes, com idade entre 16 e 81 anos, foram admitidos e
diagnosticados com Leucemia Mieldide Aguda, no periodo de janeiro de 2015 a dezembro de
2021, excluindo pacientes com Leucemia Promielocitica Aguda.

O diagnostico de LMA foi confirmado por amostra, através de aspirado de medula 6ssea
(MO) e/ou de sangue periférico (SP), com base na morfologia e imunofenotipagem,
considerando o quantitativo > 20% de blastos em SP ou MO, conforme critérios da OMS 2016,

ou menos que esta porcentagem de blastos, desde que identificadas alteracdes genéticas

definidoras de LMA.
4.2.1 Critérios de inclusao

Todos os pacientes que atendessem aos critérios da OMS para diagndstico de LMA, no
periodo de janeiro de 2015 a dezembro de 2021, com idade acima de 16 anos, com resultados
de imunofenotipagem disponiveis.

4.2.2 Critério de exclusao

Foram excluidos do estudo pacientes com diagndstico de leucemia promielocitica aguda

e pacientes em que o laudo da imunofenotipagem nao estivesse disponivel para consulta.
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4.3 COLETA DE DADOS DO PRONTUARIO

Os dados clinico-demograficos e laboratoriais foram coletados através da revisdo de
prontuario e arquivos médicos dos pacientes. Os dados demograficos e clinicos avaliados
foram: género, idade, etiologia da LMA se “de novo” ou secundéria e resposta terapéutica.
Foram coletados ainda dados laboratoriais como nivel de leucometria. Considerou-se para
defini¢do de LMA secundaria aquele paciente com histdrico e acompanhamento por outra
neoplasia hematoldgica. Quando disponiveis, os resultados da avaliacdo citogenética e o perfil
mutacional para o gene FLT3-ITD e NPM1 foram coletados e registrados juntamente com os
outros dados coletados em prontudrio.

Os pacientes foram distribuidos segundo as faixas etarias < 60 anos ¢ > 60 anos;
conforme nivel de leucometria < 50 mil e > 50mil; conforme estratificacdo de risco de ELN —

2017 e conforme natureza da LMA.

4.4 PROTOCOLO DE TRATAMENTO QUIMIOTERAPICO

O protocolo de tratamento a ser utilizado e a decisdo da melhor estratégia terapéutica
foi definida pela equipe assistencial, considerando a idade do paciente, as comorbidades
clinicas, as caracteristicas da doencga e elegibilidade ao transplante alogénico de medula 6ssea.
Considerado elegivel para receber quimioterapia em altas doses, os pacientes receberam regime
de inducdo de primeira linha composto por esquema de 3 dias de antraciclina e 7 dias de
citarabina (7+3). Apods quimioterapia de inducdo, alcancando RC os pacientes receberam
tratamento de consolida¢do, com doses elevadas de citarabina, por no méximo 4 ciclos, seguido
ou ndo de transplante alogénico. Os pacientes que ndo obtiveram RC apos 1° ciclo de
quimioterapia, conforme determinado pela avaliagao da persisténcia de blastos em aspirados de
medula 6ssea, receberam terapia de resgate, sendo o protocolo de escolha Fludarabina,
Citarabina, Filgastrim e Idarrubicina (FLAG-IDA). J4 os pacientes mais velhos, ilegiveis a
quimioterapia em altas doses, receberam cuidado de suporte e/ou quimioterapia de baixa dose
com protocolos diferentes sendo utilizado Citarabina em baixas doses, citarabina em baixas
doses e Tioguanina, Citarabina em baixas doses e Venetoclax, Hidroxiureia ou Azacitidina, de

acordo com o periodo de estudo.
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4.5 AVALIACAO DE RESPOSTA APOS QUIMIOTERAPIA INTENSIVA

Os pacientes foram estratificados, conforme resposta ao final da quimioterapia de
indugdo, em trés grupos: resposta completa, refratdrio ou recidivado. Utilizou-se as
recomendacdes do ELN-2017 de quantificagdo de células blasticas na MO, ao final do
tratamento, como parametro para defini¢do de resposta. Portanto, foi considerado resposta
completa a presenca de < 5% de blastos, doenca refrataria a persisténcia de >5% de blastos e
recidiva para os pacientes que atingiram resposta completa, porem voltaram a apresentar niveis
>5% de blastos, na medula dssea .

O critério de resposta parcial (RP) definido como persisténcia de 5% a 25% de blastos
no aspirado de MO, desde que reducao de pelo menos 50% na porcentagem de blastos, ndo foi
utilizado neste estudo, considerando as recomendacdes de diretrizes terapéuticas da utilidade
desse parametro de RP para avaliacdo de novos agentes terapéuticos , em investigagdo de

ensaios de fase I.

4.5.1 Avaliacio de sobrevida livre de doenca e sobrevida global

A sobrevida livre de doenca (SLD) corresponde ao tempo desde a documentagdo de
remissdo de doenca até a progressdo de doenca, morte ou perda de seguimento. J& o tempo de
sobrevida global (SG) foi considerado o tempo decorrido entre o diagnostico da LMA até 6bito

ou perda de seguimento.

4.6 ANALISE DE IMUNOFENOTIPAGEM POR CITOMETRIA DE FLUXO

Como parte da avaliagdo diagnoéstica, todos os pacientes acompanhados no servigo de
hematologia do HUPES, foram submetidos ao exame de imunofenotipagem por citometria de
fluxo multipardmetros, para confirmagdo diagnostica e distingdo da linhagem blastica da
Leucemia Aguda.

Os exames foram realizados pelo Instituto de Ciéncia e Saude (ICS), utilizando
amostras de MO ou SP. As amostras foram adquiridas no citometro de fluxo FACSCanto II da
Becton Dickinson Biosciences (BD, California, EUA) munido com laser azul (488nm), laser
vermelho (633nm) e laser violeta (405nm), sendo utilizado o programa Diva para aquisi¢ao dos
dados. Para analises posteriores foi utilizado o programa de computador Infinicyt (Cytognos,

Salamanca, Espanha). O painel de imunofenotipagem de leucemia aguda utilizado pelo ICS
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baseia-se no Protocolo Euroflow, que utiliza uma combinagdo de anélises de imunofenétipo de
oito cores, usando um citometro de fluxo FACS Canto II (BD).

Para a realizacdo do exame de Imunofenotipagem foi utilizado um fluxograma padrao
para todos os laudos diagnosticos de LMA. Na suspeita clinica e morfoldgica de Leucemia
Aguda foi utilizado inicialmente um painel de triagem tnico (ALOT, do inglés Acute Leukemia
Orientation Tube) contendo 8 anticorpos especificos como mostrado na Tabela 4,
posteriormente identificando tratar-se de amostra contendo células blésticas e definida a
linhagem celular mieloide, ¢ utilizado um painel secundéario complementar desenvolvido para
a caracterizagdo completa da malignidade (Tabela 3). Os exames de imunofenotipagem de cada
paciente foram avaliados individualmente, quanto a expressdo antigénica de cada marcador
utilizado na citometria de fluxo. As amostras foram coradas com anticorpos monoclonais para
os seguintes antigenos: CD2, CD3, CD4, CD5, CD7, CDS8, CD10, CD11b, CDl1c, CD13,
CD14, CD15, CD16, CD19, CD20, CD22, CD25, CD33, CD34, CD36, CD38, CD45, CD56
CDI123,CDI117 e HLA DR. Os pacientes foram considerado como positivo,para um marcador
de membrana, se expresso em mais de 20% e para um marcador citoplasmatico, se expresso em
mais de 10% das células blasticas. A expressdo de cada marcador foi caracterizada pelo
percentual de células que expressaram o marcador e com o seu nivel de fluorescéncia. Os
resultados foram expressos com o percentual de células positivas para os antigenos
individualmente. Com base em resultado de estudos anteriores, também foram avaliados a
associagdo prognostica de antigenos co-expressos, com as seguintes expressdes: CD34P% e
HLA-DRPs; CD117P% e CD15P%%; CD13P°5, CD33P%,CD117P° ¢ MPOP®s; CD34r°s ¢ CD7Ps;
CD7P%s e CD56P%s; CD33P% e CD34P%s; CD33P% ¢ CD34"¢; CD117P° e MPOP°S, Posteriormente,
o perfil de expressdo de cada paciente foi correlacionado com os seus dados clinico-
demograficos, laboratoriais e resposta terapeutia. Foram analisados a associacdo do perfil
imunofenotipico dos blastos mieloides com os subgrupo prognostico de idade, leucometria,

estratificacdo de risco pelo ELN-2017, resposta terapéutica apés indugdo, SLD e SG.
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Tabela 3 - Fluxograma padrao para diagnostico de LMA por citometria de fluxo

PAINEL DE TRIAGEM - ALOT

TUBO !m'c PE "éEYls‘gP APC  [V500 (V450  |APC-H7 |PE-CY7
1 MPO _ |CD79a [CD34 CD7  |CD45  [CD3cy  |CD3m _ |CDI9
PAINEL LMA

TUBO !FITC PE “’C"':{';gp APC  [V500 (V450  |APC-H7 |PE-CY7
1 CD35 |CD64 |CD34 CD300c |CD45  HLADR |CD14 _ |CDIL7
2 CD16 |CDI3 |CD34 CDIIb |CD45 |HLADR |CDI0  |CDIL7
3 CD38 |CDs6 D34 CD33 D45 [cDIS __|cDI9  |cDI17
4 CD2  |CDI23 D34 § D45 HLADR |- CDI17
5 D36 |CD105 D34 CD7 _[cD45 |HLADR |CD71 |CDII7

Abreviagdes: MPO - Mieloperoxidase; Cy - citoplasmatico; m - membrana.
Fonte: EuroFlow

4.7 ANALISES ESTATISTICAS

Para elaboragdo do banco de dados e andlise descritiva foi utilizado o
software Statistical Package for Social Sciences (SPSS Inc., Chicago, IL, EUA), versao 14.0.
Os resultados foram apresentados por meio de tabelas e graficos. As varidveis categoricas
expressas em frequéncias e percentuais -n (%). As varidveis continuas com distribui¢do normal
foram expressas em média e desvio padrdo; e aquelas com distribui¢do ndo-normal, em mediana
e intervalo interquartil. A normalidade das varidveis numéricas foi verificada através da
estatistica descritiva, analise grafica e do teste Shapiro-wilk.

Conforme a modalidade do tratamento quimioterapico instituido, terapia intensiva com
inten¢do curativa ou terapia paliativa com intencdo de controle da doenca, foram feitas
comparagdes das variaveis categoricas pelo teste qui-quadrado, e para aquelas com um n menor
do que 5 individuos em qualquer categoria foi utilizado o teste exato de Fischer. Os resultados
foram considerados estatisticamente significativos se p < 0,05.

As mesmas variaveis categoricas e continuas pré-tratamento também foram avaliadas
apos terapia quimioterapica intensiva, quanto aos desfechos da resposta terapéutica (3 grupos):
taxa de resposta completa, refratariedade e recidiva, utilizado o teste qui-quadrado.

A sobrevida livre de doenca (SLD) foi calculada a partir da data da resposta completa
até a recorréncia, a data do obito ou a data do Gltimo acompanhamento. A sobrevida global
(SG) foi medida desde o diagnostico até a morte por qualquer causa ou perda de seguimento.
SLD e SG foram estimados pelo método de Kaplan-Meier com seus respectivos intervalos de

confianga ICs de 95%, e comparados pelo teste de log-rank.
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Foram comparadas as caracteristicas clinicas (grupo categorico de idade, leucometria e
estratificacdo de risco) e a resposta terapéutica (resposta completa, refratariedade e recidiva)
entre os grupos de expressdo positiva e negativa do antigeno e entre as combinagdes dos

marcadores pelo teste qui- quadrado ou exato de Fisher.
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5 RESULTADOS

5.1 CARACTERISTICAS DOS PACIENTES

No presente estudo, foram incluidos um total de 102 pacientes, recém diagnosticados
com LMA, com exce¢do dos pacientes diagnosticados com Leucemia Promielocitica Aguda,
acompanhados no Hospital Universitario Professor Edgar Santos. As caracteristicas clinicas e
biologicas dos pacientes estdo apresentadas na Tabela 4. Dos 102 casos, 62 (60,8%) eram do
sexo feminino e 40 (39,2%) eram do sexo masculino, com razao entre F:M de 1,5:1. A faixa
etaria dos pacientes variou entre 16 e 81 anos, com média de (45,3 +/- 17,0) e com 77,5%
apresentando < 60 anos, ao diagnostico. A analise do hemograma mostrou que 80,4% dos
pacientes apresentaram uma leucometria < 50 mil, enquanto 19,6% dos pacientes apresentaram
leucometria > 50. Dados de avaliacao citogenética estavam disponiveis em 46 (45,0%) do total
de pacientes envolvidos no estudo. Desses, 26 (56,5%) apresentaram caridtipo normal; 03
(6,52%) caridtipo favoravel; 01 (2,17%) cariotipo monossdémico; 02 (4,34%) caridtipo
complexo; 01 (2,17%) caridtipo hiperdiploide e 13 (28,2%) outras alteragdes cariotipicas. O
teste para deteccdo das mutacdes nos genes FLT3-ITD e NPM1 foi realizado em 54 e 42
pacientes, respectivamente, com frequéncia de positividade de 11 (20,4%) e 11 (26%) dos
pacientes respectivamente. Com base nos dados de citogenética e alteracdes moleculares
disponiveis, foi possivel aplicar a estratificagdo de risco do ELN-2017 em 53 pacientes. Os
pacientes, também foram categorizados em LMA primaria ou LMA secundéria, baseado na
existéncia de diagnostico prévio de outra neoplasia hematologico e achados ao mielograma e
bidpsia de medula corroborando o diagnostico de transformagdo em LMA secundéria. Os
exames de rastreio para alteragdes citogenéticas especificas e moleculares tipicas de LMA

secunddria, ndo estavam disponiveis.
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Tabela 4 - Caracteristicas clinicas e bioldgicas dos pacientes com LMA

Caracteristicas N’ de pacientes (%)

Faixa Etaria (anos)

<60 79 (717,5)
>60 23 (22,5)
Sexo

Feminino 62 (60,8)
Masculino 40 (39,2)
Leucometria (x10*/uL)

>50 20 (19,6)
<50 82 (80,4)
Cariétipo*

Cariotipo normal 26 (56,5)
Cariotipo Favoravel 03 (6,52)
Cariotipo Monossomico 01 (2,17)
Cariotipo Complexo 02 (4,34)
Cariotipo hiperdiploide 01 (2,17)
Outras alteragdes cariotipicas 13 (28,2)
Molecular FLT3-ITD*

FLT3-ITD positivo 11 (20,4)
FLT3-ITD negativo 43 (79,6)
Molecular NPM1*

NPMI1 positivo 11 (26)
NPM1 negativo 31 (74)
Estratificacao de Risco (ELN-2017) *

Desfavoravel 13 (24,5)
Intermediario 31(58,4)
Favoravel 09 (16,9)
Tipo de LMA

LMA priméria 86 (84,3)
LMA secundaria 16 (15,7)
Total 102 (100)

* Apenas uma parte dos pacientes foi avaliada quanto ao caridtipo (n=46), mutagdes em FLT3-ITD (n=54) ou
mutagdes em NPM1 (n=42). Dessa forma, s6 foi possivel classificar uma parte dos pacientes (n=53) quanto a
estratificacdo de risco ELN 2017.

ELN — European LeukemiaNet; ITD- internal tandem duplication; NPM1- Nucleophosmin 1

Fonte: Elaboragdo da autora
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Dos 102 pacientes incluidos no estudo, 3 pacientes ndo chegaram a iniciar qualquer
tratamento quimioterdpico; 84 foram submetidos a quimioterapica (QT) intensiva e 15 foram
submetidos a quimioterapia em baixas doses ou paliativa. Conforme modalidade terapéutica
instituida, QT intensiva ou paliativa, as caracteristicas clinicas entre os dois grupos, foram
apresentadas na tabela 5. Analisando as caracteristicas entre os dois grupos, observou-se
diferenca estatistica quanto a faixa etaria, na qual 88% dos pacientes submetidos a QT intensiva
e 13,3% dos pacientes em QT paliativa apresentavam idade < 60 anos e quanto a classificagdo
da LMA, observou-se que 66,7% dos pacientes no grupo de QT paliativa e 7,1% no grupo de

QT intensiva foram classificados em LMA secundaria.

Tabela 5 - Caracteristicas dos pacientes conforme tratamento quimioterapico instituido

Caracteristicas Total Paliativo Intensivo p
n (%) n (%) n (%)

Sexo
Masculino 38 (38,4) 8(53,3) 30 (35,7) 0,157
Feminino 61 (61,6) 7 (46,7) 54 (64,3)
Idade
<60 76 (76,8) 2 (13,3) 74 (88,1) 0,001
> 60 23 (23,2) 13 (86,7) 10 (11,9)
Leucometria (x10*/pL)
> 50 20 (20,2) 2 (13,3) 18 (21,4) 0,472
<50 79 (79,8) 13 (86,7) 66 (78,6)
LMA <0,001
Primaria 83 (83,8) 05 (33,3) 78 (92,9)
Secundaria 16 (16,2) 10 (66,7) 06 (7,1)
Total 99 (100) 15 (15,2) 84 (84,8)

Fonte: Elaboragdo da autora

5.2 RESPOSTA TERAPEUTICA

Dos 84 pacientes submetidos a quimioterapia intensiva,16 pacientes foram a 6bito sem
ser avaliada a resposta terapéutica e 68 pacientes foram avaliados quanto a resposta
quimioterdpica apds tratamento de indugao. Foi observado remissdo completa (RC) em 48/68
(70,6%) dos pacientes e refratariedade em 20/68 (29,4%). Dos 48 pacientes em RC, 24/48

(50%) apresentaram recaida. A mediana de tempo para a 1° recaida foi de 8,1 (4,9-13,65) meses
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e para a 2 recaida foi de 3,7 (1,8-7,2) meses. Entre os 20 pacientes refratarios, todos foram
submetidos a quimioterapia de resgate, sendo que um paciente foi a 6bito sem ser avaliado
resposta, 10/20 (50%) atingiram RC e 9/20 (45%) mantiveram-se refratérios.

A probabilidade estimada de sobrevida livre de recaida em 5 anos, para os pacientes
submetidos a terapia quimioterdpica intensiva, foi de 37,8%, com tempo médio de sobrevida

livre de recaida de 27,9 meses com IC 95% (20,54-35,45), figura 7.
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Figura 7- Grafico da Sobrevida livre de recaida (SLR) para os pacientes submetidos a quimioterapia intensiva
Fonte: Elaboragdo da autora

A consolida¢do com Transplante de Medula Ossea (TMO), alogénico foi realizado em
18/84 (21,4%) dos pacientes submetidos a quimioterapia intensiva, sendo 13 (72,2%)
transplantes aparentados e 5 (27,7%) ndo aparentados. Os pacientes foram encaminhados para
transplante como terapia de consolidagdo na 1° remissdo em 61,1% dos casos, em 2° remissdo
em 11,11% e ap6s remiss@o nos refratarios primarios em 27,7%. A mediana de tempo do ultimo
tratamento quimioterdpico até o transplante foi de 3,2 meses (1,85-6,3), sendo de 2,55 meses
(1,57-4,78) para o aparentado e de 6,6 meses (4,85-11,65) para o ndo aparentado. A recaida
apos TMO-alogénico foi evidenciada em 5/18 (27,77%) pacientes, 04 deles transplantados em
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1° remissdo e 01 refratario primario, submetido a transplante apos atingir remissdo. Um
segundo transplante alogenico foi realizado em 02 pacientes.

Ao final do estudo, foi observado que dos 84 pacientes submetidos a quimioterapia
intensiva, 23 seguiam em acompanhamento, 21 (25%) em remissao de doenga e 02 (2,3%) com
doenga em atividade; 43(51,1%) foram a obito e 18 (21,4% ) perderam o seguimento. O 6bito
precoce, <30 dias ap0s inicio do tratamento quimioterapico, correspondeu a 16/43 (37,2%) do
total de obitos, nos pacientes submetidos a quimioterapia intensiva.

A probabilidade estimada de sobrevida global em 5 anos, para os pacientes submetidos
a QT intensiva, foi de 36,5% +/- 0,077, com tempo médio de sobrevida de 29 meses com IC
95% (22,93- 35,2) e para os 15 pacientes submetidos a QT paliativa foi de 29,5% +/- 0,133,
com tempo médio de sobrevida de 9,26 meses com IC 95% (3,45-15,06). A comparacdo das
taxas de sobrevida global dos pacientes submetidos a quimioterapia intensiva e paliativa foi

estatisticamente significante (p=0,05), Figura 8.
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Figura 8 - Grafico das Sobrevida Global (SG) conforme terapia instituida
Fonte: Elaboragdo da autora



5.3 FATORES PROGNOSTICOS ASSOCIADOS A RESPOSTA TERAPEUTICA
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Os pacientes submetidos a quimioterapia intensiva, foram avaliados quanto a associa¢do

dos principais fatores prognésticos € a manutengdo de resposta, no decorrer do

acompanhamento. Dos 68 pacientes submetidos a QT intensiva, 24 (35,3%) mantiveram-se em

remissdo completa, 24(35,3%) recidivaram e 20 (29,4%) foram refratarios. O impacto dos

principais fatores prognosticos na resposta terapéutica, estd demonstrado na Tabela 6. Observa-

se que apenas a variavel idade teve significancia estatistica, os pacientes mais jovens remitiram

mais a doenca quando comparados aos pacientes mais velhos do estudo. Nao foi observada

diferenca estatistica entre a taxa de resposta completa, refratariedade ou recidiva quando

analisados os valores da leucometria, a estratificagdo de risco e a natureza da LMA se de novo

ou secundaria.

Tabela 6- Fatores Prognosticos avaliados quanto a resposta a quimioterapia intensiva

Fatores Prognésticos Total Recidiva

Resposta Completa Refrataria

n (%) n (%) n (%) P

Idade 0,036
<60 61 23 (95,8) 15 (75,0) 23 (95,8)
>60 7 1(4,2) 5(25,0) 1(4,2)
Leucometria (x10°/pL) 0,801
> 50 mil 17 5(20,8) 5(25,0) 7(29,2)
<50 mil 51 19 (79,2) 15 (75,0) 17 (70,8)
Estratificacdo de Risco* 0,158
Desfavoravel 10 3(23,1) 5(33,3) 2(11,8)
Intermediario 26 5(38.5) 9 (60,0) 12 (70,6)
Favoravel 9 5(38,5) 1(6,7) 3(17,6)
LMA 0,161
Priméria 63 22 (91,7) 17 (85,0) 24 (100,0)
Secundaria 5 2(8,3) 3 (15,0) 0
Total 68(100) 24 (35,3) 20 (29,4) 24(35,3)

* Apenas em 45 pacientes submetidos a QT intensiva foi possivel aplicar a estratificacdo de risco ELN 2017.

Fonte: Elaboragdo da autora



5.4 IMUNOFENOTIPAGEM

5.4.1 Frequéncia das expressdes antigénicas
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Os pacientes foram avaliados quanto as caracteristicas imunofenotipicas pela citometria

de fluxo, ao diagndstico. A frequéncia dos antigenos, nas respectivas quantidades de amostras

testadas, foram apresentadas na Tabela 7.

Tabela 7- Frequéncia dos marcadores testados

Marcador Frequéncia
Antigeno Leucocitario Comum n/N (%)
CD45Ps 102/102(100)

Antigenos de Células Progenitoras
CD117p

100/101 (99)

HLA-DRPOS 98/102(96,1)
CD34P° 75/102 (73,5)
Antigenos Mieloides

CD33Po 96/100 (96)
CD13Po 97/102(95,1)
MPQOP* 75/96(78,1)
CD11b™ 28/90 (31,1)
CD15r° 16/89(18)
Antigenos Monociticos

CD64P° 54/97(55,7)
CD4pos 7/13(53,8)
CD300eP** 19/80(23,8)
CD14vs 22/97(22,7)
Antigenos Linfoides Aberrante

Linfoide Aberrante T

CD7pP 51/97 (52,6)
CD2p 11/91(12,1)
Linfoide Aberrante B

CD19pes 12/98(12,2)
CD79aP* 8/94(8,5)
CD22r* 2/38(5,3)
CD10pes 1/51(2)
Co-expressdo Antigeno Aberrante

CD2Po/CD7P%* 7/90 (7,8)
CD19r°/ CD79aP* 5/88 (5,7)

/N — Numero de pacientes positivos/ nimero total de pacientes testados para cada marcador

Fonte: Elaboragdo da autora
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A presenga de um antigeno linfoide no blasto mieloide ¢ considerada uma expressao
aberrante. No geral, foram evidenciados, um total de 85 marca¢des anomalas, sendo que em 12
casos, haviam co-expressao andmala de 2 antigenos linfoides, contabilizando 73 casos (71,6%)
de LMA com pelo menos um fenoétipo andmalo na amostra. Dentre as marcagdes andmalas de
antigenos presentes da linhagem T, o CD7 foi a mais comumente expressa 52,6%, seguido pelo
CD2 com 12,1%. J& as marcagdes andmalas de antigenos presentes da linhagem B o mais
frequentemente expresso foi o0 CD19 com 12,2%, seguido pelo CD79a com 8,5%. As co-
expressdes anomalas observadas foram CD2P/CD7P% em 7 casos e CD19P°/CD79P° em 5

Ccasos.

5.4.2 Associacio da expressao antigénica com fatores prognosticos

A frequéncia de expressdo dos antigenos foi associada com os subgrupos prognodsticos
de idade, leucometria e estratificacdo de risco. Apresentado na tabela 8, apenas os resultados
dos antigenos com diferenca estatistica entre os grupos analisados. Avaliando o fator idade,
nota-se um percentual maior de pacientes expressando CD34 entre os pacientes com idade > 60
anos (91,3%), do que entre aqueles < 60 anos (68,4%) e maior expressao de MPO entre
pacientes < 60 anos (83,1%), do que entre aqueles > 60 anos (57,9%). Em relacdo a categoria
leucometria, observa-se maior associacdo da expressdo negativa do CD11b entre os pacientes
com leucometria <50 x103/ul (76,1%), do que aqueles com leuco > 50 x103/ul de (42,1%) e
maior associagdo da expressdo negativa do CDI15 entre os pacientes com leucometria <50

x103/ul ( 87,6%), do que aqueles com leucometria > 50 x103/ul, (56,2%).



Tabela 8- Frequéncia da expressdo dos antigenos conforme caracteristicas prognosticas

Marcadores Total Idade Valor Leucometria Valor Estratificagio de Risco Valor
n <60 260 dep 250 <S80 dep  Adverso Intermedidrio Favorivel dep
(%) mil mil
CD34 0,032 0,779 0,082
Positivo 75 54 21 14 61 19 25 4
(73,5) (68,4) (91,3) (70)  (74,4) (82,6) (75,8) (44,5)
Negativo 27 25 2 6 21 4 8 5
(26,5) (31,6) (8,7 (30)  (25,6) (17.4) (24.2) (55.5)
CD11b 0,802 0,010 0,424
Positivo 28 21 7 11 17 8 8 3
(31,1) (30) (33 (58) (23,9 (42,1) (25) (37.5)
Negativo 62 48 14 8 54 11(57,9) 24 5
(68.,9) (70)  (67) (42) (76,1) (75) (62,5)
CD13 0,585 0,050 0,368
Positivo 97 74 23 17 80 23 (100) 31 9
(95,1) (93,7) (100) (85) (97,6) (93,9) (100)
Negativo 5 5 - 3 2 0 2 0
(4,9) (6,3) (15) (24 (6)
CD15 0,871 0,007 0,703
Positivo 16 13 3 7 9 2 7 1
(18) (18,3) (17 (43.8) (12,3) (13,3) (21,9) (12,5)
Negativo 73 58 15 9 64 13(86,7) 25 7
(82) (8L,7)  (83) (56,3) (87,6) (78.1) (87.5)
MPO 0,017 0,597 0,247
Positivo 75 64 11 15 60 14 25 9
(78.1) (83,3) (57,9 19 (718) (74) (78.1) (100)
Negativo 21 13 8 4 17 5 7 0
(21,9) (16,9) (42,1) 21)  (22) (26) (21.9)
CD38 0,108 0,611 0,043
Positivo 64 52 12 10 54 9 27 6
(95,5) (98,1) (85,7) (100) (94,7) (81,8) (100) (100)
Negativo 03 1 2 0 3 2 0 0
(4,5) (1,19) (14,3) (5,3) (18,2)

Fonte: Elaboragdo da autora

5.4.3 Associacio da expressao antigénica com a resposta terapéutica
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A resposta terapéutica, apds terapia quimioterdpica intensiva, foi avaliada quanto a

expressao dos antigenos. Dos 68 pacientes avaliados apds quimioterapica intensiva 24 (35,3%)

mantiveram resposta completa, 20 (29,4%) foram refratarios primarios e 24 (35,3%)

recidivaram. Dos marcadores antigénicos testados, apenas a expressao positiva de CD7, MPO

e CD36 apresentaram significancia estatistica quanto a resposta terapéutica, conforme

demonstrado na tabela 10. A andlise dos marcadores individuais demonstrou probabilidade

significativamente aumentada de recidiva e refratariedade nos casos com expressdo positiva

para CD7 (p= 0,031). Alternativamente, MPO e CD36 apresentaram maior associagdo com

remissdo completa, apos quimioterapia de indugdo



Tabela 9- Expressoes antigénicas conforme resposta a quimioterapia intensiva

Marcadores

CD34
Positivo
Negativo
CD7

Positivo
Negativo
CD13

Positivo
Negativo
CD33

Positivo
Negativo
MPO

Positivo
Negativo
CD56
Positivo
Negativo
HLA-DR

Positivo
Negativo
CD36

Positivo
Negativo
CD19
Positivo
Negativo
CD11b

Positivo
Negativo
CD15

Positivo
Negativo

CD14

Positivo
Negativo
CD123
Positivo
Negativo

Total
n (%)

46 (67,6)
22 (32,4)

32 (50)
32 (50)

64 (94,1)
4(5.,9)

63 (94)
04 (6)

54 (83)
11(17)

18 (34,6)
34 (65,4)

65 (95,6)
03 (4,4)

07 (63,6)
04 (36,4)

10 (15)
56 (85)

24 (40,7)
35 (59,3)

15 (24,6)
46 (75.,4)

19 (28)
49 (72)

24 (92,3)
2(7,7)

Fonte: Elaboragdo da autora

Remissao
Completa

n (%)

15 (62,5)
09 (37.5)

7(29,2)
17 (70,8)

23 (95,8)
1 (4,2)

23 (95,8)
01 (4,2)

22(95,7)
01 (4,3)

4 (25)
12 (75)

22 (91,7)
02 (8,3)

05 (100)
00 (0)

3(12,5)
21(87,5)

6(31,6)
13 (68,4)

5(26,3)
14 (73,7)

6 (25)
18 (75)

8 (89)
1(11)

Refrataria

n (%)

15 (75)
05 (25)

11 (57,9)
8 (42,1)

20 (100)
0

17 (89,5)
02 (10,5)

12 (63,2)
07 (36,8)

5(31,3)
11 (68,7)

19 (95)
01 (5)

01 (25)
03 (75)

2 (11,1)
16 (88,9)

8 (47)
9 (53)

3 (15,8)
16 (84,2)

5(25)
15 (75)

5 (100)
0

Recidivado
n (%)

16 (66,7)
08 (33,3)

14 (66,7)
7(33,3)

21 (87,5)
3(12,5)

23 (95,8)
01 (4,2)

20 (87)
03 (13)

9 (45)
11 (55)

24 (100)
00

01 (50)
01 (50)

5(21)
19 (79)

10 (43,5)
13 (56,5)

7(30,4)
16 (69,6)

8 (33,3)
16 (66,7)

11 (92)
1 (8)

0,67

0,031

0,19

0,61

0,017

0,43

0,36

0,019

0,61

0,6

0,5

0,76

0,75

66
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5.4.4 Associaciao da expressao antigénica com Sobrevida Livre de Doenca (SLD) e
Sobrevida Global (SG) apds quimioterapia intensiva

As expressdes antigénicas que demonstraram diferenga estatistica quanto a resposta
terapéutica foram associada a SLD e SG, representadas nas Figuras 9 e 10 , respectivamente .
A SLD, para pacientes CD7 positivo foi de 25,1 % £ 0,11, com média de SLD de 22,7 meses
IC 95% (12,39 — 33,16 ) e para os pacientes CD7 negativo foi de 62,7% + 0,114 ;com média de
SLD de 48,58 meses IC 95% ( 6,75 —35,34), p=0,011 (figura 9 A) . A SLD entre os pacientes
com expressao positiva e negativa para o0 CD36 ndo foi estatisticamente significante, p= 0,05 (
figura 9 B) , ndo sendo também observado significancia para a expressdo do MPO, p=0,07 (
Figura 9 C) . A SG em cinco anos, para pacientes MPO positivo foi de 47,8 % + 0,06 , com
média de SG 32,5 meses, IC 95% (25,6 — 39,4), ao passo que entre os pacientes com MPO
negativo, nenhum permaneceu vivo em 5 anos, apresentando uma média de SG 13,8 meses, IC
95% (3,9-23,6) , p=0,02, como mostrado na Figura 10. A associacdo da SG entre os pacientes
com expressdo positiva e negativa para o CD36 foi estatisticamente significante, p= 0,04 (
figura 10 B) , ndo sendo observado significancia para a expressdo do CD7 , p=0,4 ( figura 10

O).
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Figura 9 - Graficos de Sobrevida Livre de Doenga (SLD) conforme expressdo dos antigeno, nos pacientes
submetidos a quimioterapia intensiva: A — Expressdo de CD7 B- Expressdo de CD36 e C- Expressdo de

MPO.
Fonte: Elaboragdo da autora
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Fonte: Elaboragdo da autora

As outras expressoes antigénicas , que ndo apresentaram significancia para a resposta

terapéutica, também foram avaliadas quanto a SLD e SG, sendo evidenciado maior SLD para

a expressao positiva de CD13, p=0,025 (Fig. 11) e maior SG para a expressao positiva de

CD15, p=0,031(Fig. 12 A) e positiva de CD14 , p=.0,04 (Fig. 12 B)
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Fonte: Elaboragdo da autora

5.4.6 Associacio da co-expressiao antigénica com fatores de prognostico

Conforme resultados de estudos prévios, foram selecionadas as seguintes combinagdes
de marcacdes antigénicas para andlise: CD34P/HLA-DRP; CDI1177°/ CDI15P°;
CD13ro5/CD33P°s/CD117P°/MPOPs; CD34P°s/ CD7P%; CD7PS/CD56Ps; CD33P05/CD34ps;
CD33rs/CD34"¢; CD117P°/MPOP®. As co-expressdes antigénicas foram avaliadas em relagdo
aos fatores prognostico quanto a idade, leucometria e estratificacdo de risco prognosticodo
ELN-2017, encontram-se representadas na tabela 10 .

Foi observado uma associagdo significativa da co-expressao CD33P°/CD34P° com o

grupo de risco desfavoravel e intermediario (p=0,05). Os resultados observados entre a
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associacdo das marcagcdes combinado CDI117P°%/CDI15*¢ e CDI117P°/MPOP°s;
CD33rs/CD34Pos; CD33rs/CD34™¢ com os fatores prognosticos leucometria e idade ndo

representaram a associa¢ao da co-expressdo uma vez a frequéncia de CD1177° foi de 100/101

(99%) e de CD33 foi de de 96/100( 96%).

Tabela 10 - Associag@o da co-expressdo antigénica com fatores de prognostico

Fatores prognosticos Total CD34 + e HLADR+  Outras Combinacdes p
102 (100) 73 (71,6) 29 (28,4)
Idade (anos) 0,071
<60 79 (77,5) 53 (67) 26 (33)
>60 23 (22,5) 20 (87) 3(13)
Leucometria 0,862
> 50 mil 20 (19,6) 14 (70) 6 (30)
<50 mil 82 (80,4) 59 (72) 23 (28)
Estratificag@o de risco 0,15
Desfavoravel 23 (35,4) 18 (78,3) 5(21,7)
Intermediario 33 (50,8) 24 (72,7) 9(27,3)
Favoravel 9(13,8) 4 (44,4) 5(55,6)
Fatores prognosticos Total CD117 + e CD15+ Outras Combinacgdes p
102 (100) 15 (14,7) 87 (85,3)
Idade 0,942
<60 69 (79,3) 12 (17,4) 57 (82,6)
>60 18 (20,7) 3 (16,7) 15 (83,3)
Leucometria 0,010
> 50 mil 15(17,2) 6 (40) 9 (60)
<50 mil 72 (82,8) 9(12,5) 63 (87,5)
Estratificag@o de risco 0,703
Desfavoravel 15 2 (13,3) 13 (86,7)
Intermediario 32 7(21,9) 25 (78,1)

Favoravel 8 1(12,5) 7 (87,5)
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Tabela 10 -  Associagdo da  co-expressdao  antigénica com  fatores de  prognoéstico
(Continuacio)
Fatores Total CD13+ e CD33+ e Outras p
Prognosticos 95 (100) CD117+ e MPO+ Combinacoes
68 (71,6) 27(28,4)
Idade 0,139
<60 76 (80) 57(75) 19 (25)
>60 19 (20) 11 (57,9) 8(42,1)
Leucometria 0,608
> 50 mil 18 (18,9) 12 (66,7) 6 (33,3)
<50 mil 77 (81) 56 (72,7) 21(27,3)
Estratificacdo de 0,482
risco
Desfavoravel 19 (31,7) 14 (73,7) 5(26,3)
Intermediario 32 (53,3) 22 (68,7) 10 (31,3)n
Favoravel 9 (15) 8 (88,9) 1(11,1)
Fatores Total CD34+ e CD7+ Outras p
Prognosticos 97 (100) 40(41,2) Combinacoes
57 (58,8)
Idade 0,701
<60 77 (79,4) 31 (40,3) 46 (59,7)
>60 20 (20,6) 9 (45) 11 (55)
Leucometria 0,261
> 50 mil 19 (19,6) 10 (52,6) 9(47,4)
<50 mil 78 (80,4) 30 (38,5) 48 (61,5)
Estratificacdo de 0,133
risco
Desfavoravel 21 (33,9) 11(52,4) 10 (47,6)
Intermediario 33(53,2) 16 (48,5) 17 (51,5)

Favoravel 08 (12,9) 1(12,5) 7(87.5)



Tabela 10- Associacdo da co-expressao antigénica com fatores de prognostico (Continuacao)

Fatores Prognosticos

Idade
<60
>60
Leucometria
> 50 mil
<50 mil
Estratificacdo de risco
Desfavoravel
Intermediario
Favoravel

Fatores Prognosticos

Idade
<60
>60
Leucometria
>50 mil
<50 mil
Estratificacao de risco
Desfavoravel
Intermediario

Favoravel

Total
79 (100)

61(77.2)
18(22,8)

15 (19)
64 (81)

16(30,2)
29 (54,7)
08 (15,1)
Total
100 (100)

79 (79)
2121)

20 (20)
80 (80)

21(33,3)
33(52,4)
9(14,3)

CD7 + e CD56+
18(22,8)

14(22)
4(22,2)

3(20)
15 (23,4)

4(25)
7(24,2)
0(0)
CD33+ e CD34 +
69(69)

50 (63,3)
19 (90,5)

14 (70)
55 (68,8)

16 (76,2)
24 (72,7)
3(333)

Outras Combinacoes
61(77,2)

47 (77)
14 (77.8)

12 (80)
49(76,6)

12 (75)
22 (75,9)
8 (100)
Outras Combinacoes
31331)

29 (36,7)
2(9,5)

6 (30)
25(31,2)

5(23,8)
9(27,3)
6 (66,7)

p

0,948

0,775

0,290

0,017

0,914

0,050



Tabela 10 -  Associacdo da
(Continuacio)
Fatores Prognésticos Total
100 (100)
Idade
<60 79 (79)
>60 21(21)
Leucometria
=50 mil 20 (20)
<50 mil 80 (80)
Estratificacao de risco
Desfavoravel 21(33,3)
Intermediario 33(52,4)
Favoravel 9 (14,3)
Fatores prognosticos Total
100 (100)
Idade
<60 79 (79)
>60 21(21)
Leucometria
> 50 mil 20 (20)
<50 mil 80 (80)
Estratificacao de risco
Desfavoravel 21(33,3)
Intermediario 33(52,4)
Favoravel 9 (14,3)

co-expressdo  antigénica

CD33 +e CD34 —
27(27)

25 (31,6)
2(9,5)

6 (30)
21 (26.,2)

4(19)
8 (24,2)
5(55.6)

CD 13 +¢ CD33 +
91(91)

70 (88,6)
21 (100)

17 (85)
74 (92,5)

20 (95,2)
30 (91)
8 (88,9)

74

com fatores de  progndstico

Outras Combinacoes P
73(73)
0,042
54 (68,4)
19 (90,5)
0,735
14 (70)
59 (73,8)
0,104
17 (81)
25 (75,8)
4 (44,4)
Outras Combinacoes P
909)
0,198
9(11,4)
0(0)
0,295
315
6 (7,5)
0,789
1 (4,8)
309
1(11,1)



Tabela 10-
(Conclusao)

Associagdo  da  co-expressdo  antigénica

Fatores Prognostcios Total CD 117+MPO+
95 (100) 74 (77,9)
Idade
<60 76 (80) 63 (82,9)
=60 19 (20) 11 (57,9)
Leucometria
> 50 mil 18 (18,9) 15 (83,3)
<50 mil 77 (81) 59 (76,6)
Estratificacao de risco
Desfavoravel 19 (31,7) 14 (73,7)
Intermediario 32 (53,3) 25 (78,1)
Favoravel 9 (15) 9 (100)

Fonte: Elaboragdo da autora

75

com fatores de  prognostico

Outras Combinacoes P

21 (22,1)

0,019
13 (17,1)
8 (42,1)

0,537
3 (16,7)
18 (23,4)

5(26,3)
7(21,9)
0(0)

0,247

5.4.7 Associacio da co-expressao antigénica e resposta terapéutica

Avaliado a associagdo entre a resposta terapéutica e a co-expressao dos antigenos, foi

observado que a co-expressdao dos 4 marcadores pan-mieldides CD13 P/ CD33 P/ CD117Ps

/MPO P teve associacdo com uma frequéncia aumentada de resposta completa, enquanto a

combinagdes CD34r5/CD7P*

e CD7ros/ CD56P% foram associadas com refratariedade/

recidiva e baixa taxa de resposta completa (Tabela 11) . O resultado observado entre a

associagdo da marcacdo combinada CD117P°/MPOP® com resposta completa sustentada ndo

representa a associagdo da co-expressdo uma vez a frequéncia de CD1177° foi de 100/101 (

99%) .



Tabela 11 - Co-expressdo antigénica e resposta a quimioterapia intensiva
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Marcadores Total Resposta Refratariedade Recidiva Valor de
n Completa p
(%) n (%) n (%) n (%)
CD34r* e HLADRP® (n=45) 45(66,2) 15 (33,3) 14 (31,1) 16 (35,6) 0,870
Outras Combinagdes (n=23) 23(33,8)
9(39,1) 6 (26,1) 8 (34,8)
CD117? e CD15P (n=14) 14(23,3) 5@(5,7) 3(21,4) 6(42,9) 0,641
Outras Combinagdes (n=46) 46(76,7)
14 (30,4) 16 (34,8) 16 (34,8)
CD13r e CD33r e CD1177* ¢ 49(76,6)
21(42,9) 11 (22,4) 17 (34,7) 0,039
MPOP* (n=49)
Outras Combinagdes (n=15) 15(23,4) 5(33,3)
2 (13,3) 8(53,3)
CD34r% e CD7" (n=22) 22(34,4) 3(13,6) 9(41) 10 (45,4 0,017
Outras Combinagdes (n=42) 42(65,6) 11 (26,2)
21 (50) 10 (23,8)
CD7P* e CD56" (n=11) 11(21,5) 0(0) 5(45,5) 6 (54,5) 0,041
Outras Combinagdes (n=40) 40(78,4) 13 (32,5)
16 (40) 11 (27,5)
CD33r e CD 34P* (n=41) 41(61,2) 14 (34,1) 12 (29,3) 15 (36,6) 0,937
Outras Combinagoes (n=26 26(38,8 935
( ) (38,8) 10 (38) 7(27) )
CD33r e CD 34" (n=22) 22(32,8) 9(41) 5(23) 8 (36) 0,739
Outras Combinagdes (n=45) 45(67,2) 16 (35,6)
15 (33,3) 14 (31,1)
CD 13P* e CD33P* (n=59) 59 (88) 22 (37,3) 17 (28,8) 20 (33,9) 0,656
Outras Combinagdes (n=8 8 (12 4 (50
(®=8) (12 2 (25) 2 (25) )
CD 117°* MPOP* (n=54) 54(84,4) 22 (41) 12 (22) 20 (37) 0,009
Outras Combinagdes (n=10) 10(15,6) 1(10) 7 (70) 2 (20)

Fonte: Elaboragdo da autora
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6 DISCUSSAO

O presente estudo retrospectivo representa a realidade e resultados de uma tnica
instituicdo, todavia o servigo de assisténcia oncohematologica nele prestado € referéncia para o
atendimento de pacientes com Leucemia Aguda, de todo o estado da Bahia. Dos 102 pacientes,
diagnosticados com LMA, no periodo de janeiro de 2015 a dezembro de 2021, 45% foram
procedentes da capital, sendo o restante procedente de diferentes municipios, das nove
macrorregides de saude do Estado.

Conforme caracteristicas clinicas da populacao do estudo, a idade média foi de 45 anos,
inferior a idade média de 68 anos, observado nos Estados Unidos (“SEER Cancer Stat Facts:
Acute Myeloid Leukemia. National Cancer Institute. Bethesda, MD”, [s.d.]; SHALLIS et al.,
2019). Contudo, outros centros brasileiros, também reportaram uma idade média mais jovem,
de 32 anos, em Campinas-Sao Paulo; 34 anos, em Teresina-Piaui e 42 anos, no Rio Grande do
Sul (CAPRA et al., 2007, PAGNANO et al., 2000; REGO et al., 2003). No Brasil, essa
diferenca observada na idade média dos pacientes com LMA, pode ser atribuida as
caracteristicas populacionais brasileira. A populacdo brasileira ¢ mais jovem e apresenta menor
expectativa de vida, principalmente nas regides Norte e Nordeste, enquanto as populacdes
americanas e europeias sdo mais maduras, com maior expectativa de vida e consequentemente
maior exposi¢do ambiental a agentes cancerigenos (REGO et al., 2003). O acometimento de
pacientes mais jovens, comparado com a média americana e europeia, foi observado em outras
regides como India e Argélia que reportaram idade média de 40 e 45 anos respectivamente
(SHALLIS et al., 2019).

A discreta predominancia de LMA detectada no sexo feminino 1,5:1,0, apesar de
estatistica insignificante, também foi observado em estudo realizado na regidao Sul do Brasil,
que demonstrou uma leve tendéncia para o sexo feminino de 1:0,7 (CAPRA et al., 2007).
Contudo, dados da literatura internacional, revelam que a propor¢do de homens para mulheres
¢ igual a 1,5:1,0, com leve predominancia no sexo masculino (JAHEDI et al., 2014; SHALLIS
etal.,, 2019). A frequéncia levemente aumentada para sexo feminino também pode ter exercido
alguma influéncia sob a idade média de 45 anos, uma vez que para o sexo masculino, o risco
de desenvolver LMA parece aumentar progressivamente apos os 50 anos de idade (SHALLIS

etal., 2019).
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As informagodes referente a avaliagao de caridtipo e a pesquisa de mutacdes para o FLT3
e para o NPMI, por PCR ndo estavam disponiveis para todos os pacientes, pois 4 auséncia de
financiamento para sua cobertura pelo Sistema Unico de Saude, foi fator limitante. Alguns
pacientes realizaram através de recursos proprios ou por meio de financiamento de um outro
estudo, em andamento na instituicdo. A indisponibilidade desses exames pelo SUS restringiu a
sua realizagdo, de forma que a estratificagdo em grupos de risco prognostico, baseado na
classificagdo do ELN-2017, foi possivel aplicar em 53/83 (63%) dos pacientes elegiveis a
quimioterapia intensiva.

Desta forma, a estratificacdo em grupos de risco prognostico, nao pdde ser utilizada, de
forma ampla, nas decisdes terapéuticas. A falta de acesso aos exames de citogenética e
molecular impossibilitou estratificar todos os pacientes conforme risco prognostico, o que pode
ter subestimado o quantitativo de pacientes no grupo de risco intermediario e desfavoravel, que
se beneficiariam do transplante alogénico de medula 6ssea, como terapia consolidativa, apds a
1° remissdo completa. As frequéncias observadas, neste trabalho, 56,5 % de pacientes com
cariotipo normal; 20,4% com a presenca da mutagdo do FLT3-ITD e 26% com mutagdo do
NPM, sdo frequéncias proximas aos valores reportado na literatura, 40-50% de cariotipo
normal , 25% de mutagdo do FLT3-ITD e 30% de mutagdo do NPM1 (DAVER et al., 2019;
FALINI et al., 2020; ZAIDI et al., 2008). O que reforca a importancia do acesso a esses exames
no SUS.

A categorizacdo entre LMA primdria e secundaria, baseou-se no diagnostico prévio de
outras neoplasias hematoldgicas, corroborado com achados ao mielograma ou bidpsia de
medula dssea, sugestivos de transformacdo. A auséncia de um rastreio para alteragdes
citogenéticas especificas e moleculares tipicas de LMA secundaria, foi um fator limitante desse
estudo, que pode ter subestimado o quantitativo de LMA secundéria. Conforme dados da
literatura, estima-se uma incidéncia de LMA secundaria, em torno de 10-30%
(OSSENKOPPELE; MONTESINOS, 2019). A frequéncia observada de pacientes com LMA
secundaria, ao diagnostico, neste estudo, foi de 15,7%.

O planejamento terapéutico do paciente com LMA difere quanto a modalidade
quimioterdpica indicada, se intensiva ou de baixa intensidade. A indicagdo da modalidade
terapéutica, levard em consideracdo a idade do paciente; o seu desempenho funcional; a
presenga de comorbidades; infeccdes associadas; anormalidades citogenéticas e moleculares;
além do risco de mortalidade precoce associada ao tratamento; estimativas de taxas de resposta
e resultados a longo prazo com as terapias propostas (KANTARJIAN et al.,, 2021a;
NARAYANAN; WEINBERG, 2020). Avaliando a modalidade quimioterapica com base nas
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caracteristicas clinicas dos pacientes, foi observado neste trabalho que a idade < 60 anos, como
esperado e evidenciado em outros estudos, ¢ um fator preponderante na indicacdo de terapia
quimioterdpica intensiva, enquanto a idade [ 60 anos teve maior associacdo com quimioterapia
de baixa intensidade.

Quanto ao tipo de LMA, quando primaria ou de novo os pacientes tenderam a receber
quimioterapia intensiva e quando secundaria receberam quimioterapia de baixa intensidade, o
que pode estar diretamente associado a idade, ja que a LMA secundaria ¢ mais incidente em
pacientes mais velhos. Conforme reportado em estudos prévios, pacientes com LMA
secunddrio tendem a ser mais velhos, t€m maior probabilidade de apresentar citogenética
adversa e sdo menos comumente tratados com quimioterapia intensiva (OSSENKOPPELE;
MONTESINOS, 2019)

Quanto a leucometria os pacientes foram categorizados em dois grupos: < 50 mil ou >
50 mil/pL. Utilizou-se esse ponto de corte para a leucometria com base em estudos anteriores,
em especial de Ganzel et al. No entanto, a definicdo do nivel da leucometria que deve ser
considerado elevado para a LMA, diverge bastante entre os estudos, sendo sugeridos pontos de
corte em valores de 20.000 células/puL; 30.000 células/puL; 50.000 células/uL e 100.000
células/uL(GANZEL; ROWE, 2011). A defini¢ao de hiperleucocitose, ¢ aplicada para valores
de leucocitos > 100.000 células/pL, nos quais, frequentemente, associa-se a risco aumentado
de desenvolver lise tumoral e sintomas clinicos secundario a leucostase, estando esse parametro
laboratorial associado com alta taxa de mortalidade precoce (GANZEL; ROWE, 2011;
SHALLIS et al., 2020). A despeito, das manifestacdes clinicas secundérias a leucostase serem
melhor documentadas quando leucdcitos > 100.000, foi observado evidéncias de leucostase
em cerca de 85% e 75% de exames de autopsias que originalmente apresentavam leucocitos
>50 x 10° células/L e >100 x 10° células/L, respectivamente(GANZEL; ROWE, 2011) .

Historicamente, a leucometria ¢ considerada um importante fator de mau prognostico,
seja pela alta carga tumoral ou pela possivel associagdo com mutagdes moleculares de alto risco,
como a muta¢do do FLT3-ITD (GANZEL; ROWE, 2011). Contudo, na amostra estudada, as
categorias de leucometria < 50 mil ou > 50 mil/uL, ndo apresentaram diferenca quanto a
modalidade terap€utica instituida ou resposta apds tratamento.

A terapia quimioterapica intensiva foi administrada em 84/99 (84,8%) pacientes, sendo
que 16 (19%) pacientes foram a 6bito em <30 dias do inicio do tratamento quimioterapico,
restando 68 pacientes que foram avaliados quanto a resposta terapéutica. A mortalidade
precoce, apos quimioterapia intensiva, correspondeu a 16/43 (37,2 %), do total de obito. O

Southwestern Oncology Group (SWOG), uma grande organizac¢do de ensaios clinicos de cancer
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em adulto, compreendendo institui¢des americanas e canadenses, demonstraram uma taxa de
mortalidade de 12%, em 30 dias, enquanto outro estudo, retrospectivo reportou taxas de
mortalidade de 19%, em 60 dias (APPELBAUM et al., 2006; LI et al., 2021). Esses dados
apontam para um percentual bastante elevado de mortalidade precoce, nesse estudo.

Dos 68 pacientes avaliados apds terapia quimioterapica intensiva, 48/68 (70,6%)
apresentaram remissdo completa e 20/68 (29,4%) foram refratdrios. Conforme dados da
literatura, a taxa de resposta completa variou de acordo com a idade, de 60-85% para adultos
<60 anos e de 40-60% para adultos >60 % (AITKEN et al., 2021; DOHNER et al., 2017;
NEWELL; COOK, 2021). Considerando na amostra de pacientes submetidos a QT intensiva
que 88% apresentavam < 60 anos, os dados sdo semelhantes ao descrito na literatura. Enquanto
a taxa de quimiorefratariedade reportada por estudos anteriores foi de 30-40% (HORIBATA et
al., 2019), a amostra analisada apresentou taxa de refratariedade de 29,4% .

Foi observado que a taxa de SG em 5 anos, para os pacientes submetidos a terapia
intensiva foi de 36,5%, com tempo médio de sobrevida de 29 meses, enquanto para os pacientes
submetidos a terapia paliativa foi de 29,5%, com tempo médio de sobrevida de 9,26 meses.
Conforme dados da literatura, a LM A tem um curso clinico agressivo, com taxa de SG em cinco
anos, em torno de ~20% (KOSCHMIEDER et al., 2010; NEWELL; COOK, 2021; SAITO et
al., 2010). Os estudos que avaliaram pacientes jovens < 60 anos, encontraram uma taxa de SG
de 40-50% e para os pacientes com idade entre 60-65anos, a estimativa de SG em 5 anos foi de
30-40%. (AITKEN et al., 2021; KANTARJIAN et al., 2021b; PELCOVITS; NIROULA, 2020;
TANG; SCHUH; YEE, 2021). Dessa forma, considerando a idade média de (45,3 +/- 17,0) para
os pacientes deste estudo, a taxa de SG em 5 anos, para quem fez QT intensiva foi proximo a
taxa de SG reportada na literatura, o mesmo foi observado ao comparar o tempo médio de SG
dos pacientes em QT paliativa (9,26 meses) quando comparado aos dados reportados na
literatura de 6-9 meses, dependendo do tratamento paliativo instituido .

A heterogeneidade dos desfechos clinicos observados na LMA, impulsionou a pesquisa
de variaveis clinicas, laboratoriais, citogenéticas e moleculares, como marcadores progndsticos
de resposta terapéutica, sobrevida global e risco de recaida (LIERSCH et al., 2014). Desta
forma, a estratificacdo de risco prognostico proposta pela ELN- 2017 ¢ importante e de grande
utilidade na pratica clinica, porque através das caracteristicas biologicas da doenga, consegue
agrupar os pacientes conforme comportamento semelhante da doenca e predizer taxas de
resposta completa e sobrevida global, para cada categoria de risco. Na pratica clinica, essas
informagdes sdo extremamente relevantes e podem ser utilizadas na tomada de decisdes

terapéutica (DOHNER et al., 2017; PELCOVITS; NIROULA, 2020) .
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Neste trabalho, alguns indicadores, reconhecidamente associadas a mau prognostico,
como idade avancgada, leucometria elevada, estratificagdo de risco prognostico e historico de
neoplasia hematoldgica prévia, foram avaliados quanto a resposta apds quimioterapia intensiva.
Das variaveis avaliadas, apena a idade, demonstrou significancia na manutencdo de resposta
completa. No entanto, leucometria elevada, estratificagdo em grupos de risco prognostico e
natureza da LMA (primaria ou secundaria), ao contrario do que foi reportado em outros artigos,
ndo demonstraram associacdes relevantes em termo de resposta apos quimioterapia intensiva
(CHANG et al., 2004a; DANG et al., 2013) . Conforme previamente mencionado, o acesso
limitado aos exames de citogenética e avaliagdo molecular, provavelmente justifique a ndo
reprodutibilidade da significancia estatistica entre as taxas de resposta, dos grupos de risco
prognostico.

Neste cenario de acesso restrito aos exames considerados padrdo ouro para avaliagdo
prognostica, a citometria de fluxo multiparamétrica, método acessivel e bastante difundido,
entre os servigos de satde, passa a ser avaliado quanto a sua fun¢ao prognostica na LMA. Além
de ser essencial para o diagnostico e classificagao da leucemia aguda, t€ém sido associada com
progndstico, devido ao reconhecimento de perfis imunofenotipicos caracteristicos para algumas
anormalidades citogenéticas e moleculares. Adicionalmente, a deteccdo de DRM por
citometria de fluxo provou ser util para prever recidiva e resultado desfavoravel, em pacientes
com LMA (DOHNER et al., 2017; SHANG et al., 2019).

A fungdo prognostica das marcacdes antigénicas da citometria de fluxo, na LMA, foi
explorada por uma série de estudos. Contudo, devido as discordancias de resultados, ainda ndo
foi possivel estabelecer um consenso sobre quais marcadores, teriam significado prognostico
(CHANG et al., 2004b; COSTA et al., 2017, DANG et al., 2013; HENRIQUE et al., 2020;
JAHEDI et al., 2014; LI et al., 2011; MASON; JUNEJA; SZER, 2006; OSSENKOPPELE;
VAN DE LOOSDRECHT; SCHUURHUIS, 2011; PLESA et al., 2008; VAN SOLINGE et al.,
2018; WEBBER; CUSHING; LI, 2008).

O presente estudo analisou de forma abrangente a imunofenotipagem de 102 pacientes com
LMA, quanto a expressao isolada dos antigenos, assim como a co-expressao dos mesmos, em
relacdo a sua frequéncia, associagdes para subgrupos progndsticos de idade, contagem de
leucdcitos, estratificacao de risco pelo ELN-2017 e resposta a quimioterapia intensiva. No que
se refere a frequéncia dos antigenos, observados na populagdo do estudo, os marcadores
mieldides mais expressos nas células blasticas leucémicas foram CD117, CD33 e CD13, em
concordancia com os dados de literatura (SARMA et al., 2015). Foram encontradas 85

marcagdes andmalas nas amostras testadas, sendo que 12 apresentaram dupla marcagdo
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andmala. Apesar de nem todos os pacientes terem sido avaliados para todas as marcagdes
anOdmalas, a presen¢a do fendtipo aberrante mostrou-se positivo em 71,6% dos casos Conforme
relatos na literatura, a expressdo do fenotipo aberrante variou entre 30% e 88% (SHARMA et
al., 2020). Essa ampla varia¢do na incidéncia de fenotipos aberrantes, pode ser atribuida a
diferengas nos critérios usados para aberrancia, o valor do ponto de corte, nimero de antigenos
estudados, tamanho da amostra e diferengas nos reagentes e clones de anticorpos monoclonais
(JAHEDI et al., 2014; SARMA et al., 2015; SHARMA et al., 2020).

Dentre os fen6tipos aberrantes, o antigeno linfoide mais frequentemente expresso pelo
blasto mieloide foi o CD7 (52,6%), seguido pelo CD19 (12,2%), achados consistentes com os
dados da literatura , que registram em ordem de prevaléncia o CD7 como o antigeno linfoide
T aberrante , mais frequentemente expresso na LMA, seguido pelo CD19 antigeno linfoide B
(SARMA et al., 2015; SHARMA et al., 2020).

A presenca das marcagdes antigénicas isoladas, foram avaliadas quanto a idade, nivel de
leucometria e estratificacdo de risco prognostico. Quando avaliado o indicador prognostico
idade, a positividade para CD34 foi mais frequentemente observada em pacientes com idade >
60 anos, ao passo que pacientes <60 anos tiveram uma frequéncia maior de positividade de
MPO quando comparado com pacientes > 60 anos. Esses resultados sdo diferentes dos
encontrados em outro estudo, que avaliou 808 pacientes com LMA, quanto a frequéncia dos
antigenos conforme grupo etario. Além disso, esse mesmo estudo reportou uma associa¢ao, ndo
evidenciada nessa pesquisa, de uma maior expressdo de HLA-DR e menor expressao de CD19
em idosos ( > 60 anos) , do que a observada em criangas ( <16 anos) e adultos (16-60 anos) (LI
et al., 2011).

Quanto ao nivel da leucometria, houve uma associagdo positivia para o CD11b com
niveis mais elevados de leucdcitos , o que também foi observado em estudos anteriores que
associou essa expressdo a um subgrupo de maior contagem de leucdcitos > 100.000/uL.
Pesquisas anteriores, demonstraram associagdes significantes de aumento dos niveis de
leucodcitos com a expressdo de HLA-DR, CD4 ou CD14 , assim como a associag¢do de baixo
nivel de leucometria com a expressdo CD117, MPO, Gly-A , CD13 ou CD15. Contudo, esses
resultados ndo foram reproduzidos neste estudo (LI et al., 2011). Outra associa¢do descrita na
literatura, ndo observada neste estudo, foi a relagdo entre a positividade para antigeno linfoide
aberrante ou positividade do CD56 com nivel aumentado de leucécitos (SHARMA et al.,
2020; HENRIQUE et al., 2020;)

A frequéncia da expressdo antigénica foi avaliada entre os grupos de risco prognostico da

classificagdo do ELN-2017 e como esperado, devido ao reduzido tamanho da amostra que foi
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possivel classificar, ndo foi observado associa¢do significativa de nenhum dos marcadores
estudados, com os grupos de risco prognostico. De acordo com os conhecimentos atuais, a
presenga da co-expressdao de alguns marcadores, consegue delinear melhor um perfil
imunofenotipico caracteristico para algumas anormalidades citogenéticas e moleculares.
Algumas alteracdes citogenética se correlacionam com um perfil imunofenotipico
caracteristico:  t(15;17)(q24.1;q21.2)PML-RARA  expressa fortemente MPOP e
CD1177s,CD13P°s, CD33P°s, CD34"8, HLA-DR"¢, CD15™¢ e CD16"¢; a t(8;21)(q22;q22.1)
RUNXI-RUNXIT]I apresenta HLA-DRPS, MPOP, CD13P%5 | CD33 "¢, CD19?%, CD56° ou
CD79aP* e a Inv(16)(p13.1g22) CD4r°s; CD36P* ou CD38 P°s | CD11bP*® , CD2 pode
expressar CD15P% e/ou CD65P (BAIN; BENE, 2019). Algumas muta¢des génicas também
foram associadas a um perfil imunofenotipico: mutagcdo do FLT3-ITD expressa CD33P* e
CD13P% com expressao variavel de CD34 ou CD117 e co-expressdo aberrante de CD7P e a
mutagdo do NPM1 na auséncia do FLT3-ITD, apresenta CD34"¢, forte expressao de CD33P°¢
e CDI13Ps, CD1177°, CD123?° com HLA-DR ™2 em 50% dos casos (OSSENKOPPELE;
MONTESINOS, 2019; RAUSEI-MILLS et al., 2008). O rastreio e diagnostico precoce de
alteracdes citogenéticas e moleculares especificas sdo essenciais para prever o prognostico,
orientar o tratamento ¢ monitorar a DRM (SHANG et al., 2019). Nesse sentido, o rastreio de
possivéis alteragdes citogenéticas e moleculares através da citometria de fluxo e morfologia,
permitiria a rapida suspeita da associacdo com uma categoria citogenética/genética especificas,
orientando investigagdes confirmatorias apropriadas (BAIN; BENE, 2019) .

Conforme avaliagdo de resposta, apds quimioterdpica intensiva, a expressao positiva
para CD7 apresentou probabilidade significativamente aumentada de recidiva e refratariedade.
Esses dados substanciam a associagao da expressdo positiva de CD7 com menor SLD quando
comparado com pacientes que ndo expressam a molécula, nesse estudo. Contudo, nio foi
observado associacdo significativa quando avaliado SG, nos pacientes com expressao CD7P°,
Os dados da literatura corroboram a associag@o prognostica da marca¢gdo CD7 com uma doenga
de curso clinico mais agressivo, com baixas taxas de resposta completa e sobrevida global
(HENRIQUE et al., 2020; MASON; JUNEJA; SZER, 2006; SHARMA et al., 2020). Em
contrapartida, a expressdao positiva de MPO correlacionou-se com maior associacdo com
resposta completa e maior SG quando comparado com pacientes negativos. A relagdo
prognostica da expressdo positiva de MPO ¢ consistente na literatura. Acredita-se haver uma
relagdo direta entre o quantitativo de expressao de MPO, na célula leucémica e a citotoxicidade
induzida por drogas e mediada por H202, produzido na mitocondria, citosol e peroxissomos

das células neoplésicas. A existéncia de MPO dentro das células leucémicas parece ser uma
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desvantagem a célula neoplésica, pois através de reagcdes de oxidagdo, conduzird a mesma a
apoptose quando a quimioterapia ¢ administrada. Outros dados apontam que o grau de
expressao de MPO tenha uma relagdo direta com a taxa de resposta completa, sobrevida global
e sobrevida livre de progressao(MATSUO et al., 2003).

Ao contrario do que foi reportado em estudos prévios, ndo houve nenhuma associa¢do
significativa entre a expressdo positiva de CD34, CD13, CD14, CD11b, HLA-DR com
reduzidas taxa de resposta completa ou a expressao positiva de CD15 e CD19 com melhores
taxas de resposta completa (HENRIQUE et al., 2020b; LI et al., 2011; MASON; JUNEJA;
SZER, 2006). Contudo, a expressdo positiva de CD15 e CD14 demonstraram associacao
significativa com maior sobrevida global, quando comparado a sua expressao negativa. Outros
dados reportados, nesse estudo, de associagao significante da expressao positiva de CD13 com
maior SLD e expressdo positiva de CD36 com maior SG e SLD, devem ser avaliados com
cautela, devido ao reduzido numero de pacientes testados para essas expressoes. Por isso, ao
interpretar os resultados, ¢ necessario considerar as limitagdes do estudo devido ao reduzido
tamanho da amostra que permite considerar os resultados encontrados apenas para a populagao
em questdo e gerar hipoteses; a auséncia de uniformizacdo de testagem de todo o painel na
populacdo estudada e aos dados limitados de alteragdes citogeneticas e moleculares, ndo sendo
possivel avaliar a interferéncia de associagdes imunofenotipicas e aberragcdes genéticas, no
valor progndstico dos marcadores antigénicos.

As co-expressoes analisadas,neste trabalho, foram selecionadas baseadas em resultado
de estudos anteriores . (BAIN; BENE, 2019; MASON; JUNEJA; SZER, 2006; PLESA et al.,
2008). Avaliando a associagdo das caracteristicas clinicas com a co-expressdo de alguns
marcadores, observamos que a associacdo observada entre a presenca das marcagdes
combinadas e a resposta apds quimioterapia, apdia relatos anteriores que atribuem um bom
prognostico ao fenotipo panmieloide. Investigamos as implicagdes prognosticas da co-
expressao dos marcadores mieloides presentes em nosso painel - ou seja, CD13, CD33, CD117
e MPO. Infelizmente, ndo conseguimos implementar os critérios panmieloides, compostos
pelas 5 marcacoes antigénicas, devido a exclusdo da marcacao CD65w dos testes de rotina em
nossa institui¢do (LEGRAND et al., 2000; MASON; JUNEJA; SZER, 2006). Contudo, mesmo
com esse painel mieloide composto de 4 antigenos, foi possivel observar uma relevancia
estatistica em termos de maior taxa de resposta completa quando essa combina¢do mostrou-se
positiva para os 4 antigenos.

Contudo, a presenga da co-expressdo CD34P°/CD7P° teve menor associagdo com

manutencdo de resposta completa, assim como a marcagdo CD56P° /CD7P* foi evidenciada
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nos pacientes que foram refratdrios ou recidivados. Na andlise das marcagdes isoladas,
observou-se que nem o CD34P% ou o CD56P° demonstrou diferenga significativa em termos
de resposta terapéutica. Contudo, apesar da analise isolada da expressao CD7P% ja ter
demonstrado relevancia quanto a taxa reduzida de resposta completa, a co-expressdo com o
CD34r°s ou CD56P°, pareceu ter maior associagdo com taxas reduzidas de resposta completa.
Estudos anteriores avaliando a co-expressdao de CD7P°%/CD56P* j& reportavam esse fenotipo
como “leucemia aguda precursora de células mieloides/NK”, que normalmente se apresenta
com envolvimento extramedular e linfadenopatia com ou sem massa mediastinal e tém uma
resposta extremamente pobre a terapia (OSSENKOPPELE; VAN DE LOOSDRECHT;
SCHUURHUIS, 2011). Da mesma forma, a co-expressao CD34P°/CD77° ¢ relatada como
associada a varias proteinas resistentes a medicamentos e a um pior progndstico. Acredita-se
que o CD7 seja expresso precocemente na ontogenia hematopoiética e geralmente seja co-
expresso com antigenos precoces. Apoiando essa visdo, a literatura descreve que o CD34
encontra-se expresso em 75% dos casos de LMA positivos para CD7(MASON; JUNEJA;
SZER, 2006; SHARMA et al., 2020). A andlise da co-expressao de CD33P°/CD34rs
apresentou associa¢do significante para o subgrupo de risco desfavoravel e intermediario, a
literatura reporta resultado muito ruim de populagdes de pacientes com dupla negatividade ou
positividade de ambos os marcadores que até o momento ndo conseguiu ser explicada e

certamente se beneficiaria de estudos moleculares adicionais (PLESA et al., 2008).
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7 CONSIDERACOES FINAIS

O antigeno andmalo mais comumente expresso foi o CD7 e sua marcagao individual
isolada esté associada a uma probabilidade aumentada de recidiva e refratariedade, assim como
significativa redu¢do da sobrevida livre de doenga. De tal maneira, também podemos verificar
que quando co-expresso nas marcagdes CD34P°5/CD7Ps e CD7P*/CD56P foi associado com
refratariedade/recidiva e baixa taxa de resposta completa respectivamente. A marcacgao positiva
para o MPO demonstrou menor associacdo com refratariedade e apresentou diferenca
significante quanto a sobrevida global. Foi também demonstrado que a co-expressdo dos 4
marcadores pan-mieloides CD13/CD33/CD117 /MPO esta associada a uma maior frequéncia
de resposta completa.

Considerando a maior acessibilidade aos exames de imunofenotipagem na maioria dos
servicos de saude e a rapida disponibilidade de seus resultados, ¢ importante que estudos
prospectivos multicéntricos com maior nimero de pacientes venham a ser realizados para
confirmar os achados obtidos neste estudo e identificar se ha alteragdes citogenéticas ou
moleculares subjacentes aos perfis imunofenotipicos encontrados e de que forma elas estdo
relacionadas as propriedades prognodsticas desses perfis. Neste sentido, a identificacdo da
correlagdo fenotipo-genodtipo, com perfis imunofenotipicos associados a alteragdes
citogenéticas e moleculares, podera direcionar melhor os recursos financeiros destinados ao
diagnéstico, a medida que identifica o exame molecular confirmatorio mais adequado. Assim,
um maior nimero de pacientes podera ser adequadamente estratificado conforme seu

progndstico de risco e essa informagao utilizada no seu direcionamento terapéutico.
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