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RESUMO

A presenca de doencga residual mensuravel (DRM) antes do transplante de células-tronco
hematopoiéticas (TCTH) esta associada a piores desfechos em leucemias agudas de alto
risco. No entanto, os melhores momentos para avaliacdo p6s-TCTH e o impacto clinico
de baixos niveis de DRM ainda sdao pouco definidos. Métodos: Este estudo prospectivo
avaliou a DRM por citometria de fluxo multiparamétrica (CFM) de alta sensibilidade
antes e apos o TCTH (dias +30, +60 e +100), com o objetivo de analisar a cinética de
eliminagdo da doenca e sua relacdo com os desfechos do transplante. Pacientes com
leucemia linfoblastica aguda B (LLA-B) foram analisados quanto a caracteristicas
genéticas e fenotipicas, e, nos casos de LLA Philadelphia-positiva (Ph+), a CFM foi
comparada a PCR quantitativa (RQ-PCR) para BCR::ABL1. Resultados: Foram
incluidos 77 pacientes consecutivos sendo que 27 (45,5%) apresentavam DRM negativa
<0,01% (DRM-) e 35 (55,5%) DRM positiva >0,01% (DRM+) no momento
imediatamente anterior ao TCTH. A presenca de DRM+ associou-se a menor sobrevida
global (SG: 87,9% DRM- vs. 54,0% DRM+) e menor sobrevida livre de eventos (SLE:
85,3% DRM- vs. 51,1% DRM+), ambas p= 0,001. A incidéncia de recidiva da doenca
foi maior nos pacientes com DRM+ (17,5% vs. 2,6%; p=0,049), assim como a
mortalidade nao relacionada a recidiva (MNRR: 31,4% DRM+ vs. 12,1% DRM-;
p=0,019). Oito pacientes DRM+ (22,9%) e trés DRM— (7,1%) recairam ap6s o TCTH
(p=0,02). A DRM foi reavaliada em 30 pacientes no D+30 (38,9%), 27 no D+60 (35,0%)
e 60 no D+100 (77,9%). Analises de risco competitivo revelaram que persisténcia de
DRM no D+100 e doenca em estagio avangado estavam associadas a pior SG, SLE e
maior risco de recidiva. A MNRR também variou por tipo de leucemia, sendo
significativamente mais alta nos pacientes DRM+ (LLA: 50% DRM+ vs. 18,9% DRM—;
LMA: 21,7% DRM+ vs. 0% DRM-—; p=0,0158). Nos casos de LLA Ph+, a CFM
apresentou forte correlagdo com a RQ-PCR (1=0,7801; 1C95%: 0,69-0,84; p < 0,001),
com concordancia em 88% dos casos (k=0,761). A CFM detectou DRM em 82,9% das
amostras com transcritos >0,01%. Fenotipicamente, 77,7% dos casos de LLA Ph+
apresentaram blastos CD34+CD38—/fraco vs. 20,2% nos demais subtipos (»<0,0001),
além de maior expressdo combinada de CD66¢c, CD73 e CD304 (p <0,001). Conclusdes:
A citometria de fluxo de alta sensibilidade demonstrou desempenho comparavel ao RQ-
PCR, consolidando-se como ferramenta complementar na avaliagdo da DRM na LLA-B.
A DRM pré-TCTH foi associada a pior prognostico, e persisténcia de DRM no D+100
previu com alta especificidade a recidiva da leucemia. Esses achados reforcam a
importancia da incorporagao da cinética da DRM peri-transplante por citometria de fluxo
no manejo das leucemias agudas.

Palavras-chave: doenca residual minima, doenga residual mensurdvel, leucemia
linfoblastica aguda, leucemia mieloide aguda, transplante alogénico de células-tronco
hematopoiéticas, citometria de fluxo, biomarcadores.



ABSTRACT

Measurable residual disease (MRD) monitoring is essential for the management of acute
leukemias. While BCR::ABLI transcript quantification is the gold standard for MRD
assessment in Philadelphia-positive acute lymphoblastic leukemia (Ph+ ALL),
multiparametric flow cytometry (MFC) is widely used in other genetic subtypes. The
presence of MRD before hematopoietic stem cell transplantation (HSCT) is associated
with adverse outcomes in high-risk acute leukemia patients, but the clinical relevance of
post-transplant MRD remains unclear. Methods: In this prospective real-world study,
MRD was evaluated using highly sensitive MFC before and after HSCT (on days +30,
+60, and +100) in 77 patients with acute leukemias to investigate MRD kinetics and their
impact on outcomes. 106 B-ALL patients were also assessed for genetic subtypes, clinical
features, and phenotypic markers. In Ph+ ALL, MFC was compared with BCR::ABLI
quantification by real-time quantitative PCR (RQ-PCR) to validate its local applicability.
Results: Pre-transplant MRD was assessed in 77 patients, identifying 42 MRD-negative
(MRD-) and 35 MRD-positive (MRD+) individuals. MRD+ status correlated with
inferior outcomes: overall survival (OS) was 87.9% in MRD— vs. 54.0% in MRD+
patients, and event-free survival (EFS) was 85.3% vs. 51.1% (p = 0.001). Relapse
incidence was higher in MRD+ patients (17.5% vs. 2.6%; p = 0.049), as was non-relapse
mortality (NRM: 31.4% vs. 12.1%; p=0.019). Relapses occurred in eight MRD+ (22.9%)
and three MRD— patients (7.1%) post-HSCT (p = 0.02). Post-transplant MRD was
assessed in 30 patients on day +30, 27 on day +60, and 60 on day +100. Persistent MRD
on day +100 and advanced disease status were associated with lower OS and EFS and
higher relapse risk. NRM was also higher in MRD+ cases, both in ALL (50.0% vs. 18.9%)
and AML (21.7% vs. 0.0%; p = 0.0158). In Ph+ ALL, there was strong concordance
between MFC and RQ-PCR results. Correlation between blast percentages by MFC and
BCR::ABLI transcript levels was high (r = 0.7801; 95% CI: 0.69-0.84; p < 0.001), with
88% agreement (k = 0.761). MFC detected MRD in 82.9% of samples with transcript
levels >0.01%. Phenotypically, Ph+ ALL cases frequently exhibited CD34+CD38—/dim
blasts (77.7% vs. 20.2% in other B-ALL subtypes; p < 0.0001) and showed higher
expression of CD66¢/CD73/CD304 combinations (all p < 0.001). Conclusions: High-
sensitive MFC showed comparable performance to RQ-PCR and can serve as a
complementary method for MRD monitoring in acute leukemia, including Ph+ ALL. Pre-
HSCT MRD effectively identified patients at high risk of poor outcomes, while MRD
persistence on day +100 predicted a relapse. These findings support the importance of
incorporating peri-transplant MRD kinetics into the routine management of acute
leukemias, particularly in low- and middle-income countries.

Keywords: minimal residual disease, acute lymphoblastic leukemia, acute myeloid
leukemia, allogeneic hematopoietic stem cell transplantation, flow cytometry,
biomarkers.
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1 INTRODUCAO

As leucemias agudas s@o um grupo heterogéneo de doengas hematologicas malignas,
caracterizadas pela expansao clonal de células precursoras imaturas do sistema hematopoiético,
cujo curso clinico e prognostico variam dependendo da idade, comorbidades, caracteristicas
genéticas e moleculares (SWERDLOW et al., 2016).

As leucemias agudas sdo frequentemente tratadas de forma intensiva, com a maioria
dos pacientes alcangando remissdo completa (RC) ap6s a indugdo na avaliacdo morfologica da
medula 6ssea pela microscopia optica(Shook et al. 2009; Chen and Wood 2022). A persisténcia
de células leucémicas residuais (blastos) no sangue ou na medula apdés o tratamento
quimioterapico em niveis abaixo da detec¢do pela morfologia ¢ denominada "Doeng¢a Residual
Minima™ ou mais apropriadamente "Doenca Residual Mensuravel”, a DRM (Campana, 2010;
Fuda & Chen, 2018).

Clinicamente a DRM ¢ amplamente reconhecida como fator progndstico
independente, sendo utilizada para caracterizar risco, direcionar o manejo clinico e intensificar
o tratamento tanto em pacientes com leucemias linfoblésticas agudas (LLA) (PUI; RELLING;
DOWNING, 2004) quanto nas leucemias mieloides agudas (LMA) (SHORT et al., 2020). A
detec¢io de DRM superior a 0,01% (>107*) apds indugdo em LLA tem impacto prognostico
significativo, fato consolidado em uma meta-analise que reuniu mais de 30.000 pacientes com
LLA (BERRY et al. 2017).

A detec¢do da presenca de células residuais de leucemias agudas no momento
imediatamente anterior ao transplante de células-tronco hematopoiéticas (TCTH) também tem
se mostrado um fator progndstico independente (BUCKLEY et al., 2017), podendo auxiliar na
defini¢do do melhor momento para a realizagdo do procedimento (Czyz & Nagler, 2019).A
pesquisa da DRM apos o transplante tem sido utilizada na individualizagdo do tratamento e
avaliacdo de risco de recaida (BADER et al., 2019; DIEZ-CAMPELO et al., 2009; SHAH et
al., 2014; WANG et al., 2020). No entanto, ndo ha consenso na literatura sobre os melhores
momentos para a deteccdo da DRM pos-transplante e o impacto da alta sensibilidade neste
contexto.

Os testes mais frequentemente utilizados para identificar DRM em leucemias agudas
sdo a imunofenotipagem por citometria de fluxo multiparamétrica (CFM) e a amplificagdo da
reacdo em cadeia da polimerase (PCR) dos genes dos receptores de imunoglobulina (IgH) e do

TCR, além da reacdo em cadeia da polimerase quantitativa (RQ-PCR) realizada para os genes
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de fusdo, como o BCR::ABLI, quando presentes (LADETTO et al., 2019; NEALE et al., 2004;
VAN DONGEN et al., 2015). Os métodos moleculares baseados na PCR, embora apresentem
alta sensibilidade possuem limitagdes como alto custo e complexidade técnica, risco de

contaminagdo cruzada e resultados falso-negativos devido a ocorréncia de rearranjos

secundarios(CROSS et al., 2023; SZCZEPARNSKI et al., 2002).

Embora a quantificacdo de transcritos BCR::ABLI seja o padrao na LLA Philadelphia-
positiva (LLA Ph+), a citometria de fluxo multiparamétrica (CFM) ¢ amplamente utilizada para
pesquisa de DRM nos outros subtipos genéticos-moleculares de LLA. Entretanto, as limitagdes
encontradas na citometria de fluxo tradicional (com quatro a seis cores) como baixo nimero
de células disponiveis em algumas amostras, a similaridade das células leucémicas com células
normais ¢ com células regenerativas, a modulacdo de expressdo antigénica durante o
tratamento, como no uso de corticoide e metotrexato impedem o seu uso como primeira escolha
na maioria das leucemias (DWORZAK et al., 2002; GAIPA et al., 2008; LUCIO et al., 2001;
ROCHA et al., 2019; VAN DONGEN et al., 2015; VAN WERING et al., 2000). Nos ultimos
anos, contudo, a citometria de fluxo tem passado por uma evolugao significativa, impulsionada
por fatores que aumentaram sua sensibilidade, como o uso de citometros com capacidade de
deteccdao de oito a dez cores, ampliagdo do niumero de eventos celulares adquiridos e dos

marcadores utilizados (SINGH et al., 2022; THEUNISSEN et al., 2017¢c).

O grupo EuroFlow™ introduziu em 2017 um método completamente padronizado
para detec¢ao de DRM em LLA-B, combinando sete marcadores de maturacao (CD19, CD10,
CD34, CD20, CD38, CD45 e CD81) e quatro novos marcadores de fenotipo andmalo
(CD66c/CD123 e CD73/CD304). Este método apresentou aplicabilidade em mais de 98% dos
pacientes avaliados na fase de pos indug¢ao de remissdo, e foi possivel o aumento da
sensibilidade semelhante aos métodos moleculares (até 10 ou até 10°°) quando um nimero
suficiente (maior que 4.000.000 de células viaveis) ¢ analisado (THEUNISSEN et al., 2017a).
A implementacdo dessa abordagem tem favorecido a comparacdo inter-laboratorial,

viabilizando maior reprodutibilidade dos resultados (IKOMA-COLTURATO et al., 2023).

Embora a via de maturacdo das células B seja bem descrita em criangas e adultos
normais e apOs quimioterapia para leucemias agudas, ha poucos estudos na literatura sobre a
regeneragdo de células B apds o transplante, assim como poucos estudos detalhando o
microambiente da medula 6ssea em regeneragdo neste cenario(BENGTSSON et al., 1989;

TEMBHARE et al., 2020).
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Neste contexto, o presente trabalho se propde a introduciao e padronizacio da
técnica de citometria de fluxo de alta sensibilidade (oito a 10 cores) no nosso meio,
permitindo a uniformiza¢do dos métodos diagndsticos e de monitoramento das doencas
hematologicas malignas nos pacientes avaliados no Hospital de Clinicas da Universidade
Federal do Parana (CHC-UFPR).

O estudo consiste na avaliacao da presenca de Doenca Residual Minima / Mensuravel
(DRM) nos momentos ap6s o tratamento de inducdo, antes e apds o transplante de células-
tronco hematopoiética (TCTH).

O objetivo principal foi avaliar o impacto da presenca de DRM positiva na sobrevida
global e recaida pos-transplante nos subgrupos tratados, tanto em leucemia linfoblastica como
leucemias mieloides agudas. Paralelamente o foco deste trabalho foi o aumentar a sensibilidade
do método nos casos de LLA-B, e validar localmente a técnica comparando com o método de

biologia molecular disponivel (PCR para BCR::ABL1 nos casos de LLA Ph+).
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 LEUCEMIAS AGUDAS

2.1.1 Definicao e etiologia

As leucemias agudas sdo neoplasias da linhagem hematopoiética que surgem da
expansdo clonal desregulada de células progenitoras linfoides ou mieloides, as quais sdo
bloqueadas em um determinado estagio de maturagio ou diferenciacio celular (BENE, 2005).
Estas patologias sdo causadas por alteragdes genéticas derivadas de rearranjos cromossdmicos
estruturais, aneuploidia ou mutagdes cooperativas em genes que codificam fatores de
transcricdo que regulam o desenvolvimento linfoide, supressores de tumores, proteinas de
progressio do ciclo celular e modificadores epigenéticos MROZEK; HEEREMA;
BLOOMFIELD, 2004; SHIBA, 2023).

A mutagdes levam a transformagao de uma célula normal em uma célula clonal, a qual
perde a capacidade de morrer (apoptose) ou de amadurecer (diferenciagcdo). As células
andmalas passam a se multiplicar infinitamente gerando populagdes de células clonais que nao
sdo capazes de exercer sua fun¢do normal, e infiltram a medula 6ssea (MO), sangue periférico
(SP) ou outros tecidos (por exemplo, linfonodos do mediastino e timo). Os diversos subtipos
genéticos e moleculares gerados se relacionam com as caracteristicas clinicas, morfologicas e
fenotipicas que determinam o comportamento e diferenciagdao celular(BAIN; ESTCOURT,
2013), e que em ultima instancia se relacionam com o progndstico da doenca (SWERDLOW et
al., 2016).

As leucemias agudas podem se originar de células precursoras linfoides B (Leucemia
Linfoblastica Aguda B: LLA-B) ou T (Leucemia Linfoblastica Aguda T: LLA-
T)(GOKBUGET et al., 2024; TERWILLIGER; ABDUL-HAY, 2017), ou ainda de células
precursoras da linhagem mieloide (Leucemia Mieloide Aguda: LMA)(DOHNER et al., 2017).
A morfologia varia pouco entre os tipos de leucemias agudas B e T, sendo mais prevalente os
subtipos L1 e L2. O subtipo L3, com vactolos e citoplasma mais basofilico ocorre
predominantemente na LLA madura, associada a translocacdo (8;14), ou seja, na forma
leucémica do Linfoma de Burkitt.

A figura 1 ilustra o padrdo morfolégico dos subtipos de LLA.
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Figura 1: Morfologia das Leucemias Linfoblasticas Agudas L1, L2 e L3

Fonte: Autor do trabalho. Fotografias de imagens de microscopio dptico (aumento 1000x) de
casos de leucemia linfoblastica aguda L1, L2 e L3.

2.1.2 Epidemiologia

O numero estimado de casos novos de leucemia para o Brasil segundo o Instituto
Nacional do Cancer (INCA) ¢ de 11.540 casos para cada ano no triénio de 2023 a 2025, o que
corresponde a 5,33 casos por 100 mil habitantes. Apesar de relativamente rara, ja que
correspondem a cerca de 2,5% das neoplasias, as leucemias sdo responsaveis por uma alta taxa
de mortalidade/letalidade. Ainda segundo o INCA, em 2020, ocorreram no Brasil 6.738 6bitos
por leucemia (3,18 por 100 mil) (INCA, 2022).

Embora a LLA seja mais comum em criangas, esta representa aproximadamente 20%
das leucemias agudas em adultos (BROWN et al., 2021). A LLA-B representa 75% a 80% dos
casos de LLA, e a LLA-T ocorre em 20% a 25% das leucemias linfoblasticas agudas em adultos
ou criangas. A LLA associada ao cromossoma Philadelphia (LLA Ph+) ¢ observada em 2-5%
dos casos pediatricos e 15-25% dos adultos(FOA; CHIARETTI, 2022). As leucemias mieloides
agudas (LMA) constituem um subgrupo ainda mais heterogéneo da doenga que pode ocorrer

em qualquer idade, mas ¢ mais prevalente em adultos e idosos(SHUMILOV et al., 2018).

2.1.3 Diagnostico Laboratorial das Leucemias Agudas

Assim como o tratamento, os métodos utilizados para diagndstico e as formas de
acompanhamento das neoplasias do sistema hematopoiético tem evoluido rapidamente nos
ultimos anos. A distingdo entre os subtipos de leucemias ¢ realizada classicamente pela
microscopia Optica com o auxilio de técnicas de citoquimica como a pesquisa de
mieloperoxidase (MPO), além da expressao de marcadores fenotipicos individuais que foram
inicialmente avaliados por técnicas microscopicas basicas como a imunofluorescéncia direta

(Béné 2005).
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Desde a década de 1990, porém, a imunofenotipagem por citometria de fluxo tornou-se
uma ferramenta fundamental para o diagnoéstico, classificagdo, estadiamento e monitorizacao
da resposta ao tratamento de doencas hematoldgicas e imunologicas(ROBINSON et al., 2023;
VAN DONGEN; ORFAO, 2012). Isto porque a compreensao detalhada dos padrdes fenotipicos
de diferenciacdo celular permite uma classificacdo mais precisa dos subtipos de leucemia do
que quando se utiliza apenas a morfologia(BAIN; ESTCOURT, 2013; ORFAO et al., 2019).

As classificagdes das leucemias agudas baseadas na diferenciacdo da célula de origem
utilizadas frequentemente sdo limitadas no seu valor prognostico(KULIS et al., 2022). A
citogenética e a genética molecular parecem ser mais especificas para identificar doengas com
prognoéstico e comportamento clinico distinto tanto em LLA(DUFFIELD; MULLIGHAN;
BOROWITZ, 2023), quanto em LMA (DOHNER et al., 2022; JEHA et al., 2021; KIM et al.,
2023Db).

Assim, a Organiza¢do Mundial da Saude (OMS) define os subtipos de leucemia com
base nas aberracdes genéticas especificas, particularmente translocacdes cromossdmicas,
aneuploidias e rearranjos intersticiais que criam genes de fusao(ALAGGIO et al., 2022;
SWERDLOW et al., 2016), classificando os pacientes conforme as alteragdes clonais com

significancia prognostica (CREE, 2022).

2.1.3.1 Classificacao Imunologica das Leucemias Linfoblasticas Agudas

Diferentemente da avaliagdo morfologica padrdo, a imunofenotipagem permite uma
discriminacdo mais confidvel e especifica das células progenitoras normais (hematogdnias)
vistas na recuperagao pos quimioterapia da medula 6ssea, em comparacao com os progenitores
leucémicos andmalos (linfoblastos) que representam a persisténcia da doenca(COUSTAN-
SMITH et al., 2011). Esta técnica utiliza a estratégia de comparagdo da maturacao normal das
cé¢lulas hematopoiéticas com fendtipos caracteristicamente andmalos (ORFAO et al., 2019;
OUYANG et al., 2019).

O conhecimento da hematopoese normal e dos padroes de expressdo antigénica dos
diversos marcadores celulares permite a diferencia¢do entre células normais versus as células
patologicas. Os precursores normais dos linfocitos, também conhecidos como hematogdnias,
passam por um processo natural de maturagao caracterizado por modificagdes sequenciais na
expressao de antigenos celulares. No entanto, em casos de neoplasia, esses padroes normais sao
interrompidos, resultando em perfis fenotipicos distintos daqueles observados na medula 6ssea

saudavel (ORFAO et al., 2019).
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Baseado nestes perfis, a classificagdo das leucemias agudas, estabelecida pelo grupo
EGIL em 1999 (Béné, 2005; Duffield et al., 2023), categoriza a LLA-B em quatro estagios de
diferencia¢do com base na expressdo de marcadores de maturidade nas células avaliadas por
citometria de fluxo: LLA pr6-B (BI), LLA-B comum (BII), LLA pré-B (BIII) e LLA-B madura
(BIV).

No caso da LLA-T, a classificacdo subdivide a doenca considerando a expressao dos
marcadores CD3 citoplasmatico e de membrana, CD7. Outros marcadores de superficie, como
CDla, CD2, CD3, CD4, CDS5 e CDS8 e os receptores de TCR off ou Y6 podem ser expressos em
intensidades variaveis. A classificagdo em pro-T (TI), pré-T (TII), T cortical (TIII) e T madura
(TIV) no subtipo LLA-T ¢ baseada nesses marcadores. Um subtipo especifico, a LLA-T
precursora (Early T-Precursor — ETP), caracteriza-se pela expressao fraca ou ausente de CD5,
acompanhada da presenca de pelo menos um marcador mieloide, como CD34, CD117, CD65
ou CD1l1c (Swerdlow et al., 2016). A ETP apresenta um progndstico bastante sombrio, sendo
considerada de alto risco na maioria dos protocolos avaliados(Wood et al. 2023).

As leucemias agudas de fenotipo misto (do inglés mixed phenotype leucemia, MPAL)
sdo caracterizadas pela expressdo de marcadores de linhagens distintas, sendo definida pela
presencga simultanea de mieloperoxidase e forte expressdo de CD79a/CD19 (B/Mieloide) ou
mieloperoxidase citoplasmatica e CD3 (T/Mieloide) na mesma célula neoplésica

(SWERDLOW et al., 2016).

2.1.3.2 Alteracdes citogenéticas de valor prognostico na LLA-B

As anormalidades citogenéticas favoraveis (baixo risco) associadas a LLA de
precursores B sdo a hiperdiploidia (presenca de mais de 50 cromossomos) e a translocagao
t(12:21) com expressao do transcrito ETV6::RUNXI, além das mutacdes nos genes DUX4 e
PAXS. A hiperdiploidia parece aumentar a sensibilidade dos blastos a quimioterapia, levando a
apoptose quando acumulam altas doses de metotrexato(QIU et al., 2021). Em contraste, a
translocacao t(1;19) / fusdo E2A4::PBXI, que se caracteriza por expressar a cadeia pesada da
imunoglobulina citoplasmatica (cylgM) além do CD10, e parece ter um progndstico ruim com
dose convencional de quimioterapia. Entretanto, foram observados excelentes resultados
quando utilizados esquemas agressivos de quimioterapia, com sobrevida livre de eventos maior
que 90% em varios estudos(HUNGER; MULLIGHAN, 2015).

As leucemias linfoblésticas agudas pr6-B (BI) sdo caracterizadas pela perda de

expressao de CD10 e CD20, expressdao andmala de CD15 e ganho da proteina 7.1 (Ng2),
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representam cerca de 5% dos casos de LLA pediatrica. Este subtipo esta associado a presenca
da translocacao t(4;11), que leva a fusdo MLL::AF4 ou KMT2A::AF4, e ¢ indicativa de muito
pior diagndstico em criangas abaixo de 1 ano, comparando com as acima de 1 ano de idade
(MEYER et al., 2018; POPOV et al., 2023a). Pacientes adultos com alterac¢des relacionadas ao
KMT2A também se caracterizam por altissimo risco se nao forem submetidos ao transplante de
células-troncoMEYER et al., 2023).

Para além desses subtipos classicos mais frequentes, a introdugdo de técnicas avancadas
de sequenciamento de DNA permitiu a identificagdo de novas alteracdes genéticas como
IKZF1, ZNF384 e PAX5. Esta técnica tem proporcionado a expansdo da aplicabilidade da
genética molecular nessa patologial(ALGHANDOUR; SAKR; SHAABAN, 2023;
HIRABAYASHI et al., 2017). O termo LLA “"Philadelphia-like” ou "BCR::ABL-like” (LLA Ph-
like) foi introduzido para descrever um subtipo de LLA que apresenta diferentes alteracdes
moleculares, como dele¢des no gene IKARUS e rearranjos entre o gene CRLF?2 e proteinas
quinase, como JAK2 e ALK. Embora ndo expresse o gene de fusdo BCR::ABL, a LLA Ph-like
comporta-se de forma semelhante aos verdadeiros casos positivos para BCR::ABLI1, sendo que
a maioria dos casos esta associada a uma elevada contagem de gldbulos brancos ao diagnostico,
a presenca de DRM detectada apds a terapéutica de indugdo e a uma alta taxa de
recaida(TASIAN; LOH; HUNGER, 2017).

A Tabela 1 mostra as anormalidades genéticas estruturais mais frequentes em LLA-B e

as caracteristicas fenotipica associadas.
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Tabela 1: Anormalidades genéticas estruturais e caracteristicas fenotipicas mais comuns em LLA-B

Transcrito

Funcao

Especificidades

Fenotipo associado*

Baixo risco

t(12;21)(q21;923) ou
ETV6::RUNXI (antiga

Regulacdo da transcricao

e fosforilacao

LLA de baixo risco em

criangas, responde bem a

Pré-B comum CD10++

com CD73+ e CD304+

TEL::AMLI) asparaginase eventual; auséncia de
CD9, CD20 e CD66c.
Alta hiperdiploidia iAMP21 comum Baixo risco pois Pré-B comum CD10++ e

trissomias do 4, 11, 8

responde bem a altas

CD123+

etc. doses de metotrexate.
Risco intermediario
t(1;19)(q23;p13) ou Fator de transcrigao LLA risco intermediario ~ Pré-B CD10+ e cylgM+;
E2A::PBXI ou em criangas, responde CDO9++ e CD34++ fortes,
TCF3::PBX1 bem a doses altas de e negativos para CD73 e
quimioterapia CD304
Alto risco
t(4;11)(q21;q23) ou Regulagdo da transcricdo  LLA altissimo risco em Pr6-B com CD10 e
MLL::AF4 ou KMT2A celular criancas menores de um CD20; negativos, CD15+
ano; possibilidade de e Ng2+; CD66¢c+
switch para linhagem
monocitoide.
t(9;22)(q34:q11) ou Atividade tirosina Alto risco, comum em Pré-B comum CD10+

BCR::ABLI ela2/p190
ou el3-el4a2/p210

quinase dependente de

ciclina

adultos, frequente
associagdo do p190 com

LMC-CB

com expressdo anomala
variavel de CD25,
CD66¢, CD304, CD123
e CD73

Hipodiploidia: Varias Desregula apoptose Delecdes ¢ mutagdes em  Pré-B
delecdes em uma unica vias de mal prognostico
célula como proto-oncogenes

(p53,pl6)
IKZFI delecoes / fusdes  DelecOes em vias de Atividade tirosina- CRLF+
CRLF?2: Virias quinase (ABL e JAK) e quinase ABL ou JAK,

mutacoes e delecoes
como cromossoma 14,

7, 22, etc.

transloca¢do com CRLF2

com pior resposta a
quimioterapia
convencional. Prevalente

em adultos

Legenda: * Marcadores variaveis nos diversos estudos. Fonte: da Autora.
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2.1.3.3 Leucemias Linfoblasticas Agudas Philadelphia Positivo

As LLA positivas para o gene BCR.::ABL1, conhecido como cromossoma “Philadelphia”
(LLA Ph"), sdo consideradas leucemias de altissimo risco (KIM et al., 2023b). Entretanto, a
introducdo dos inibidores de tirosina-quinase (TKI) como terapia alvo modificou essa
perspectiva (FOA; CHIARETTI, 2022). Em criangas as LLA Ph+ foram reclassificadas
recentemente como doengas de risco intermediario(JEHA et al., 2021), e em adultos os
esquemas livres de quimioterapia em adultos estdo sendo testados com 6timo resultado(VAN
DER SLUIS et al., 2023).

A maioria das quebras gendmicas associadas ao cromossoma Philadelphia ocorre em
duas regides do BCR - Major e Minor - levando as proteinas de fusdo p210 (el13a2 ou el4a2) e
p190 (ela2), respectivamente. Esta diferenca parece estar associada a diferenciagao biologica
entre as LLA Ph+ “de novo™ e a crise blastica de Leucemia Mieloide Cronica (LMC-CB).
Ambas, no entanto parecem estar associadas ao subtipo fenotipico LLA-B comum, com CD10+
forte.

Um estudo recente de perfil molecular identificou trés subtipos transcriptomicos
distintos na LLA-B BCR::ABLI-positiva, cada um representando um bloqueio maturacional em
um estagio da diferenciacdo dos progenitores B, com eventos gendmicos especificos em cada
ponto de transicdo no desenvolvimento das células B. Os bloqueios mais precoces foram
associados a plasticidade de linhagem, refratariedade ao tratamento e piores desfechos clinicos,
enquanto os bloqueios tardios foram correlacionados a fidelidade de linhagem, remissdes

duradouras e melhor prognoéstico (KIM et al., 2023a; SHI et al., 2022).

30



2.2 TRATAMENTO DAS LEUCEMIAS AGUDAS E FATORES DE RICO

2.2.1 Tratamento das Leucemias Agudas

As leucemias agudas sdo geralmente tratadas de forma intensiva com protocolos que
incorporaram a terapéutica adaptada ao risco biologico (PUI; EVANS, 2013; ZLOTNICKI,;
HASTINGS, 2023), nos quais o transplante alogénico pode ser utilizado como consolidagado
nos pacientes de alto risco (PAVLU et al., 2019a; ROCHA et al., 2021). No entanto, a ampla
aplicacdo do TCTH ¢ limitada pela alta incidéncia de mortalidade relacionada ao tratamento
(chegando a 40%) e pelas elevadas taxas de doenca do enxerto contra o hospedeiro aguda e
cronica (GYURKOCZA; REZVANI; STORB, 2010; SIMIONE et al., 2023).

Os protocolos quimioterapicos adaptados ao risco utilizam uma abordagem

personalizada, em que fatores prognosticos relacionados ao paciente, como idade e

performance, e relacionados a doenca, como caracteristicas genético-moleculares e

relacionados ao tratamento, sdo utilizados para estimar o risco de recidiva individual e ajustar

a intensidade do tratamento (BADER et al., 2019).

Esses protocolos incorporam caracteristicas dinamicas da doenca, como a velocidade
de resposta aos agentes quimioterapicos, como a medida da presenga de blastos no sangue
periférico no oitavo dia (D8) e na medula ¢ssea no 15° dia da indugdo. Esta estratégia permite
a alocagdo dos pacientes nos diferentes esquemas de quimioterapia, principalmente no caso dos
pacientes pediatricos (DWORZAK et al., 2018; ROCHA et al., 2019; VAN DER SLUIS et al.,
2023).

O refinamento da avaliagdo medular com técnicas muito sensiveis, que evidenciam a
presenca de células patologicas que nao sdao detectados por morfologia convencional, ou seja,
a DRM, tem sido incluida como fator de risco em todos os cenarios das leucemias agudas. De
fato, como a maioria dos pacientes alcanca remissdo morfoldgica completa apds a terapia de
inducdo, a avaliacdo dinamica da persisténcia de c€lulas leucémicas residuais ao longo do
tratamento tornou-se um pilar fundamental na gestdo da LLA (GAO et al., 2023; VAN
DONGEN et al., 2015).

A Tabela 2 sumariza os fatores de risco prognosticos na LLA.
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Tabela 2: Fatores de risco prognésticos e preditivos na LLA

Fatores Fatores de risco Anotagoes
Relacionados ao paciente
Idade Criangas (1-10 anos versus <1 ano) Hekk
Adolescentes e adultos jovens (até 30 anos) versus
criangas
Adultos (>30 anos) versus idosos (>60 anos) *
Performance (ECOG) >1 *
Relacionados a doenca
Leucocitose ao diagnéstico >30 (LLA-B), >100 (LLA-T) o
Imunofenétipo Pro-B, Pre-T, Early-T ¢ T-Madura *%
Citogenética e Hibridizacao  t(9;22); t(4;11); hipodiploidia e cariétipo complexo; wk
in situ (FISH) KMT2Ar
Genética molecular Ph-like, mutagdes CLRF2/TP53/JAK-STAT o
Misceldnea Envolvimento SNC Hx
Atrasos e falhas no tratamento *
Farmacogendmica wox
Microambiente da medula 6ssea wx
Relacionados ao tratamento
Sensibilidade ao corticoide Mais de 1.000 blastos no sangue periférico D8 &
(pré-fase)
Clearence precoce dos D8-D15 ou final da indug@o > 5% blastos *x
blastos (medula 6ssea D15)
Tempo para resposta >1 ciclo (mau respondedor) o
completa (nimero de ciclos)
DRM (molecular ou DRM positiva no inicio da indugdo (D15) ok
wak

citometria de fluxo)

DRM >0,1% ou >0,01% fim da inducdo (D33-D42)

>=0,01% apds consolidacdo ou pré-TCTH

>0.01% pos-TCTH

Legenda: * Dado retrospectivo; ** Fatores prognosticos variaveis nos estudos; *** Fatores prognosticos independentes; & Relevancia historica,
ocasionalmente considerado. Fonte: da Autora, adaptado de Gao 2023.
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2.2.2 Fatores de Risco das Leucemias Agudas

A diversidade na evolugdo dos pacientes com leucemias agudas tem sido atribuida a
resisténcia as drogas utilizadas ou ao comprometimento de células que possuem anormalidades
genéticas especificas (Jeha et al., 2021; Terwilliger & Abdul-Hay, 2017). Além disso, as
diferencas bioldgicas entre criangas e adultos, por exemplo, parecem ter grande importancia na
evolucdo clinica e progndstico (PLASSCHAERT et al., 2004; PUI et al., 2011). Fatores
relacionados ao tipo de protocolo utilizado ou até adesdo ao protocolo sem falhas ou
intolerancia (GOKBUGET et al., 2024) também podem influenciar o prognéstico dos pacientes.

Na pratica, todos os fatores prognosticos avaliados em pacientes com leucemias agudas
estdo inter-relacionados, como ilustrado na Figura 2. Na LLA-B, por exemplo, a presenca de
DRM apés a terapia de inducao estd frequentemente associada a anomalias citogenéticas de

mau prognostico, como os rearranjos BCR::ABLI e KMT2A (JEHA et al., 2021).

Figura 2: Fatores que podem influenciar a detec¢io da Doenca Residual Minima
/ Mensuravel nas Leucemias Agudas.

Técnica de
Protocolo de
Qulmloterapla pesquisa de DRM

Caracteristicas Sensibilidade
do Pac|ente as Drogas

Microambiente
da Medula
Ossea

Biologia
da Doenga

Doenca Residual
Minima

Fonte: Autor do trabalho. Descrigao: Imagem criada com BioRender, demonstrando os diversos
fatores que podem influenciar a detecgdo da Doenga Residual Minima nas leucemias agudas apos um
tratamento quimioterapico.
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2.2.3 Incorporacio da DRM nos protocolos de tratamento

Nas leucemias agudas a avaliacdo de DRM ¢ considerada um poderoso “biomarcador”
da presenga de doenca, tendo aplicacdo na definicdo de progndstico, estratificacdo de risco,
intensificacdo de tratamento, indicacdo de transplante e no seguimento clinico (BASSAN et al.,
2019; BERRY et al., 2017; BUCKLEY et al., 2017; SHEN et al., 2018; SHORT et al., 2020).

Um estudo retrospectivo do St Jude demonstrou que a sobrevida em cinco anos na
populagdo pediatrica aumentou de 21% na década de 1960 para 94% em 2017 com a
incorporagdo dos fatores de risco nos protocolos de tratamento (INABA; MULLIGHAN, 2020).
Nos pacientes adultos, no entanto, apesar da inclusdo de novas drogas e da incorporagao de
protocolos com quimioterapia intensiva inspirados nos modelos pediatricos, a taxa de sobrevida
tem permanecido entre 65% e 80% (LARSON et al., 1998; THOMAS et al., 2004).

Potter ¢ colaboradores utilizaram o termo Doen¢a Residual Minima como uma
condi¢do que ocorre em um nivel subclinico, ndo sendo detectavel por métodos convencionais
de avaliacdo. Esse grupo estabeleceu uma correlagdo entre a presenca de DRM e desfechos
clinicos, como o risco de recidivas futuras. Em um estudo retrospectivo envolvendo 14 criangas
com LLA-B, a DRM foi avaliada no dia 28, na semana 12 e/ou na semana 20, ¢ ao final do
tratamento, por meio da amplificagdo por PCR da regido da cadeia pesada da imunoglobulina
(IGH). Dentre as 14 criangas, sete atingiram remissao clinica/morfoldgica completa, enquanto
as outras sete apresentaram recaida. As amostras de medula 6ssea de todos os pacientes foram
positivas para DRM no dia 28. No entanto, nos pacientes que permaneceram em remissao, a
DRM tornou-se indetectavel ao final do tratamento, ao passo que, nos pacientes que sofreram
recaida, os niveis de DRM permaneceram detectaveis (POTTER; STEWARD; OAKHILL,
1993).

J& na década de 1990 a analise da DRM para avaliacdo da resposta aos tratamentos
instituidos foi incluida nos protocolos pediatricos pelo grupo alemdao BFM (Berlin-Frankfurt-
Munich), tanto em pacientes com LLA recém diagnosticada - ALL-BFM 86 (REITER et al.,
1994), ALL-BFM 2000 (LAUTEN et al., 2012) e ALL-BFM 2009 (CAMPBELL et al., 2023),
quanto em LLA recaida ou refrataria, nos protocolos ALL-REZ BFM 2002e IntReALL
2010(BADER et al., 2009). Nestes protocolos de tratamento a DRM era medida pela
quantificagdo do rearranjo Ig/TCR por técnicas moleculares (VAN DER VELDEN et al., 2007)
nos momentos pos inducao (D33, D78), pos consolidacdo (semana 12) ou nas suspeitas de

recaida.
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A citometria de fluxo como estratégia de pesquisa de DRM vem sendo utilizada desde
o inicio dos anos 2000 por diversos grupos de pesquisa internacionais (CIUDAD et al., 1999;
COUSTAN-SMITH et al., 2002a; COUSTAN-SMITH; CAMPANA, 2010; CZUCZMAN et
al., 1999; LUCIO et al., 2001; NEALE et al., 2004), porém s6 foi integrada ao protocolo BFM
2009 (LAUTEN et al., 2012) no D15 e nas suspeitas de recaida apds o ano 2010(DWORZAK
et al., 2018). O uso da citometria de fluxo foi mais precoce nos estudos americanos como do
grupo Cancer and Oncology Group (COG) (DAVIES et al., 2008) e do hospital Saint Jude j& a
partir do ano de 2008 (PUI et al., 2010). Apenas a partir de 2017, o grupo EuroFlow™ propds
uma estratégia inovadora para a pesquisa de DRM por citometria de fluxo de alta sensibilidade
utilizando um protocolo de 8 cores altamente sensivel para DRM de LLA-B. Outros grupos
também iniciaram pesquisas com painéis de 8, 10 e 12 cores tanto nas leucemias linfoides

(JAFARI et al., 2018; SINGH et al., 2022) quanto mieloides (HEUSER et al., 2021) .

2.2.4 Momentos para monitoramento da DRM nas Leucemias agudas

O monitoramento da DRM ¢ geralmente realizado em momentos diferentes durante a
terapéutica das leucemias agudas (ROSSI et al., 2015; RYAN et al., 2009), com especificidades
e interpretagdes diferentes, que sdo dissecadas a seguir.

A DRM detectada apés quimioterapia de inducdo ¢ altamente preditiva de recaida em

doentes tratados para LLA (BOROWITZ et al., 2008, 2022; CAVEetal., 1998), principalmente

quando detectada ao final da terapia de indugdo de remissdo (BASSAN et al., 2014;
COUSTAN-SMITH et al., 2002a; DWORZAK et al., 2002; GAIPA et al., 2013; PUI et al.,
2004; RAFF et al., 2007; VOLEJNIKOVA et al., 2011). No contexto pediatrico, os pontos
temporais iniciais (por exemplo, sangue periférico no dia 8 ou medula 6ssea no dia 15) sdo
frequentemente avaliados e podem orientar a terapéutica(LAUTEN et al., 2012; PUI et al.,
2004; REITER et al., 1994).

A DRM no final da inducao também ¢ normalmente avaliada nos protocolos pediatricos

e adultos, muitas vezes no dia 29 da terapéutica de indu¢ao (BOROWITZ et al., 2015, 2022),

sendo preferida amostra de medula 6ssea devido a sua maior sensibilidade (1-3 logs) em

comparagdo com o sangue (COUSTAN-SMITH et al., 2002b).

Independentemente do método utilizado, varios estudos estabeleceram a importancia
prognostica da pesquisa de DRM apds a indug@o na LLA, tanto na populagdo pediatrica como
na adulta. Observa-se que o risco de recaida das leucemias agudas ¢ geralmente proporcional

ao nivel da DRM (BOROWITZ et al., 2015; SCHULTZ et al., 2007). Uma meta-analise avaliou
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13.637 pacientes em 39 publicagdes, sendo 20 estudos na populagdo pediatrica (11.249
pacientes), 16 em adultos (2076 pacientes), e 3 estudos mistos (312 pacientes), confirmando a
associacdo da presenga de DRM positiva apos a indugdo com menor sobrevida e sobrevida livre
de doenca, tanto em populagdes adultas quanto pedidtricas (BERRY et al., 2017). Nao
surpreendentemente, a técnica de pesquisa de DRM nao foi significativamente diferente para o
desfecho, confirmando que tanto a analise por biologia molecular quanto a pesquisa de células
com imunofendtipo aberrante podem ser utilizadas para identificagdo de blastos em pacientes

com LLA de precursores B ou T (BERRY et al., 2017).

Embora a DRM pés-indugdo tenha maior implicagdo prognostica, o nivel de DRM

presente em ambos os momentos (pds-inducao ou pds consolidagdo) pode ser utilizado para a

estratificacao do risco e para a intensificagao ou reducao da terapéutica, uma vez que ambos os
dados tém apresentado significado prognostico (POPOV et al., 2023b).

Na populacao adulta a DRM ¢ frequentemente avaliada apds a consolidagdo, podendo

ser realizada uma monitorizagdo de rotina com intervalos de cerca de 3 meses durante um
periodo de 3 a 5 anos (LARSON et al., 1998; POPOV et al., 2023b). Neste contexto, o

aparecimento de DRM na manutencao da terapia pode ser um indicador precoce de recidiva da

doenca e identificar os doentes que irdo beneficiar de terapéuticas adicionais, que podem incluir
terapéuticas dirigidas ou transplante(BASSAN et al., 2012).E importante salientar que, apesar
de atingirem uma resposta completa com quimioterapia de inducdo e consolidagdo, cerca de
30-58% dos pacientes adultos ndo atingirdo uma DRM negativa e poderdo recidivar
posteriormente.

A DRM persistente ou recidiva da doenca apos obtengdo de DRM negativa sdo
indicadores de risco alto de recidiva e menor sobrevida global(KROGER et al., 2010;
MEJSTRIKOVA et al., 2017; ROTHENBERG-THURLEY et al., 2018; SZCZEPARNSKI et
al., 2002).

2.2.5 DRM no contexto do Transplante de Células -Tronco Hematopoieticas

A presenca de DRM detectada imediatamente antes do transplante € reconhecida como

um fator de risco adverso independente em varios estudos (BADER et al., 2019; SHAH et al.,
2014; WANG et al., 2020), e ja consolidado em uma meta-analise que incluiu pacientes adultos
e criancas (BUCKLEY et al., 2017), tanto na LLA (P. Bader et al. 2002; Balduzzi et al. 2014;
Pavlu et al. 2019; Bar et al. 2014) como na LMA (GETTA et al., 2017; LOKE et al., 2021;

SROUR et al., 2019).
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Viérios trabalhos mostram que tanto a DRM quanto o estado avangado da doenca no
momento do transplante (CR2 ou mais) tém sido associados a maior risco de recidiva e
morte(KONOVA etal., 2019; WALTER et al., 2013; ZHANG et al., 2016). Ap6s ajuste para o
estado clinico, a DRM negativa antes do procedimento permanece significativamente associada
a uma melhor sobrevida, principalmente na LLA. A interpretacdo prognodstica deste dado,
porém, ¢ complexa. Pacientes com DRM positiva ou doenga ativa, por exemplo, devem ser
considerados para receber um TCTH, uma vez que o efeito enxerto-contra-leucemia pode, em
alguns casos, neutralizar a presenga de DRM antes do transplante (ZEISER; BLAZAR, 2017).

Uma resposta inadequada no nivel de DRM em LLA ¢ um fator de risco comumente
aceito para recidiva e, portanto, tem sido utilizado como indicagdo para TCTH alogénico
(BADER et al., 2002; ROCHA et al., 2021; YAFOUR et al., 2023). Da mesma forma,
evidéncias sugerem que a DRM detectada por citometria de fluxo ou técnicas moleculares pode
ser usada para estratificacao de risco em LMA no momento do TCTH (AL HAMED et al.,
2022; HEUSER et al., 2021; THOL et al., 2018). Em LMA refratiria o uso sequencial de
quimioterapia seguido de TCTH tem sido testado em estudos de vida real, e apenas a
intensidade do condicionamento e a positividade da DRM pré transplante foram significativas
para sobrevida (MEUR et al., 2023).

O nivel percentual de doenga presente antes do procedimento parece estar associado ao
prognostico (BADER et al., 2019). Um estudo multicéntrico confirmou a observagdo de que a
DRM detectada acima de 0,01% foi preditiva de recaida, mas os autores também notaram que
os doentes com DRM indetectavel tiveram resultados semelhantes aos dos doentes com baixos
niveis de DRM pré-transplante (<0,001%). A dete¢do de niveis mais elevados de DRM em
pacientes pediatricos com LLA antes do transplante pode desencadear intervengdes terapéuticas
adicionais, com o objetivo de se tornar a DRM negativa (<0,01%). Este mesmo estudo mostrou
que o aparecimento de DRM pds-transplante ¢ um indicador de mau prognostico com maior
significado clinico at¢ do que a DRM detectada antes do transplante(BADER et al., 2019;
MERLI et al., 2021).

O aparecimento de células residuais apds o transplante (DRM poés-transplante) também

parece ser informativa para a previsdo de recaida eminente em LLA (BADER et al., 2015;
ZHAO et al., 2018) e LMA (DIEZ-CAMPELO et al, 2009; KIM et al., 2018;
KLYUCHNIKOV et al., 2022). A DRM pos-transplante tem sido utilizada para individualizar
estratégias de tratamento(MUFFLY, 2020) tais como a redu¢do precoce da imunossupressao,

numa tentativa de aumentar os efeitos da doenca do enxerto contra a leucemia (DECL) (DIEZ-
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CAMPELO et al., 2009; SHAH et al., 2014; SUN et al., 2019), administragdo de infusao de
linfocitos e preparo para novo transplante (DIEZ-CAMPELO et al., 2009).

Apesar de todos estes esforcos, ndo hd um consenso definitivo sobre o0 momento ideal
para avaliar a DRM ap6s o TCTH. A avaliacdo da DRM nos primeiros 100 dias pode fornecer
informacdes sobre a resposta inicial ao transplante e identificar pacientes com risco aumentado
de recidiva precoce. Ja a avaliacdo posterior parece ser crucial para determinar a eficacia do
procedimento.

A Figura 3 ilustra a cinética da avaliagdo da DRM antes e depois do transplante de

células-tronco hematopoiética nos casos de leucemias agudas.

Figura 3: Cinética da DRM antes e apos o Transplante de Células-Tronco
Hematopoiéticas.

MRD Kinetics before and after BMT

Ch;ﬂﬁé?iir: RY HSCT IS, DLI, new Graft versus
consolidation conditioning drugs Leukemia effect

8- -

Leukemia
Diagnostic Ereztath | MRD30 | MRD100 MRD360

MRD neg and MRD neg and MRD neg and MRD neg and
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. Leukemia cell l l l l )
Decision on Relapse risk Modifying IS Use of preemptive
. Patient cell transplant stratifiction therapy

Donnor cell

Fonte: Autor do trabalho. Descricdo: Imagem criada com BioRender, com objetivo de demonstrar a
cinética de evolucdo da Doenca Residual Mensuravel avaliada antes e apos o Transplante de Células-Tronco
Hematopoiética e possiveis intervengdes realizadas em cada fase.
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2.3

DOENCA RESIDUAL MINIMA - ASPECTOS TECNICOS

2.3.1 Definicao e Sensibilidade

A "Doenga Residual Minima™ ou "Doenca Residual Mensuravel” (DRM) em leucemias

agudas ¢ definida como presenca de doencga persistente pds-terapia detectada quando se utiliza

métodos que sdo simultaneamente mais sensiveis e mais especificos do que a avaliagdo

morfolégica(Fuda & Chen, 2018). Enquanto os métodos morfologicos padrdo sdo capazes de

detectar populagdes leucémicas com uma sensibilidade de 5% de células anormais, a DRM

permite atingir niveis de sensibilidade de 10 a 10 (0,01% a 0,0001%) de células anormais,

dependendo do método empregado (Jacques J.M. Van Dongen et al. 2015; Gao et al. 2023;
Tembhare et al. 2020; Arumugam et al. 2022).

Os métodos disponiveis para a deteccdo de DRM em leucemias agudas na pratica clinica

sdo estdo ilustrados na Figura 4:

L.

II.

I11.

Reacido em cadeia da polimerase (PCR) das regides de rearranjo clonal dos genes do
rearranjo das imunoglobulinas (IgH), leucemias B derivadas(DARZENTAS et al.,
2023; KAVESH et al., 2020), ou do receptor de células T (TCR) nas leucemias T
derivadas(WILLEMSE et al., 2002; WOQOD et al., 2023),
Deteccao dos transcritos quiméricos (RNA mensageiro - mRNA) resultantes de
translocagcdes cromossOmicas através de reacdo em cadeia da polimerase apoés
transcriciao reversa quantitativa (RQ-PCR) para translocagdes recorrentes, como o
BCR::ABLI(BASSAN et al., 2014; JONES et al., 2008a; LUTHRA; MEDEIROS,
2006; ZHANG et al., 2016; ZHAO et al., 2018; ZUNA et al., 2022);
Sequenciamento de nova gerac¢ao (NGS) ¢ um método que detecta com maior
especificidade os marcadores moleculares nas leucemias agudas(Svaton et al. 2023).
IV. Imunofenotipagem por Citometria de Fluxo Multiparamétrica
(CFM) das células neoplasicas utiliza combinagdes especificas de anticorpos
monoclonais para detec¢do do clone leucémico (P. Theunissen, Mejstrikova, Sedek,

Van Der Sluijs-Gelling, Gaipa, Bartels, Sobral da Costa, et al. 2017).
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Figura 4: Métodos para deteccio da Doenca Residual Minima / Mensuravel nas
Leucemias Agudas.
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Fonte: Autor do trabalho, inspirado em Van Dogen et al., 2015. Descri¢ao: Imagem criada com BioRender, com
demonstrando os métodos utilizados para pesquisa de DRM nas doengas hematologicas.

A sensibilidade da deteccdo da DRM varia conforme o método utilizado. Os limites
inferiores de quantificagao (LIQ) e de detec¢ao (LID) dependem do numero de eventos
celulares viaveis adquiridos ou da quantidade de material genético analisado na amostra. Esses
limites sdo definidos por equagdes que consideram o niimero de células viaveis avaliadas em
cada tubo. Quanto maior o numero de células ou material genético analisado, maior a
sensibilidade do teste (Fuda & Chen, 2018).

Embora a DRM seja uma medida direta da carga da doenga e da resposta ao tratamento,
em alguns casos, como na LLA, podem existir santudrios para essas células neopldsicas, como
os testiculos e o sistema nervoso central (SNC), que podem ndo ter sido adequadamente
avaliados. Além disso, a auséncia de DRM detectavel por qualquer método nao ¢ sinénimo de
cura, pois a sensibilidade varia, e pequenas quantidades de células leucémicas abaixo do limite
de deteccao podem persistir e escapar a resposta imunologica, contribuindo para uma possivel

recaida. Uma vez que nenhum ensaio ¢ absolutamente perfeito, a escolha do método de detec¢ao
da DRM deve considerar o conhecimento técnico do centro de referéncia e a viabilidade de

implementagdo das diferentes tecnologias disponiveis.
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2.3.2 Comparacio entre os métodos

Os métodos classicos baseados em PCR tém como vantagem sua alta sensibilidade (10
4 a 10 e padronizacio(DARZENTAS et al.,, 2023; KAVESH et al., 2020). Entretanto,
limitagcdes como o alto custo, complexidade técnica, possibilidade de falso-negativos devido a
rearranjos secundarios e risco de contaminagdo cruzada limitam a utilizagdo deste método
(Cross et al., 2023; Szczeparnski et al., 2002).

A pesquisa de rearranjos clonais dos genes da imunoglobulina ou TCR (Ig/TCR) requer
frequentemente acesso a uma amostra de diagnostico para documentar um marcador clonal e
demoram um longo tempo (dias a semanas) para ter o resultado (LI et al., 2023; SVATON et
al., 2023; VAN DONGEN et al., 2015), sendo sua aplicacao limitada a centros especializados
devido a necessidade de conhecimento técnico e instrumentacgdo especifica.

A deteccdo de transcritos de fusdo permite a identificacdo sensivel e especifica de
blastos, possibilitando intervencdes terapéuticas oportunas (JONES et al., 2008b; ZUNA et al.,
2022). A reagdo em cadeia da polimerase apos transcri¢do reversa (RT-PCR) ¢ amplamente
utilizada para detectar e quantificar transcritos quiméricos de translocagdes citogenéticas
associadas a leucemogénese, como o gene BCR::ABLI na LLA ou o gene PML-RARA nas
leucemias promielociticas agudas (ALGHANDOUR; SAKR; SHAABAN, 2023; BASSAN et al.,
2014; JONES et al., 2008a; LUTHRA; MEDEIROS, 2006; ZHANG et al., 2016; ZHAO et al., 2018;
ZUNA et al., 2022).

Em pacientes com LLA Ph+, por exemplo, os transcritos encontrados sdo especificos
da doenca (Raff et al., 2007), porém sua aplicabilidade clinica ¢ limitada, sendo detectados em
apenas 50% dos casos (VAN DONGEN et al., 1999). Apesar da alta sensibilidade, a detecgdo
de transcritos de fusdo pode gerar resultados falso-negativos devido a formagao de rearranjos
secundarios e ao risco de contaminacéo cruzada(CROSS et al., 2023; SZCZEPARNSKI et al.,
2002). Embora a quantifica¢do de transcritos BCR::ABLI seja o padrdo na LLA Philadelphia-
positiva (LLA Ph+), a citometria de fluxo multiparamétrica (CFM) ¢ amplamente utilizada para

pesquisa de DRM nos outros subtipos genéticos-moleculares.

O sequenciamento de proxima geragdo (next generation sequency - NGS) do IgH/TCR
foi introduzido recentemente para a deteccdo de DRM nas leucemias agudas (LI et al., 2023;
SVATON et al., 2023). Estudos sugerem que essa abordagem molecular avangada poderia
melhorar a estratificagdo de risco em criangas com LLA tratadas por protocolos adaptados ao
risco (Svaton et al. 2023). Apesar de suas vantagens, o NGS enfrenta desafios como

complexidade técnica, falta de validacdo para DRM, necessidade de bibliotecas genéticas
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abrangentes e, no Brasil, limitag¢des relacionadas ao custo e a disponibilidade (DA ROSA et al.,

2023; IKOMA-COLTURATO et al., 2023).

A Tabela 3 apresenta um resumo das principais metodologias atuais para pesquisa de

DRM em leucemias agudas, incluindo suas caracteristicas, sensibilidade, aplicabilidade,

vantagens e desvantagens.

Tabela 3: Comparac¢ao das metodologias de pesquisa de DRM para leucemias agudas

RT-PCR
Técnica DRM RQ-PCR transcritos de NGS Citometria de Fluxo
IgH/TCR fusi
usao
3-4 cores: 1073-107*
SENSIBILIDADE 104-10°° 104-107¢ 104-107¢ 6-8 cores: 10™*
8-10 cores: 1074-107°
LLA-B: 95% LLA-B: 25-40% ) 0 ) o
APLICABILIDADE LLA-T: 90-95% LLA-T: 10-15% LLA: 90-95% LLA:>90%
LMA: 40% LMA: 65% LMA: 80%
Alta sensibilidade
Nao depende do Rapida e
primer do relativamente facil
VANTAGENS Padronizada Relat1vam?nte facil d1agnpstlco Andlise a r.uvel ce1u~1ar
Sensivel Potencial para Guarda a informagao
identificar de todas as
hematopoiese populacdes celulares
clonal
Caro e demorado Sensibilidade
Demorada, cara e ., Bioinformatica variavel, aumentando
. Aplicavel apenas a
laboriosa complexa comousode8all
Requer amostra do subgrupos Padronizagao cores
DESVANTAGENS o especificos. . .
diagndstico e . limitada Mudangas de fendtipo
A Risco de o a
experiéncia do contaminacio Dificil Requer experiéncia
laboratorio ¢ discriminagdo do do analista
background normal
Fonte: da autora, adaptado de Van Dongen et al. 2015.
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2.3.3 Citometria de Fluxo de Alta Sensibilidade

Comparada aos métodos moleculares, a citometria de fluxo convencional apresenta
vantagens, como rapidez na obtencao de resultados, menor custo, ampla aplicabilidade clinica
(>90% dos casos) e dispensabilidade de uma amostra de diagnostico prévio para comparagao.
Ademais, pode ser implementada em laboratdrios de rotina, desde que haja analistas experientes
para a interpretagdo dos dados (HEUSER et al., 2021; THEUNISSEN et al., 2017a; VAN
DONGEN et al., 2015). No entanto, essa abordagem possui limitagcdes, como o nimero restrito
de células disponiveis em algumas amostras, a semelhanca fenotipica entre células leucémicas
e células normais regenerativas da medula 6ssea (hematogdnias), € a modulagao da expressao
antigénica ao longo do tratamento, especialmente com o uso de farmacos como corticoides e
metotrexato (DWORZAK et al., 2002; GAIPA et al., 2008; LUCIO et al., 2001; ROCHA et al.,
2019; VAN DONGEN et al., 2015; VAN WERING et al., 2000), além da falta de
padroniza¢ao(VAN DONGEN et al., 2015) .

A sensibilidade da citometria de fluxo convencional em relacdo aos métodos
moleculares é muito baixa (uma célula leucémica em 10.000 células normais, 10 ou 0,01%),
quando comparada com as técnicas moleculares comuns que chegam a 10° (GAIPA et al.,
2013). Nos ultimos anos, entretanto, este cenario da citometria de fluxo esta sendo modificado
rapidamente com a introdu¢do de alguns fatores que tém contribuido para incrementar a
sensibilidade deste método.

Em primeiro lugar, a evolucao tecnologica de citdmetros de fluxo de quatro cores para
oito cores ou mais (KALINA etal., 2012; MATTHES et al., 2019), ¢ o uso de novos marcadores
celulares(COUSTAN-SMITH et al., 2011), como o CD66¢, o CD81, o CD73 ¢ o CD304
(GUDAPATTI et al.,, 2020) que aumentaram a capacidade de discriminacdo entre células
normais, reativas e anormais (SEDEK et al., 2019) e o uso de técnicas de lise total (bulk-lysis),
que permitem aquisicao de grande numero de eventos(EUROFLOW CONSORTIUM, 2018).
Além disso, a evolu¢dao nas estratégias de analise com programas e técnicas estatisticas
modernas (PEDREIRA et al., 2008) potencializaram a sensibilidade de deteccao de DRM nas
leucemias agudas.

Assim, diversos grupos vém introduzindo métodos de pesquisa de DRM por CFM de
oito a 12 cores na LLA-B cuja sensibilidade foi comparada as técnicas moleculares atuais
(SINGH et al., 2022; TEMBHARE et al., 2020; THEUNISSEN et al., 2017b; ZHAO et al.,
2018).
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2.3.4 Estratégias de Analise

A imunofenotipagem por citometria de fluxo utiliza combinacdes especificas de
anticorpos monoclonais (AcMo) para identificar células com fendtipo andmalo para
identificagdo do clone leucémico, que permitem a diferenciagdo das células precursoras normais
(hematogonias) através da observacdo dos padrdes de maturacdo normal das células
hematopoiéticas (CHERIAN; SOMA, 2021; DIGIUSEPPE; WOOD, 2019).

Duas abordagens principais podem ser utilizadas:

a) A avaliacdo da maturagdo celular, designada por abordagem "diferente
do normal", ou estratégia different-from-normal (DifN): consiste na construgao de
um perfil imunofenotipico da medula 6ssea normal e na deteccao de fenotipos que
se desviam das células normais ao longo do seguimento (LUCIO et al., 2001;
MCKENNA et al., 2001).

b) A detec¢do de imunofenotipo caracteristicamente andomalos, também
chamado de imunofendtipo associado a leucemia (leukemia-associated
immunophenotype — LAIP): Os LAIPs sao fendtipos anomalos que permitem
diferenciar células leucémicas (blastos) de células precursoras normais ou
hematogdnias (ARABI et al., 2023).

O uso destas duas abordagens em conjunto permite identificar os blastos leucémicos e
diferencia-los de suas contrapartidas normais com maior precisdo, especificidade e

sensibilidade(FUDA; CHEN, 2018b).

2.3.5 Estratégias de Analise - DifN

O desenvolvimento normal das células B na medula dssea ¢ um processo rigorosamente
controlado no qual os precursores das células B seguem um caminho de diferenciagdo em
através de estagios de maturacdo determinados pela expressdo fenotipica progressiva de
marcadores celulares de membrana ou citoplasma, assim como pelo rearranjo das cadeias
pesadas da imunoglobulina (IgH)(VAN ZELM et al., 2007).

Os precursores linfoides B se diferenciam através das fases pro-B, pré-B-I, pré-B-1I, até
se tornarem células precursoras B naive, as quais expressam um receptor de célula B (BCR)
funcional (DRIESSEN et al., 2011), e finalmente liberar uma populagdo de células B maduras
no sangue periférico (VAN ZELM et al., 2007). Estes linfocitos sdo entdo liberados para o

sangue periférico como linfocitos B maduros (LB) de transi¢do ou transicionais que podem
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amadurecer nos tecidos linfoides e no baco desde LB naive até se tornarem LB efetores ou LB
de memoria (BLANCO et al., 2018).

A analise da maturagdo celular ap6s tratamento quimioterapico pode sofrer modulagdo
no fendtipo causada por drogas (metotrexato e corticoide) ou outros fatores na recuperagao
hematoldgica apds o tratamento quimioterapico. Por exemplo, parece ocorrer alteragdes nos
niveis de intensidade de fluorescéncia de marcadores expressos por blastos leucémicos nos dias
15 e 33 em comparag@o com os niveis no momento do diagnéstico (BALDZHIEVA et al.,
2023), como diminui¢do na expressdo de CD10, CD19 e CD34, e aumento no CD20 apds a
inducdo. A presenga de hematogdnias e células precursoras mieloides CD34 positivas também
parece ter implicagdo prognostica em pacientes adultos com DRM nao detectada (LIAO et al.,
2019).

A Figura 5 ilustra os estagios de maturagdo da linhagem linfoide B e os possiveis
imunofendtipos associados a leucemia (LAIP) e alteragdes de maturacao (DifN) que auxiliam

a diferenciacdo de blastos e células B precursoras normais.

Figura 5 — Estagios de Maturac¢io da Linhagem Linfoide B
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Figura 5: Quadros em azul demonstrando os estagios de maturagdo das células linfoides B precursoras até formar
um linfocito B maduro (LB) ou uma célula plasmatica. Em laranja uma sugestao de fenotipo de blastos linfoides
com altera¢des na maturagdo (DifN) e imunofenotipo associado a leucemia (LAIP). Fonte: a autora. Figura
desenvolvida com o Biorender.
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A Figura 6 ilustra um exemplo de DRM de LLA-B negativa com matura¢ao normal na

linhagem linfoide B e discreta modulagdo antigénica.

Figura 6: Exemplo ilustrativo de DRM negativa e curva de maturac¢io normal:
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Figura 6: Exemplo ilustrativo de DRM negativa e curva de maturagdo normal: “gate” na janela de CD19 positiva
e dotplots com CD20 vs CD10, CD80 vs CD38, CD38 vs CD34, CD38 vs CD304+CD73 ¢ CD38 vs
CD66C+CD123. O grafico do tempo com os dois tubos analisados em merge e curva de maturagdo normal nos
demais dot-plots. Imagem do APS mostrando curva de matura¢do normal das células linfoides B. A discreta
variagdo na intensidade de fluorescéncia dos linfécitos B maduros no dotplot CD38 vs CD73+CD304 foi
considerada normal.

2.3.6 Estratégias de Analise — LAIP

A expressao aberrante de marcadores de outras linhagens nas células linfoides B
contribui para aumentar a especificidade dos métodos de andlise e pode estar associada a
diversas alteragdes moleculares, sendo, portanto, caracteristica de células anormais. Estudos
iniciais apontaram que marcadores mieloides, como CD13, CD33 e CD66b, tipicos da linhagem
mieloide, podem ser expressos aberrantemente em até 90% dos casos de LLA-B
(GRIESINGER et al., 1999). Posteriormente, a expressdo aberrante tanto de marcadores de
células B quanto de outras linhagens foi conceituada como “imunofenotipos associados a
leucemia” (LAIPs), que se consolidaram como ferramenta util na detec¢do de doenca residual

minima (DRM) nessa patologia(TETTERO et al., 2022). Trés caracteristicas principais
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distinguem os blastos (células patologicas) dos progenitores normais de células B

(hematogodnias):

1. Expressio andomala de marcadores durante a maturacio hematopoiética: Os
blastos podem apresentar expressao muito elevada de CD34 e/ou CD10, combinada
com baixa expressao de CD45 e CD38(GAIPA et al., 2008).

2. Maturacao “assincrona” dos blastos em relacio ao desenvolvimento normal das
células B: Um exemplo ¢ a presenca de marcadores como CD21 em estagios de
desenvolvimento nos quais sua expressao nao ¢ esperada (PLACEK et al., 2024).

3. Expressao aberrante de marcadores de outras linhagens hematopoiéticas: Inclui
marcadores como CD13, CD33 e CD66b (associados a linhagem mieloide) ou CD2,
CD56, CDllc e CDI11b (associados a mondcitos)(BOCCUNI et al.,, 1998;
GUILLAUME et al., 2011; HIRABAYASHI et al., 2017).

Na busca por novos marcadores para analise da DRM por citometria de fluxo, Coustan-
Smith et al. realizaram estudos de expressao génica em linfoblastos de 270 pacientes com LLA-
B e em células B precursoras de quatro doadores saudaveis e identificaram 30 genes
diferencialmente expressos, dos quais 22 foram validados por citometria de fluxo. Entre os
marcadores identificados estavam CD44, BCL2, HSPB1, CD73, CD24, CD123, CD72, CD86,
CD200, CD79b, CD164, CD304, CD97, CD102, CD99, CD300a, CD130, PBX1, CTNNAI,
ITGB7, CD69 e CD49f. Destes, CD72, CD79b e CD102 apresentaram desregula¢do, enquanto
os demais foram regulados positivamente em LLA-B comparados as células precursoras
normais (COUSTAN-SMITH et al., 2011).

Os painéis diagnodsticos utilizados na LLA-B em geral incluem marcadores para
avaliar a maturacao e identificar fenotipos aberrantes, como CD10, CD20, CD34, CD45, CD22,
CD9, CD13 e CD33. Estudos recentes propuseram novos marcadores, como CD66¢c, CD123
(BOCCUNI et al., 1998; BRAS et al., 2019; GUILLAUME et al., 2011; KIYOKAWA et al.,
2014), CD73 e CD304 (GUDAPATI et al., 2020; SEDEK et al., 2019), entre outros. Todos
estes antigenos tém sido relacionados a fendtipos andmalos em casos de LLA-B, e sua
utilizacao possibilitou um aumento da especificidade que ¢ critico nos momentos pds-terapia,
onde a hematopoiese de fundo pode ser afetada com o aumento do numero de células
precursoras regeneradoras normais (CHATTERJEE et al., 2021a, 2022).

A Figura 7 demonstra um exemplo de DRM de LLA-B com fenétipo aberrante.
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Figura 7: Exemplo ilustrativo de DRM de LLA-B positiva com LAIP
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Figura 7: Exemplo ilustrativo de caso DRM de LLA-B positiva com blastos em vermelho (CD10-/++, CD20-,
CD34-, CD38++, CD81+ fraco) e maturagdo normal dos linfocitos B na medula dssea pos-tratamento de indugéo
(linfocitos B maduros verde e células precursoras linfoides B em azul). A marcagdo no citdmetro de 10 cores
permitiu diferenciar a positividade para CD66¢/CD123 no fluorocromo PE, CD304 positivo no fluorocromo
R700 e CD73 negativo no BV605.

2.3.7 Correlacio Imunofendtipo e Alteracoes Moleculares

Algumas das alteragdes fenotipicas descritas nos blastos linfoides B comumente
pesquisados na DRM sdo possivelmente associados as anormalidades citogenéticas e
moleculares, as quais podem e eventualmente podem ser reconhecidas por fendtipos dos blastos
associados as fases de maturagao.

A hiperdiploidia e a LLA com t(12;21) estdo associadas a expressdo forte do CD10 e
diagnéstico de LLA-B comum (BII), representando aproximadamente 60% dos casos de LLA-
B em criangas. A forte expressao para o marcador CD25, por exemplo, parece estar associada
aos casos de translocagdo t(9;22); negatividade de CD10, CD20 e CD24 associada a
positividade do CD15 nas LLA com translocacdes envolvendo o gene MML (v;11q23 -
rearranjo MLL); auséncia de expressdo de CD9, CD20 e forte expressio do CDI0 na
translocacao t(12;21); a positividade do CD34, forte expressao do CD10 e negatividade do
CD45 nos casos de hiperdiploidia; e a superexpressao de CD9 e CD34 na translocagdo
t(1;19)(KULIS et al., 2022). O anticorpo 7.1 (proteoglicano de sulfato de condroitina, NG2) ¢
um marcador bem estabelecido de rearranjos KMT2A4/11q23.
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Os marcadores CD66¢, CD123, CD73 e CD304, selecionados no painel EuroFlow™,
aumentaram a especificidade do método, também parecem estar associados a presenca de
alteragdes genético moleculares especificas.

O CD66¢ (molécula de adesdo celular relacionada ao antigeno carcinoembriondrio) €
altamente expresso em células mieloides, mas ndo em linfécitos, sendo encontrado em até 81%
dos pacientes com LLA-B (36—-81% nos diversos estudos). A expressao de CD66¢ e tem sido
correlacionada, embora ndo exclusivamente, a LLA-B BCR::ABLI-positiva e a casos de
hiperdiploidia, ndo sendo geralmente observada em pacientes com t(12;21) e com rearranjo

KMT2A(GUILLAUME et al., 2011).

O CDI123 (cadeia alfa do receptor de interleucina-3) ¢ um marcador crucial para a
proliferagdo e diferenciacdo de células progenitoras hematopoiéticas, sendo expresso em
células B precursoras normais CD34-negativas, mas ndo em células CD34-positivas. No
entanto, a expressao aberrante de CD123 tem sido observada em blastos de 85% dos pacientes
com LLA-B, amaioria expressando tanto CD34 quanto CD123. Frequéncias semelhantes foram
relatadas em outros estudos, (SEDEK et al., 2019), consolidando o CD123 como um marcador
relevante para a avaliagdo da DRM). Os niveis de CD123 foram significativamente mais
elevados em pacientes com translocagdo BCR::ABLI1 ou cariotipo hiperdiploide(BRAS et al.,
2019; DJOKIC et al., 2009).

A superexpressao de CD73 (ecto-5'-nucleotidase), uma enzima de superficie presente
em diversos tipos celulares, foi encontrada em 42% a 70% dos pacientes com LLA-B em
comparacdo com células precursoras normais. A expressao de CD73 aumenta durante a
maturagao das células B, e permanece estavel durante o tratamento(DJOKIC et al., 2009) e esta
potencialmente associada a rearranjos ETV6-RUNXI e inversamente relacionada a presenga do

gene de fusao TCF3-PBX].

O CD304/neuropilina-1, um correceptor envolvido na sinalizagdo do receptor de
tirosina quinase, ¢ altamente expresso em células dendriticas plasmocitoides, e esta
superexpresso em 40-59% dos pacientes com LLA-B em comparagdo com as células B
precursoras normais. Além do gene ETV6::RUNXI, estudos recentes indicam que CD304 ¢
frequentemente  expresso na LLA-B em adultos com presenca do gene

BCR::ABLI(CHATTERIJEE et al., 2021b).
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3 JUSTIFICATIVA DO ESTUDO

Os métodos moleculares de estudo de DRM sdo caros e de dificil implantagdo no nosso
meio. A imunofenotipagem por citometria de fluxo por outro lado, ja ¢ amplamente utilizada
para diagnostico das doencas onco-hematoldgicas hd mais de 20 anos dentro do Laboratorio de
Imunofenotipagem por Citometria de Fluxo do CHC-UFPR, cujo corpo clinico e funcional tem
expertise, sendo considerada, portanto, um método mais custo-efetivo.

Em 2017 o laboratorio foi contemplado com recursos do Programa Nacional de
Apoio a Atengdo Oncoldgica do Ministério da Saide (PRONON-MS), abrindo a possibilidade
de adquirir um equipamento citometro de fluxo de 8 a 10 cores. Como se sabe, estes
equipamentos possuem a capacidade de adquirir um numero significativamente maior de
eventos celulares, aumentando a sensibilidade do método e tornando-o ideal para a detecgdo de
DRM.

Neste contexto, o presente trabalho se propde a introduciao e padronizacio da
técnica de citometria de fluxo de alta sensibilidade (oito a 10 cores) no nosso meio,
permitindo a uniformiza¢do dos métodos diagndsticos e de monitoramento das doengas
hematologicas malignas nos pacientes avaliados no Hospital de Clinicas da Universidade
Federal do Parand (CHC-UFPR).

Assim, este estudo foi realizado com o apoio da Associacdo dos Amigos do HC
(AAHC), no ambito do PRONON-MS, como parte do projeto intitulado "Estudo da Doencga
Residual Minima por Citometria de Fluxo de Alta Sensibilidade em Pacientes com Leucemia
Aguda e seu Impacto no Transplante de Células-Tronco Hematopoiéticas". Trata-se de um
estudo prospectivo investiga o papel da citometria de fluxo de alta sensibilidade na detec¢do da
doenga residual mensuravel (DRM) antes e apos o transplante em leucemias agudas de alto
risco com objetivo de avaliar a cinética de eliminacao da doenca e correlacionar a dindmica da
DRM com os desfechos do transplante.

A hipotese central do projeto foi que a implementagao de técnicas mais sensiveis para
adetec¢ao de DRM aliada ao estabelecimento de protocolos padronizados de coleta de amostras
antes e apods o transplante, poderia otimizar o monitoramento dos pacientes e identificar aqueles
com alto risco de recidiva. Além disso, esta abordagem permitiria uma alocagao mais eficiente
de recursos, direcionando intervengdes terapéuticas adicionais para os casos mais criticos, o
que tem o potencial de reduzir custos com tratamentos desnecessarios € maximizar o uso de

recursos limitados.
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O projeto foi desenvolvido em trés fases detalhadas a seguir:

Fase I - Implantacio e Validacdo da técnica: apos a aquisicao dos equipamentos e
reagentes foi realizada a implantacdo e padronizacdo da técnica de citometria de fluxo de oito
a dez cores para o diagnostico e monitoramento das leucemias agudas. Esta etapa resultou na
modernizacdo do parque tecnoldgico do laboratorio, uniformizacdo das metodologias

laboratoriais e capacitagdo dos recursos humanos.

Fase II - Inclusdo da populacio fonte: estudo de coorte prospectivo, longitudinal e
observacional, que incluiu os pacientes consecutivos com diagnostico de leucemia mieloide ou
linfoide aguda, de qualquer idade, atendidos pelos servigos de hematologia, hematopediatria e
transplante do Hospital de Clinicas da Universidade Federal do Parana (CHC-UFPR) em
Curitiba, de junho de 2019 e junho de 2023. Durante o periodo do estudo, os custos relacionados
aos exames foram integralmente cobertos pelo projeto, beneficiando diretamente o CHC-UFPR

€ seus pacientes.

Fase III - Inclusdo da populaciao do estudo: os pacientes que foram submetidos ao
TCTH no periodo do estudo, que cumpriam os critérios de inclusdo e exclusdo, e aceitaram
participar do estudo pds-transplante foram seguidos nas avaliagdes posteriores da presente tese
de doutorado.

O quadro 1 mostra a linha do tempo de execucao do projeto.
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Figura 8: Fases do Projeto PRONON

e 2017-2018: Submissao do projeto ao PRONON-MS

e 2018-2019: Tramites burocraticos e aquisi¢cdo dos equipamentos

e 2019-2020: Instalagdo do citometro e treinamento da equipe

Computador e software de andlise Infinicyt™ 2.0

Centrifuga e pipetas

Camara refrigeradora

No-break e ar-condicionado.

Citometro 10 cores FACSLyric®

o Anticorpos monoclonais e reagentes para 36 meses de DRM e Leucemias

o O O O

e 2019 readequacgdo Protocolo para Doenga Residual Minima no FACSLyric.
o Novos insumos, adequacdo da técnica, treinamento da equipe, padronizacdo
da bulk-lysis, da andlise e do laudo de DRM.
e 2019-2023: Inclusao de pacientes: extendido para 48 meses
e 2023-2024: Analise dos dados

2021-2022

P do di
2020-2021 Etoos

* Coleta dos

2018-2019 dados

Implantagdo da

2012-2017 técnica
Idealizagdo

Figura 8: Fases de implantag@o da técnica de citometria de fluxo de alta sensibilidade no CHC-UFPR
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4

OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

Implantar e padronizar a técnica de citometria de fluxo de alta sensibilidade para o
monitoramento da doenga residual mensurdvel em todos nos pacientes com leucemias

agudas atendidos no CHC-UFPR.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar o impacto da presenga de doenca residual mensuravel (DRM) detectada
antes e depois do TCTH na sobrevida global, sobrevida livre de eventos e taxa de
recaida em pacientes com leucemias agudas de alto risco.

Determinar o melhor momento em que a DRM deve ser detectada ap6és o TCTH (d30,
d60, d100) para avaliar a cinética de eliminacao da doenca e correlacionar a dinamica
da DRM com os desfechos do transplante.

Estabelecer a técnica de lise total (bulk-lysis) para aumentar a sensibilidade da detec¢ao
de DRM e validar o painel de 10 cores para DRM de LLA-B.

Correlacionar o percentual de blastos detectados por citometria de fluxo com a
avaliacdo quantitativa dos transcritos BCR::ABL1 por RQ-PCR em pacientes com
LLA-B Philadelphia-positiva (Ph+) para estabelecer a sensibilidade do método;
Investigar o papel dos marcadores de maturacdo e do fenodtipo associado a leucemia
utilizados no painel de pesquisa de DRM nos pacientes com LLA-B avaliados durante
o periodo do estudo e comparar esses achados com os resultados da genética e biologia

molecular.
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 DESENHO DO ESTUDO E CASUISTICA

5.1.1 Aspectos éticos

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do CHC-UFPR em
23/05/2018, sob o numero CAAE 84969718.0.000.0096, e pelo Ministério da Saude/Projeto
PRONON (SIPAR 25000.055.356/2015-04). O relatorio de CEP, a carta de aprovacdo do
Comité de Etica e os termos de consentimento e assentimento estdo disponiveis nos Anexos 1,
2 e 3 respectivamente.

As caracteristicas clinicas e bioldgicas dos pacientes, assim como os resultados
laboratoriais, foram coletados a partir dos prontudrios eletronicos do hospital. O consentimento
para o uso de material bioldgico e acesso aos registros médicos foi obtido por meio do Termo
de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) assinado pelos pacientes ou pelos seus
responsaveis legais no caso de criangas e adolescentes (Termo de Assentimento - TA).

A indicacdo de coleta da medula 6ssea e pesquisa da DRM era feita pelos médicos
assistentes conforme o protocolo quimioterdpico utilizado, sem intervencdo da equipe da
pesquisa. Todas as informagdes pessoais foram mantidas em sigilo e utilizadas apenas pelos
investigadores do estudo. Foram utilizados 2 a 3 mL de MO colocados em tubo de EDTA,
mantidos em temperatura ambiente e enviados imediatamente para o laboratorio de citometria
de fluxo para processamento no periodo de 24 horas, de acordo com as diretrizes da European

Leukemia Net(HEUSER et al., 2021).

5.1.2 Desenho do estudo e Popula¢io Fonte

Estudo de coorte prospectivo longitudinal quantitativo e qualitativo, ndo
intervencionista. A populacdo fonte era constituida por todos os pacientes consecutivos
submetidos ao exame de citometria de fluxo para fins de diagnostico e seguimento de leucemias
agudas, de qualquer idade, atendidos pelos servicos de hematologia, hematopediatria e
transplante do Hospital de Clinicas da Universidade Federal do Parand (CHC-UFPR) em
Curitiba, de junho de 2019 e junho de 2023.
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As coletas incluiram quatro tipos de amostras:

e Amostras de medula 6ssea no diagnostico da leucemia aguda;
e Amostras para pesquisa de DRM ap06s os ciclos de indugdo e consolidacio;
e Amostras coletadas antes do TCTH;

e Amostras coletadas apds o TCTH.

Nos pacientes incluidos para a avaliagdo da DRM pré-transplante as amostras foram
coletadas imediatamente antes do transplante e em dias especificos do seguimento pos-TCTH
(D30, D60, D100 ¢ D180), de acordo com a sobrevida dos pacientes. As analises nos dias D360

e D720 (um e dois anos p6s-TCTH) eram opcionais, a critério do médico assistente.

5.1.3 Populac¢ao Estudo Cinética Pré e P6s-TCTH (MANUSCRITO 1)

Os pacientes com leucemias agudas de alto risco, com fenétipo linfoide ou mieloide, de
qualquer idade, que atingiram o status de remissdo morfologica completa e tinham indicagdo
de TCTH eram selecionados para a analise da DRM antes e depois do transplante.

Critérios de Inclusio

1- Pacientes com diagndstico de leucemias agudas (LLA-B, LLA-T e LMA) em remissao
morfolédgica (<5% de blastos a morfologia);

2- Pacientes com indicagdo clinica de transplante de células-tronco hematopoiéticas;

3- Avaliagdo da DRM realizada com o protocolo de citometria de fluxo de alta
sensibilidade antes do TCTH;

Critérios de Exclusao

1- Leucemia Promielocitica Aguda e doengas hematologicas cronicas;

2- Negativa em assinar o TCLE ou Termo de Assentimento.

Neste estudo, foram incluidos pacientes com LLA-B, LLA-T ¢ LMA em remissao
morfoldgica, submetidos ao TCTH, que possuiam avaliacdo medular por citometria de fluxo no
momento imediatamente anterior ao transplante. Essa inclusdo permitiu ampliar o nimero de

casos e obter uma coorte mais robusta.
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5.1.4 Populacio do Estudo de Validacio (MANUSCRITO 2)
Os pacientes com leucemias linfoblasticas agudas atendidos no periodo do estudo foram
avaliados retrospectivamente quanto aos tipos de alteragdes genético-moleculares e suas

correlagdes com os aspectos clinicos e fenotipicos.

A detec¢do de DRM por citometria de fluxo de alta sensibilidade e por RT-PCR foi
realizada simultaneamente em 109 amostras, avaliando concordancias e discrepancias entre os

métodos.

Critérios de Inclusio

1- Pacientes com diagnostico de LLA Philadelphia-positivo ou ndo, com amostra avaliada
por citometria de fluxo no periodo do estudo.

2- Detecgao de DRM por citometria de fluxo de alta sensibilidade e por RT-PCR realizada
simultaneamente.

Critérios de Exclusao

1- Leucemia Linfoblastica Aguda T, Leucemias Mieloides e de fenotipo misto;

2- Negativa em assinar o TCLE ou Termo de Assentimento.

Um total de 125 pacientes com LLA foram atendidos entre 2019 e 2023 e selecionados
para esta avaliacdo. Os 19 casos de LLA-T (n=18) e leucemia aguda de fen6tipo misto (n=1)
foram excluidos, e 106 pacientes com LLA-B foram avaliados retrospectivamente: 27 pacientes
LLA-B Ph+, 12 com hiperdiploidia, 5 com ETV6::RUNXI1,2 com E2A::PBX1, 10 com
rearranjos KMT2A, 7 com outras anormalidades genéticas, 19 sem metafases, e 24 com

cariotipos normais.

A Figura 9 demonstra as medianas de idade nos diferentes subtipos genéticos avaliados.
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Figura 9: Correlacio Genética e Idade

Genética e Idade

Idade

Figura 9: Correlagdo entre perfil citogenético e idade em 106 pacientes com LLA-B, mostrando mutagdes de
mau prognostico mais frequentes na populagdo adulta
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5.2 DEFINICAO DE DOENCA RESIDUAL MENSURAVEL

A populacdo de blastos aberrantes foi quantificada como percentual do total de células
nucleadas no sangue. As amostras foram consideradas positivas para DRM se apresentassem
pelo menos 20 eventos agrupados (limite de detec¢do — LID) e pelo menos 50 eventos
agrupados (limite inferior de quantificagdo — LIQ). O LID e o LIQ foram determinados caso a
caso, considerando o total de células analisadas por tubo.

Com base nos resultados do teste de DRM antes do TCTH os pacientes foram

categorizados em trés grupos:

. DRM positiva (DRM+): A presenga de qualquer nivel de células

aberrantes na citometria de fluxo determinava os pacientes como DRM positiva

(DRM+) ou detectada (qualquer nimero entre 0,0001% e 4,99% de blastos detectados

na amostra).

o DRM negativa (DRM-): Pacientes com menos de 10 (<0,01%) de

blastos foram considerados DRM negativa (DRM-) para efeitos estatisticos, mas todos
os casos foram classificados quanto aos limites inferiores de detec¢do (LID) e
quantificagdo (LIQ) de cada amostra analisada.

. Doenca ativa: Pacientes com mais de 5% de blastos foram classificados

como portadores de doenca ativa ou recidiva.

A Figura 10 apresenta um caso de DRM, negativa e a Figura 11 ilustra um caso de

DRM positiva em material intensamente hipocelular.
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Figura 10: Exemplo ilustrativo de DRM de LLA-B negativa
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Figura 10: Exemplo ilustrativo de caso DRM de LLA-B negativa com linfocitos B maduros em azul
(CD20++) e células precursoras linfoides B em cianina (CD10++, CD20-/++ CD38++CD81++) e rosa (CD10++,
CD20- CD34++ CD38++CD81++).
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Figura 11: Exemplo ilustrativo de caso DRM positiva em material hipocelular
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Figura 11: Exemplo ilustrativo de caso DRM positiva com aquisi¢ao de menos que 1.000.000 de
eventos celulares, em que os marcadores de maturagao e a estratégia APS conseguem separar de maneira
inequivoca os blastos (vermelho) dos linfocitos B maduros normais residuais na amostra (verde). Os blastos em
vermelho tém fenotipo CD10+++, CD20-, CD34-, CD38-, CD81-/+ ¢ CD45+ fraco.

60



5.3 PROCEDIMENTOS TECNICOS

5.3.1 Padronizac¢ido dos procedimentos de bancada

A execugdo do projeto seguiu seguintes etapas de planejamento entre 2019 e 2023:

a. Padronizacdo do preparo das amostras

A introdu¢do e validacdo da técnica de lise total ("bulky-lysis™) e dos painéis de
anticorpos monoclonais diagnosticos estdo descritos com detalhes no livro educacional do
Consorcio EuroFlow™ (BURG et al., 2019; EUROFLOW CONSORTIUM, 2019).

O painel DRM consistiu em tubos projetados para detectar DRM incorporando
marcadores principais de acordo com as diretrizes internacionais do European Leukemia Net
(HEUSER et al., 2021) e do grupo EuroFlow™ (EUROFLOW CONSORTIUM, 2018). Apos
avaliagdo da qualidade da amostra recebida (morfologia, hemodilui¢do, celularidade, volume,
anticoagulante), e contagem celular, as amostras eram selecionadas para lise total ou lise
convencional das hemadcias. Nos casos em que a contagem de leucocitos fosse menor que
20.000/uL era realizada “bulk-lysis” com cloreto de amodnio (Anexo 4). Nos demais casos foi
optado por pipetar 300uL de amostras e processar com lise convencional das hemacias usando
FACS Lysing Solution (BD Biosciences). O protocolo de marcacdo com anticorpos
monoclonais era realizado antes da lise das hemacias (cora-lisa-lava). Para as amostras do
diagnostico, eram adquiridos entre 100.000 e 200.000 eventos celulares por tubo, enquanto para

as analises de DRM eram adquiridos até 5.000.000 eventos por tubo.

- Painel DRM LLA-B:

O painel para detec¢do de DRM em casos de LLA-B foi semelhante ao painel de dois
tubos proposto pelo grupo EuroFlow™(P. Theunissen, Mejstrikova, Sedek, Van Der Sluijs-
Gelling, Gaipa, Bartels, Sobral da Costa, et al. 2017b), utilizando dois tubos de oito cores, com
sete marcadores basicos: CD81 FITC (clone JS81), CD34 PercpCy5.5 (clone 8G12), CD19
Pecy7 (clone J3-119), CD10 APC (clone MEM-78), CD20 V450 (clone L27), CD38 APC-H7
(clone HB7) e CD45 V500c (clone 2D1). Para melhor discriminar linfoblastos de precursores
B normais, CD66¢ PE (clone B62) e CD123 PE (clone 9F5) foram incluidos no Tubo 1 e CD73
PE (clone AD-2) e CD304 PE (clone Neuropilina-1) no Tubo 2. Este painel foi validado e
padronizado a nivel nacional(Ikoma-Colturato et al. 2023), e depois comparado com um tubo
de 10 cores que incluia os 11 marcadores no mesmo tubo através da adigao de CD304 APC-

R700 e CD73 BV506 no primeiro tubo.
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A validagao do tubo de 10 cores para a deteccao da DRM de LLA-B foi realizada em
30 casos avaliados entre janeiro de 2020 e fevereiro de 2022. Este estudo propds a utilizagao
dos marcadores de maturacao (CD19, CD10, CD20, CD38, CD45, CD81) e dos quatro
marcadores discriminatorios (CD66¢, CD123, CD73, CD304) num tnico tubo de 10 cores. Os
marcadores CD66¢c e CDI123, ambos praticamente negativos em células precursoras B
normais/reativas, foram combinados no canal de ficoeritrina (PE) como no primeiro tubo
EuroFlow™. Os anticorpos monoclonais CD73 e CD304 foram associados aos fluorocromos

BV605 e APC-R700, respetivamente (Tabela 4).

Tabela 4: Painel de anticorpos monoclonais de 8 e 10 cores comparativo das LLA-B

Percp APC
Cy5.5 PECY7 APC APCH7 V450 V500 BV605 R700

CD&81 CD66¢c+CD123 CD34 CD19 CD10 CD38 CD20 CD45 CD73 CD304

FITC PE

CD&8l1 CD73+CD304 CD34 CD19 CD10 CD38 CD20 CD45 -- --

Esta estratégia permitiu a analise de todos os eventos celulares num Unico tubo,
alcangando uma elevada sensibilidade (10 a 10), e os resultados foram apresentados em

evento cientifico (ANEXO 5A).

- Painel DRM LMA:

O painel de anticorpos para DRM de LMA incluiu CD7 FITC (clone 4H9), CD10 APC-
H7 (clone H10A), CD11b APC (clone D12), CD13 PE (clone L138), CD14 APC-H7 (clone
MoP9), CD16 FITC (clone CLB-Fc-gran/1), CD33 APC (clone P67.6), CD36 FITC (clone
CLB-IVC7), CD64 PE (clone 10.1), CD117 Pecy7 (clone 104D2), HL-DR V450 (clone L.243),
CD34 PercpCy5.5 (clone 8G12), CD38 APC-H7 (clone HB7), CD45 V500c¢ (clone 2D1), CD56
PE (clone N901*) e CD300e APC (clone UP-H2).

- Painel DRM LLA-T:

Os marcadores DRM de células T incluiam CD3 citoplasmatico V450 (clone HCHT1),
CD3 de superficie APC-H7 (clone SK7), CD5 Percpey5.5 (clone L17F12), CD7 APC (clone
M-T701), CD45 V500c (clone 2D1), CD99 PE (clone Tiil2) e CD117 Pecy7 (clone 104D2).
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5.3.2 Padronizacio da aquisicio e performance dos citometros de fluxo

O protocolo de coloracdo foi cora-lisa-lava e as amostras foram adquiridas em um
citometro FACSCanto [I™ (BD Biosciences, Erembodegem, Bélgica) usando o software
FACS-Diva (BD Biosciences). As configuragdes do instrumento foram geradas de acordo com
as diretrizes EuroFlow™ (KALINA et al., 2012) e a padroniza¢ao do equipamento era realizada
através de uso de esferas de calibragdo diaria proporcionada pelo uso de Rainbow beads
(SpheroTM Rainbow Calibration Particles, Spherotech, Lake Forest, IL). A padroniza¢do do
citometro FACSLyric™ foi feita com files enviados no site do grupo EuroFlow™ para
padronizagdo internacional (Figura 12). A estabilidade dos fluorocromos foi verificada ao longo
do processo de aquisi¢ao das beads através da fluorescéncia de cada marcador. Os parametros
do citometro de fluxo foram considerados estaveis (calibragdao, ajustes fluorescéncias,
compensagdo) apos aplicagdo dos controles de qualidade internos diarios. Os dois
equipamentos de citometria de fluxo foram validados com acompanhamento diario e
comparacao de amostras analisadas em paralelo, em que foram adquiridas entre um e dez

milhdes de células viaveis por tubo, conforme a celularidade da amostra.

Figura 12: Correlacio entre os citometros FACSCanto II™ e FACSLyric™
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Figura 12: Correlag@o entre a maturagao linfoide B nos citometros FACSCanto II™ (amarelo) e FACSLyric™
(verde), sem diferenca na sensibilidade atingida ou percentual de c€lulas nas fases de maturacdo estudadas.
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5.3.3 Padronizacio das estratégias de analise imunofenotipica
A andlise de dados foi realizada com o software Infinicyt™ versao 2.1 (Cytognos SL,
Salamanca, Espanha), com revisdo critica de todos os casos, sempre por dois analistas (dupla

conferéncia).

A analise da curva de maturacao dos linfocitos B foi feita com os marcadores backbones
-CD19, CD10, CD20, CD34, CD38, CD45, CDS81, e os marcadores aberrantes no mesmo tubo
(CD66¢c, CD123, CD73 e CD304). As amostras de DRM foram analisadas utilizando estratégias
de fusdo de dados (merge) e separacdo automatica de populagdes (automatic population

separation — APS).

Inicialmente, as células B foram selecionadas com base na expressdo de CD19,
excluindo duplicatas e detritos identificados por suas caracteristicas de dispersdo frontal (FSC)
e lateral (SSC). As células B foram definidas no grafico SSC vs. CD19, incluindo linfoblastos
B, hematogonias ou linfocitos B normais, dependendo da amostra, como exemplificado na
figura 11. Para excluir células plasmaticas e estromais, foi aplicada uma abordagem de gating
(Boolean) utilizando os graficos de dispersao CD81 vs. CD38 e CD81 vs. CD73. Em seguida,
foram analisadas as interse¢des entre CD10 vs. CD20, CD20 vs. CD38 e CD34 vs. CD38 para
delinear os estagios de maturacdo dos precursores linfoides B, categorizando-os em pré-B-I,

pré-B-1I e células B maduras.

Os linfoblastos B aberrantes foram identificados comparando seus perfis fenotipicos
com os padrdes normais de maturagdo (different-from-normal — DifN) e o imunofenétipo
associado a leucemia (leukemia-associated immunophenotypes — LAIPs). A presenca de
expressao aberrante dos quatro marcadores conjugados a PE (CD123, CD66¢, CD73 e CD304)
na populagdo de células B foi considerada andomala. A populagdo de blastos aberrantes foi

quantificada como percentual do total de células nucleadas no sangue.

O microambiente medular também foi avaliado através da presenca de c€lulas estromais
mesenquimais (MSC) e endoteliais (ESC), as quais puderam ser avaliadas através do tubo que

continha CD81, CD10, CD34 ¢ CD73 (resultados ndo mostrados nesta versao do trabalho).
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5.3.4 Validacao da Sensibilidade Analitica

Para a avaliagdo da presenc¢a de niveis muito baixos de células anormais e aumento da
sensibilidade analitica ¢ necessaria a aquisi¢cao de um a cinco milhdes de células por amostra.
Para isso, consideramos que o nimero minimo de células avaliadas deveria ser 1.000.000
eventos para um minimo de 0,01% (menor que 10*) de sensibilidade e 10.000.000 para
0,0001% (menor que 10°).

A maioria das amostras de DRM deste estudo alcangou a sensibilidade adequada, ou
seja, menor que 107, com LID e LIQ menor que 0,001% (mais de 5.000.000 de eventos
obtidos). Os casos de DRM de LMA alcangaram sensibilidade de 10, com cerca de 1.000.000
de eventos avaliados nas DRM de LLA-T e LMA), conforme demonstrado na Tabela 6. A
mediana no limite inferior de deteccdo (LID) nas leucemias linfoides agudas foi 0,0003%,
variando de 0,00018% a 0,014%.

A mediana de limite inferior de quantificacdo (LOQ) foi 0,0008%, variando de
0,00045% a 0,035%. Ja nas leucemias mieloides agudas que foram consideradas como controle
neste trabalho, a mediana de LID foi 0,001% (variando de 0,004% a 0,04%) ¢ LOQ 0,0025%
(variando de 0,001% a 0,01%).

Observamos que nas amostras coletadas antes do condicionamento a lise total nem
sempre ¢ necessaria, uma vez que a celularidade das amostras ¢ alta, geralmente maior que
30.000 leucocitos/uL. Ja nas amostras do D+30 foi possivel obter mais de 1.000.000 de eventos
celulares em apenas um caso ¢ mais de 4.000.000 de eventos celulares em apenas trés casos.
No D+60 e no D+100 foi possivel obter mais de 5.000.000 de eventos por tubo em todas as

amostras analisadas.

Tabela 5: Sensibilidade do Método e Limites Inferiores de Detec¢ao e Quantificaciao

Eventos adquiridos vidveis 1.000.000 2.000.000 5.000.000 8.000.000 10.000.000
Sensibilidade do método <0,01% <0,005% <0,002% <0,001% <0,0001%
LID <0,002% <0,001% <0,0004% <0,0002% 0,0002%
LIQ <0,005% <0,002% <0,001% <0,0006% 0,0005%

Legenda: LID, limite inferior de detecgdo; LIQ, limite inferior de quantificagdo.Baseado em Fuda & Chen, Curr
Hematol Malig Rep (2018) 13:455-466; Briiggemann et al, Leukemia 24:521, 2010.

Os limites inferiores de detecg¢do (LID) e quantificacdo (LIQ) de cada amostra foram
determinados individualmente em todos os casos conforme o numero de eventos avaliados,

conforme descrito na Tabela 5 e os resultados estdo descritos na Tabela 6.
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Tabela 6: Numero de células adquiridas por tubo nos diferentes momentos do TCTH.

PRE HSCT

LMA
LLA-B
LLA-T

D30

LMA
LLA-B
LLA-T

D60

LMA
LLA-B
LLA-T

D100

LMA
LLA-B
LLA-T

N

64

31
26
7

15

41

19
16

Numero de células

asquiridas (mediana, min-

max)
3,000,000
(143,000-11,000,000)
2.000.000
6.150.000
5.000.000
6.270.000
(1.000.000-12.000.000)
1.000.000
8.650.000
7.500.000
6.000.000
(1.000.000-10.000.000)
1.000.000
9.100.000
7.500.000
2.000.000
(1.000.000-12.000.000)
1.000.000
6.075.000
10.000.000

LID

0,00067

0,001
0,00033
0,0004

0,00032

0,002
0,00023
0,00027

0,00033

0,002
0,00022
0,00027

0,001

0,002
0,00033
0,0002

LIQ

0,00167

0,0025
0,00081
0,001

0,0008

0,005
0,00058
0,00067

0,00083

0,005
0,00055
0,00067

0,0025

0,005
0,00082
0,0005
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5.3.5 Comparacao da Citometria de Fluxo com a Biologia Molecular

Durante a execugdo do protocolo, identificou-se a necessidade de confirmar a
sensibilidade do método em comparagdo com um padrao-ouro. Devido a auséncia de um grupo
controle com técnicas moleculares aplicadas a todos os pacientes, optou-se por comparar apenas
as amostras avaliadas paralelamente por citometria de fluxo e biologia molecular (RQ-PCR)

para os transcritos BCR::ABL1 no periodo do estudo.

A andlise cromossomica convencional foi realizada em metafases preparadas a partir de
culturas de aspirado medular ndo estimulado. Foram analisadas 20 metafases, e os resultados
foram descritos conforme o International System for Human Cytogenetic Nomenclature

(ISCN).

As alteragdes genético-moleculares e imunofenotipicas foram categorizadas
retrospectivamente na corte de pacientes com LLA-B. A leucemia aguda Philadelphia-positiva
(Ph+) foi definida pela presenca da translocacao t(9;22)(q34;q11) ou do rearranjo do gene
BCR::ABLI. Os transcritos p190 (ela2) foram associados a LLA Ph+ de novo, enquanto p210
indicava transformacao blastica de leucemia mieloide cronica (LMC-CB). A fase aguda foi

definida pela presenca de mais de 20% de linfoblastos na medula dssea.

A quantifica¢do dos transcritos BCR::ABL1 por RT-qPCR utilizando a tecnologia
TagMan™, com ABL1 como gene controle(LEE et al., 2002). O ensaio detectou os transcritos
p190 (ela2) e p210 (e13a2 e e14a2). A curva padrao foi construida a partir de dilui¢des seriadas
dos plasmideos linearizados contendo o inserto de BCR::ABLI (pNC190/G ou
pNC210/G)(VERMA et al., 2009).

Os resultados foram expressos como a razao percentual de copias de BCR::ABLI em
relacdo ao numero de copias de ABLI (BCR::ABL1/ABL1 x 100). Para conversdo a escala
internacional, essa razao foi multiplicada pelo fator de conversao (CF = 0,51), determinado por
comparacdo com 30 amostras analisadas no CHC-UFPR e no laboratorio de referéncia do
Institute of Medical and Veterinary Science, em Adelaide, Australia, sendo posteriormente
confirmado com um segundo conjunto de 30 amostras. A andlise foi considerada aceitdvel

quando o numero de copias de ABL1 ultrapassava 32.000.

Em amostras sem deteccdo de transcritos por PCR competitivo a técnica nested PCR foi

utilizada para confirmagao dos resultados.

67



A anélise pareada foi realizada em 109 amostras de LLA-B Ph+. A sensibilidade e
especificidade do teste foram determinadas por andlise qualitativa (teste Kappa de Cohen) e
analise quantitativa (correlagdo de Pearson), verificando concordancias e discrepancias entre os

métodos (Figura 13).

Figura 13: Correlacao entre Citometria de Fluxo e Biologia Molecular
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Figura 13: Correla¢ao de Pearson dos blastos encontrados na citometria de fluxo e na RQ-PCR para BCR::ABLI.
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5.4 METODOS ESTATISTICOS

A estatistica descritiva foi utilizada para resumir as caracteristicas de base dos pacientes
e do transplante. Os dados foram avaliados através de um teste ¢t de amostras independentes e
as taxas foram comparadas utilizando o teste exato de Pearson ou de Fisher para as variaveis
categoricas, € os testes de Mann-Whitney ou de Kruskal-Wallis para as variaveis continuas.

Os resultados do transplante foram calculados para a populagdo como um todo e por
subcategoria, conforme a DRM detectada ou nao antes do transplante (DRM+ versus DRM-).
Os casos foram comparados para avaliacdo de risco de recaida, sobrevida global (SG) e
sobrevida livre de eventos (SLE) em um, dois e trés anos. A SG foi definida como o tempo
decorrido desde o transplante até a morte, e a SLE como o tempo decorrido até a progressao da
doenca (recidiva) ou morte por qualquer causa apds o TCTH (mortalidade nao relacionada a
recidiva - MNRR).

A avaliagdo de risco de recaida, SG e SLE foram calculadas pelo método de Kaplan-
Meier, e o teste Log-Rank foi empregado para avaliar diferencas estatisticas entre as curvas. A
incidéncia cumulativa de recaida (ICR) e a mortalidade nao relacionada a recaida (MNRR)
foram avaliadas por curvas de incidéncia cumulativa e pelo teste de Gray. O impacto do status
da DRM no dia 100 pos-transplante foi avaliado pela andlise de Kaplan-Meier empregando uma
abordagem de marco no dia 100 (land-mark).

As correlagdes entre DRM em diferentes pontos temporais foram analisadas utilizando
correlacdo de Pearson o teste de Spearman ou teste ANOVA One-way, e pos-teste de Turkey
para comparacao multipla. Tabelas de contingéncia e testes de probabilidade de acuricia,
sensibilidade, valor preditivo positivo (VPP) e valor preditivo negativo (VPN) foram usados
para correlacionar presenca de DRM e risco de recaida ou morte. Para avaliar a relagdo entre
os resultados de DRM por citometria de fluxo e biologia molecular nos casos com presenca de
transcritos BCR::ABLI presentes utilizou-se o coeficiente de determinagao (R?) e o teste Kappa
de Cohen (K).

Um valor de p <0,05 foi considerado estatisticamente significativo. As analises
estatisticas foram efetuadas no software SPSS Statistics v.20.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, EUA)
e o EZR versdo 1.53 (Saitama Medical Center, Jichi Medical University, Saitama, Japao) foi
utilizado para a anélise de risco competitivo. As analises dos pacientes com LLA-B foram
realizadas no software GraphPad Prism versao 9.0 (GraphPad Software, San Diego, California,

EUA, www.graphpad.com).
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6 RESULTADOS

Nesta tese escolhemos apresentar os resultados no formato de dois artigos cientificos.

No primeiro manuscrito conduzimos uma avaliacdo prospectiva dos pacientes que
foram submetidos ao transplante de células-tronco no periodo do estudo, com o objetivo de

avaliar a cinética de evolugdo da DRM peri-transplante.

Os resultados foram publicados na revista Sientific Reports, ISSN 2045-2322, Qualis
Al, sob o titulo “Impact of High-Sensitivity Flow Cytometry on Peri-Transplant Minimal
Residual Disease Kinetics in Acute Leukemia', em uma edi¢ao especial para doenga residual

minima (Minimal Residual Disease).

O segundo manuscrito trata-se de uma analise retrospectiva de 125 pacientes com LLA-
B que realizaram diagnoéstico e seguimento CHC-UFPR, no periodo de 2017 a 2023, focando
nas alteragdes citogenéticas e nas alteragdes imunofenotipicas associadas. O objetivo principal
foi a validagdo da sensibilidade e especificidade do método de pesquisa da DRM por citometria

de fluxo, comparando com o método padrao ouro, RT-PCR para BCR::ABLI.

Os resultados foram publicados na revista International Journal of Molecular Science,
ISSN 1422-0067, Qualis A2, sob o titulo “Comprehensive Analysis of High-Sensitive Flow
Cytometry and Molecular Mensurable Residual Disease in Philadelphia Chromosome-
Positive Acute Leukemia", em uma edicdo especial para citometria de fluxo e biologia

molecular (Trends and Prospects of Flow Cytometry in Cell and Molecular Biology).

Os textos completos estdo na sequéncia deste trabalho.
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6.1 MANUSCRITO 1
Artigo publicado na revista Scientific Reports. (2025) 15:6942 https://10.1038/s41598-025-
91936-7. Impact Factor: 3.8.

www.nature_com/scientificreports
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Impact of high-sensitivity flow
cytometry on peri-transplant
minimal residual disease kinetics in
acute leukemia

Ana Paula de Azambuja™® , Miriam Peringeiro Beltrame®, Mariester Malvezzi?,
Yara Carolina Schluga?®, Julie Lillian Pimentel Justus®, Alberto Cardoso Martins Lima®,
Vaneuza Araujo Moreira Funke?, Carmem Bonfim® & Ricardo Pasguini®

Minimal residual dizeass (MRLD) detected before hematopoietic cell transplantation (HCT) is assodated
with adverse outcomes in patients with high-risk acute leukemia. However, the ideal time points for
post-transplant MRD assessment and the clinical significance of low levels of residual disease in this
context are unclear. We conducted a prospective real-world analysis of high-sensitivity flow cytometry
MRD performed before and after transplant (at days 30, &0 and 100} in 77 acute leukemia patients. The
aim was to evaluate the kinetics of disease elimination and correlate it with transplant outcomes_ Pre-
transplant MRD was negative in &2 (MRD-) and positive in 35 patients (MRD+). Post-transplant MR
assessment was feasible at day 30 (n=30, 38.9%), day 60 (n=27, 35.0%) and day 100 {n=60, 77.9%).
Relapses ocourred in 8 patients in the MRD + group (22.9%) and three in the MRD-negative group
{7.1%), p=0.02. Pre-transplant MRD correlated with a decrease in overall survival {05, 87_ 5% MRD-

vs. 54.0% MRD-+) and event-free survival (EFS; 85.3% MRD- vs. 51.1% MRD-+), p=0.001. Cumulative
incidence of relapse (OIR) was 17.5%in MRD +vs_ 2.6% in MRD- {(p=0.045). Non-relapse mortality
{NRM) was 31 4% in MRD +vs. 12 1% in MRD- (p=0.0159). One-year O5 was higher in patients with
negative MRD at dl00 (52.4%, 55% Cl: 0.81-0.971) than positive d100 MRD (53.3%, 95% Cl- 0.177—
0.796), p<0.0001. Disease status and d100 MRD were associated with 05, EF5 and CIR. Differences in
MNRM between levkemia types (ALL: 18.9% MRD- vs. 50% MRD+, and AML 0% MRD- vs_ 21.7% MRD+,
p=0.0158) were also observed. In condusion, pre-transplant MRD assessed by highly sensitive flow
cytometry accurately identified patiemts with adverse prognoses. Persistent MRD after HCT couwld
predict relapse with high specificity and clinical sensitivity. These results highlight the importance of
incorporating peri-transplant MRD kinetics into the routine treatment of acute levkemia, particularly in
lowimiddle-income countries.

Keywords Minimal residual disease, Measarable residnal disease, Acute lvmphoblastic keukemia, Acute
myeloid leukemia, Allogeneic hematopoietic stem cell transplantation, Flow cytometry, Biomarkers

Minimal or measurable residual disease (MRD) is a useful tool for assessing the quality of response after
treatment in pediatric and adult patients diagnosed with acute lewkemia'™. High-risk patients typically require
allogeneic hematopoietic cell transplantation (HCT) during the first or second complete remission (CR1/CR2)
as a unique curative option™". Unfortunately, relapse and treatment-related mortality limit efficacy and can lead
to transplant failure®-". Notahly, the presence of residual disease immediately before transplantation is associated
with unfavourable ootcomes in both lymphoblastic (ATL}*"'and myeloblastic {AML)"*Macole leukemia
Additionally. post-transplant MRD appears informative for predicting relapses™'**and has been instrumental
in tailoring (reatment approaches, such as early reduction of immunosuppression ™.
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ABSTRACT

Minimal residual disease (MRD) detected before hematopoietic cell transplantation (HCT) is
associated with adverse outcomes in patients with high-risk acute leukemia. However, the ideal
time points for post-transplant MRD assessment and the clinical significance of low levels of
residual disease in this context are unclear. We conducted a prospective real-world analysis of
high-sensitivity flow cytometry MRD performed before and after transplant (at days 30, 60 and
100) in 77 acute leukemia patients. The aim was to evaluate the kinetics of disease elimination
and correlate it with transplant outcomes. Pre-transplant MRD was negative in 42 (MRD-) and
positive in 35 patients (MRD+). Post-transplant MRD assessment was feasible at day 30 (n=30,
38.9%), day 60 (n=27, 35.0%) and day 100 (n=60, 77.9%). Relapses occurred in 8 patients in
the MRD+ group (22.9%) and three in the MRD-negative group (7.1%), p=0.02. Pre-transplant
MRD correlated with a decrease in overall survival (OS; 87.9% MRD- vs. 54.0% MRD+) and
event-free survival (EFS; 85.3% MRD- vs. 51.1% MRD+), p=0.001. Cumulative incidence of
relapse (CIR) was 17.5% in MRD+ vs. 2.6% in MRD- (p=0.049). Non-relapse mortality (NRM)
was 31.4% in MRD+ vs. 12.1% in MRD- (p=0.019). One-year OS was higher in patients with
negative MRD at d100 (92.4%, 95% CI: 0.81-0.971) than positive d100 MRD (53.3%, 95% CI:
0.177-0.796), p<0.0001. Disease status and d100 MRD were associated with OS, EFS and CIR.
Differences in NRM between leukemia types (ALL: 18.9% MRD- vs. 50% MRD+, and AML
0% MRD- vs. 21.7% MRD+, p=0.0158) were observed. In conclusion, pre-transplant MRD
assessed by highly sensitive flow cytometry accurately identified patients with adverse
prognoses. Persistent MRD after HCT could predict relapses with high specificity and clinical
sensitivity. These results highlight the importance of incorporating peri-transplant MRD
kinetics into the routine treatment of acute leukemia, particularly in low/middle-income

countries.

Keywords: minimal residual disease, measurable residual disease, acute lymphoblastic
leukemia, acute myeloid leukemia, allogeneic hematopoietic stem cell transplantation, flow

cytometry, biomarkers.

73



INTRODUCTION

Minimal or measurable residual disease (MRD) is a useful tool for assessing the quality of
response after treatment in pediatric and adult patients diagnosed with acute leukemia'->. High-
risk patients typically require allogeneic hematopoietic cell transplantation (HCT) during the
first or second complete remission (CR1/CR2) as a unique curative option®*. Unfortunately,
relapse and treatment-related mortality limit efficacy and can lead to transplant failure>®’.
Notably, the presence of residual disease immediately before transplantation is associated with
unfavorable outcomes in both lymphoblastic (ALL)*!%!! and myeloblastic (AML)!%!34 acute
leukemia. Additionally, post-transplant MRD appears informative for predicting relapses’!>1¢
and has been instrumental in tailoring treatment approaches, such as early reduction of

immunosuppression! %19,

MRD detection methods, including multiparameter flow cytometry and next-generation

20,21

multigene sequencing (NGS), are increasingly sensitive™~'. Recent advancements in flow

cytometry standardization and validation for high-sensitivity testing have expanded its utility
by incorporating new markers and analyzing a greater number of cellular events®>?>%,
Consequently, the flow cytometry sensitivity can be compared with that of molecular
techniques, increasing the accuracy of residual cell detection?%?’. However, the clinical
significance of detecting such low levels of residual disease in the context of hematopoietic

stem cell transplantation remains unknown?*2°,

Previous studies have emphasized the critical role of detecting and quantifying residual disease
before and after allogeneic hematopoietic stem cell transplantation®!%!1!4 Despite this, the role
of high-sensitive MRD detection methods, the best time points to assess post-transplant MRD
in acute leukemia and the significance of low levels of residual disease in this context are

unclear®!>3,

In Brazil, acute leukemias represent one of the primary indications for hematopoietic cell
transplant across all age groups, with nearly half of the cases transplanted in first remission’’.
While retrospective studies in adult®? and pediatric**** cohorts have linked MRD negativity
after induction therapy with prolonged overall and event-free survival, the importance of peri-
transplant MRD and the kinetics of post-transplant MRD in countries with limited resources
must be better characterized®-%3"3 This prospective study investigates the role of high-

sensitivity flow cytometry MRD done before and after transplantation in high-risk acute
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leukemia in a real-world setting, to evaluate the kinetics of disease elimination and correlate it

with transplant outcomes.

METHODS
Study design and patient characteristics.

A prospective, longitudinal, and observational study was conducted on consecutive patients
with high-risk acute leukemia who underwent allogeneic HCT at the Hospital de Clinicas da
Universidade Federal do Parana (CHC-UFPR) in Curitiba, Parand, Brazil, between June 2019
and June 2023.

Patients who achieved morphological complete remission status according to the international
criteria®® were scheduled for local high-sensitive MRD analysis before transplantation. Based
on the results of the MRD test, patients were categorized into two groups: the pre-transplant
MRD-positive (MRD+) and negative (MRD-) groups. Patients were assessed for MRD
detection at days 30, 60 and 100 after HCT, and at days 180 and 360 according to survival.

Definitions

Complete remission (CR) was characterised by morphological remission with fewer than 5%
blasts in the bone marrow (BM) and no evidence of extramedullary disease. Relapse was
defined as any evidence of disease above a detectable level at bone marrow or extra-medullary
sites, with a threshold of 10™* (<0.01%) in ALL and 10 (>0.1%) in AML patients. Neutrophil
engraftment was described as a neutrophil count greater than 0.5x10%/L for three consecutive
days, while platelet engraftment required a platelet count greater than 20x10°/L for seven days
without platelet transfusion. Acute graft-versus-host disease (aGvHD) and chronic graft-versus-
host disease (cGvHD) were diagnosed and classified according to established criteria, with

grading determined according to the pattern and severity of organ involvement*

. Donor
chimerism was identified by short tandem repeats (STR) analysis using the polymerase chain
reaction technique. Complete donor chimerism was defined as the presence of over 95% donor-
derived cells, and mixed chimerism was defined as the detection of 5%-95% donor-derived

cells*,
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Flow cytometry sample preparation

Bone marrow aspiration for MRD testing was routinely performed in the month before
transplantation and on days d30, d60, d100, and d360 after HCT, depending on patient survival.
Briefly, 2-3 ml of bone marrow sample was collected in ethylenediaminetetraacetic acid
(EDTA) anticoagulant and processed within 24 hours according to European Leukemia Net
guidelines?!. The staining protocol included a lyse-wash protocol using FACS Lysing Solution
(BD Biosciences) and, if necessary, an ammonium chloride-based lysis solution*'*2, Samples
were acquired on a FACSCantoll™ cytometer (BD Biosciences, Erembodegem, Belgium)
using FACS-Diva software (BD Biosciences). Instrument settings were generated according to
EuroFlow™ guidelines*? and data analysis was performed using Infinicyt™ software version

2.0 (Cytognos SL, Salamanca, Spain).

The MRD panel consisted of 8-colour tubes designed to detect residual disease in acute
leukemia, incorporating core MRD markers according to international guidelines***>. For
accurate MRD assignment in cases of B-cell precursor ALL (BCP-ALL), a standard protocol

1.2°in 2017. The panel comprised

was adopted using the two tubes described by Theunissen et a
CD10 APC (clone MEM-78), CD19 Pecy7 (clone J3-119), CD20 V450 (clone L27), CD34
PercpCy5.5 (clone 8G12), CD38 APC-H7 (clone HB7), CD45 V500c (clone 2D1), CD66¢ PE
(clone B62), and CD73 PE (clone AD-2), CD81 FITC (clone JS81), CD123 PE (clone 9F5) and
CD304 PE (clone Neuropilin-1). T-cell ALL MRD markers included cytoplasmic CD3 V450
(clone HCHT1), surface CD3 APC-H7 (clone SK7), CD5 Percpcy5.5 (clone L17F12), CD7
APC (clone M-T701), CD45 V500c (clone 2D1), CD99 PE (clone Tiil2), and CD117 Pecy7
(clone 104D2). The antibody panel for AML MRD included CD7 FITC (clone 4H9), CD10
APC-H7 (clone H10A), CD11b APC (clone D12), CD13 PE (clone L138), CD14 APC-H7
(clone M@P9), CD16 FITC (clone CLB-Fc-gran/1), CD33 APC (clone P67.6), CD36 FITC
(clone CLB-IVC7), CD64 PE (clone 10.1), CD117 Pecy7 (clone 104D2), HL-DR V450 (clone
L243), CD34 PercpCy5.5 (clone 8G12), CD38 APC-H7 (clone HB7), CD45 V500c (clone
2D1), CD56 PE (clone N901*), and CD300e APC (clone UP-H2). The arrangement of the

monoclonal antibody panel and fluorescence used are detailed in Supplementary Table S1.
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Measurable Residual Disease Detection

MRD was done using a combination of the "different from normal" method (DifN) and

leukemia-associated immunophenotype (LAIP), adhering to current literature?'->2,

We routinely acquire more than one to two million cellular events per tube for AML and T-cell
ALL and 5,000,000 events per tube in BCP ALL patients?, ensuring the test's sensitivity. The
objective was to obtain a sensitivity of at least 10 (<0.01%) for a higher resolution. Thresholds
were determined using the limit of detection (LoD) and lower limit of quantification (LLOQ),
with a cluster of 20 events required to confirm positive MRD and a cluster of 50 events are

necessary for MRD quantification?>#443,

The presence of any level of abnormal cells constitutes the MRD-positive group (MRD+),
whereas patients with less than 10 (<0.01%) blast cells were considered the MRD-negative
(MRD-) group. Patients with more than 5% of blasts were considered to have active disease.
The abnormal blast population was quantified as a percentage of total nucleated blood cells and
the frequency of normal neutrophils, monocytes, lymphocytes, erythrocytes, and myeloid

precursors.
Statistical analysis

Descriptive statistics were used to summarize baseline patient and transplantation
characteristics. An independent sample #-test assessed data, with rates compared using
Pearson’s or Fisher’s exact test for categorical variables and Mann-Whitney or Kruskal-Wallis
tests for continuous variables. Overall survival (OS) was defined as the time from transplant to
death from any cause, and event-free survival (EFS) as the time until disease progression
(relapse) or death of any cause, including non-relapse mortality (NRM). Transplant outcomes
were calculated for the population as a whole and by the MRD subcategory (pre-transplant
MRD+ vs. MRD-). The primary endpoint was two-year overall survival, and secondary
endpoints included EFS, post-transplant relapse rate, cumulative incidence of relapse (CIR) and
NRM. The Kaplan-Meier method was used to generate survival curves, and the Log-Rank test
was employed to evaluate statistical differences between the curves. Relapse and NRM were
evaluated by cumulative incidence (CI) curves and the Gray test. The impact of MRD status at
day 100 post-transplant was evaluated by Kaplan-Meier analysis with a log-rank test,
employing a landmark approach at day 100. Correlations between MRD at different time points

were analysed using Spearman’s test. A contingency table was constructed to analyse MRD
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positivity before and after transplantation and relapse at two years of follow-up. A 2-sided p-
value <0.05 was considered statistically significant. Statistical analyses were performed in
SPSS Statistics v.20.0 software (SPSS Inc., Chicago, IL, USA) and EZR version 1.53 (Saitama
Medical Center, Jichi Medical University, Saitama, Japan) was used for competing risk

analysis.
Ethics committee

This study was approved by the CHC-UFPR Medical Ethics Committee under protocol number
CAAE 84969718.0.000.0096 and was conducted following the principles of the Declaration of
Helsinki. The patient or legal guardian consented to use biological material and access to
medical records. The authors confirm that NO organs or tissues were harvested from prisoners.
All BM or peripheral blood donors, whether related or unrelated, provided informed consent

for donation. Medical records were accessed in the hospital's database system.

RESULTS
Patient cohort

During the study period, eighty-six patients with high-risk leukemia underwent transplantation.
Nine patients were excluded due to active disease or frank dysplasia. Consequently, the cohort
comprised 77 acute leukemia patients who achieved morphological remission and had a local
high-sensitivity flow cytometry analysis performed before the procedure. There were 39 ALL
patients (29 BCP-ALL, 10 high-risk T-cell ALL), and 38 AML patients. The patients were
divided into two groups according to pre-transplant MRD status: 35 MRD+ (23 AML and 12
ALL patients) and 42 MRD- (27 ALL and 15 AML). Post-transplant MRD assessment was
possible at d30 (n=30, 38.9%), d60 (n=27, 35.0%) and d100 (n=60, 77.9%).

The flowchart in Figure 1 illustrates the evolution of each subgroup.
Baseline demographic and clinical characteristics of participants

There were 77 patients, a median age of 36.4 (range 2.0 to 62.5 years), 55.8% males. Regarding
disease status, 53 (68.8%) patients were in first complete remission (CR1), 22 (28.6%) were in
CR2, and two (5.6%) were in CR3 before transplantation. A higher proportion of patients in
CR1 were in the MRD negative group (83.3% vs 51.4%, p=0.003) than other disease status
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groups. Among acute lymphoblastic leukemia patients the molecular analysis showed
BCR::ABLI fusion in 14 patients (35.9% of ALL group), one hyperdiploidy karyotype, and two
KMT2A pro-B ALL.

Considering transplant-related variables, 38 (49.4%) patients received a matched-related donor,
27 (35.1%) received an unrelated donor, and twelve (15.6%) received a haploidentical
transplant. Bone marrow was the source of cells in 44 patients, and peripheral blood in 33
patients. All patients received myeloablative conditioning regimens, which included total body
irradiation (TBI) and cyclophosphamide 120 mg/kg (Cy/TBI, n=33, 42.9%), Busulfan and
cyclophosphamide (Bu/Cy, n=37, 41.8%) * rabbit anti-thymocyte globulin (ATG), or regimens
based on fludarabine (Flu/TBI, n=7, 9.1%).

A higher proportion of TBI regimens were used in the MRD- versus MRD+ group (66.7% vs
37.1%, p=0.012). The prophylaxis treatment of graft-versus-host disease (GvHD) was based on
short-term methotrexate (MTX) combined with cyclosporine A (CSA) (n=60, 77.9%) or post-
transplant cyclophosphamide (PTCy) plus CSA and mycophenolate mofetil (n=17, 22.1%).
There were no significant differences in age, sex, disease subtype and characteristics, cell
source, donor type, or GvHD prophylaxis between MRD+ and MRD- groups. Table 1
summarizes patient characteristics stratified according to pre-transplant MRD status and

univariate analysis.
Hematopoietic engraftment and early post-transplant complications

The median time for neutrophil engraftment was 19 days (range 15-23), and platelet
engraftment was 21 days (range 13-28). One patient did not achieve neutrophil engraftment but
was successfully rescued with a second transplant, while the other six died without engraftment.
Infections were documented within the first 30 days of transplantation in 42 (54.5%) patients,
and 17 (22.1%) required intensive care at the time of hospitalisation. Mucositis grade III-IV
was observed in 58 (75.3%) with no difference between MRD+ and MRD- groups. The
cumulative incidence of acute GVHD grades III-IV at d100 was 28.6%, and chronic GvHD was
49.3%, with no difference between MRD+ and MRD- groups. Complete chimerism on day 100
was documented in 45 (80.4%) patients and incomplete chimerism in 11 (19.6%) patients,
p=0.497.NRM was higher in pre-transplant MRD+ than MRD- groups (11.9% vs. 34.3%,
p=0.019). A total of eleven patients relapsed during the study, eight were from the pre-
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transplant MRD+ and three from MRD- (22.9% vs. 7.1%, p=0.02). Table 2 shows post-

transplant events according to pre-transplant MRD status.
Measurable Residual Disease Analysis and Sensitivity

A total of 257 bone marrow aspirate samples were analysed, including 77 pre-transplant and
180 post-transplant samples. Most available samples achieved high sensitivity, with 1,000,000
to 10,000,000 events acquired in 255 (99.2%) samples. Considering this data, the median limits
of detection and quantification achieved were 0.002% and 0.005% in AML (<107), and
0.0002% and 0.0005% in ALL (<10°%), respectively.

Eight patients in the acute lymphoblastic leukemia group had MRD higher than 0.01%, and
four had quantifiable MRD at low levels (range: 0.0009-0.009). In the BCP-ALL group, we
found 10 patients with bright CD10 and weak/dim CD38/CD34 expression; three cases of CD10
dim with CD34-CD38-; three cases with negative CD10/CD20 expression; three patients were
positive for CD304/CD73, and twelve were positive for CD66¢/CD123. The high-risk T-cell
leukemia patients had strong CD2/CD7, and CD99 and cytoplasmic CD3 positivity with weak
or negative surface CD3 in all diagnostic samples, and one patient had gamma-delta TCR

expression.

The phenotype of AML patients was known in 33 cases, with 3-4 phenotypic alterations
observed in each sample (mean 3). The studied LAIPs included CD34/HLA-DR negativity (15
cases), weak CD38 expression (14 cases), asynchronous expression of CD13/CD33 (17 cases),
positivity of CD56 in five, and bright expression of CD7 in 10 cases; four cases expressed CD19
and CD56, and six had monoblastic phenotype.

Using DifN and LAIP approaches, we found fourteen AML cases with MRD+. Two cases had
blasts detectable above the threshold of 0.1% (0.04% and 0.05%) and were included in the
MRD+ group. Three patients with low expression or negative CD34 at relapse were considered
as MRD- in the pre-transplant analysis. These cases were most likely false negatives, but the

flow cytometry analysts did not previously know this LAIP.

The clinical and biological characteristics of the patients, including LAIPs strategy in each case,

are shown in Supplementary Table S2.
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Pre- and Post-transplant MRD Kiinetics
Post-transplant minimal residual disease was assessed at the following time points:

D MRD d30 tested in 30 patients, with 2 MRD+ (relapses d116 and d117).
(I)  MRD d60 tested in 27 patients, with 2 MRD+ (relapses d116 and d168).
(III)  MRD d100 tested in 60, with 8 MRD+ (relapses days d116, d117, d205, d289, d405,
d744; two cases in follow-up).
(IV)  MRD d180 tested in 19 patients, with 3 MRD+, (relapses d347 and d405, one case
in follow-up).
(V)  MRD d360 tested in 18 patients, with 5 MRD+ (relapses d405, d426 and d488, two
cases in follow-up).
Relapses occurred in 8 patients from the pre-transplant MRD+ (22.9%) and three from the
MRD- (7.1%) groups, p=0.02. A significant correlation was observed between pre-transplant
MRD+ and positivity at d30 (p=0.02) and d100 (p=0.038), and between positivity at any time
point post-transplant with relapse (p=0.009).

Considering the 66 patients alive on d100, 39 (59.0%) were from the MRD- group and 27
(41.0%) from MRD+. Among these, 36 (92.3%) from the pre-transplant MRD- group remained
negative and alive at d100, while three MRD- patients were assigned as MRD+ at d100, and
subsequently relapsed (d269, d426 and d488). These three patients had low expression of CD34
at relapse, so they were most probably false negative cases at pre-transplant analysis®. Of the
MRD+ group, 17 out of 27 (62.9%) had MRD negative at d100 and were considered cured.
Eight patients (29.6%) had persistent MRD+ after transplantation, and six of these relapsed
later (d116, d117, d205, d289, d405, d744). Two patients had no detectable MRD on d100
(considered d100 MRD negative) but relapsed later (d347 and d488).

Survival and follow-up

The median follow-up for survivors was 2.96 years (range 2.74-3.2 years), with longer median
survival time in the pre-transplant MRD negative than MRD positive groups (3.7 years versus
2.1 years, p=0.001). Overall, 27 out of 74 patients died (35.0%), with seven patients (16.6%)
from the MRD- group (5 ALL/2 AML), and twenty (57.1%) from the MRD+ group (6 ALL/14
AML). The causes of death in the MRD- group included transplant-related toxicity (five
patients) and late relapse (two patients). In comparison, in the MRD+ group, twelve patients

died of transplant-related toxicity (7 bacterial sepsis, two fungal, one adenovirus), two patients
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had COVID-19 in the first year of follow-up, and eight patients died with relapse. NRM was
higher in MRD+ than MRD- groups (11.9% vs. 34.3%, p=0.019). A total of eleven patients
relapsed during the study, eight were from the MRD+ and three from the MRD- group (22.9%
vs. 7.1%, p=0.02).

Prognostic impact according to pre-transplant MRD status

Total cohort OS at 1 year was 74.4% (95% CI: 0.605-0.840) and 63.6% at 2 years (95% CI:
0.360-0.948), with higher OS in pre-transplant MRD negative (87.9%, 95% CI: 0.733-0.948)
than the MRD positive group (54.0%, 95% CI: 0.362-0.688), p=0.0001. MRD positivity before
transplantation was associated with lower EFS (85.3% MRD- vs. 51.1% MRD+, p=0.0004),
with significant differences in both ALL (81.5% MRD- vs. 50.0% MRD+) and AML (92.9%
MRD- vs. 51.4% MRD+) diseases, p=0.006 (Figure 2).

The cumulative incidence of relapse two years after transplantation was 2.6% in MRD- group
(95% CI: 0.002-0.118) compared to 17.5% in the MRD+ group (95% CI: 0.069-0.321), p=0.04.
The cumulative incidence of NRM was 31.4% in the MRD+ group (95% CI: 16.9-47.1) vs.
12.1% in the MRD- group (95% CI: 4.4-24.1), p=0.019, with five deaths in remission in MRD-
group and twelve in MRD+ group.

Outcome results are presented in Table 3 and Figure 2 curves.
Prognostic impact according to post-transplant MRD status

Patients with persistent detectable post-transplant MRD at d100 had significantly lower one-
year OS rates (53.3%, 95% CI: 0.177-0.796) compared to patients with MRD negative at this
time point (92.4%, 95% CI: 0.81-0.971), p<0.0001 (see Supplementary Figure S5). As
expected, patients with positive MRD at d100 exhibited a higher cumulative incidence of

relapse (3.9% vs. 55.6%, p< 0.0001), Figure 2.
Competing risks analysis

Competing risk analysis (Gray test) showed that patients transplanted in first complete
remission (CR1) had better OS (80.7%, 95% CI: 67.1-89.1) than another clinical situation
(53.8%, 95% CI: 32.3-71.2), p=0.0009. Other pre-transplant variables such as age, donor type,
TBI use and donor chimerism were not significant for OS or EFS in competing risk analysis,

as shown in Supplementary Table S3.
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The cumulative incidence of relapse was significantly lower in patients transplanted at CR1
(»=0.02) and in those who received TBI in the conditioning (p=0.001), Figure 2. There were no
differences in the cumulative incidence of NRM between groups (p=0.197). However,
considering leukemia subtypes we found that in patients with ALL and negative pre-transplant
MRD, the cumulative incidence of NRM was 18.9% (95% CI: 6.7-35.8) compared to 50.0%
(95% CI: 19.2-74.8) in MRD+, and no patients with AML and pre-transplant MRD negative
died in remission vs. 21.7% (95% CI: 7.6-40.4) of AML with MRD+, p=0.0158.

Clinical Sensitivity and Specificity

A contingency table was constructed considering MRD positivity before HCT, MRD status at
d100, and recurrence at two years of follow-up. The presence of detectable pre-transplant MRD
had a high negative predictive value (NPV) for predicting relapse (91.4%), but a positive
predictive value (PPV) of only 19.1%, with low clinical sensitivity and specificity. However,
positive pre-HCT MRD shows 92.0% NPV, with 73.0% sensitivity and 65.0% specificity in
predicting positivity at d100. On the other hand, the persistence of post-transplant MRD
positivity on d100 showed high specificity and PPV (100%) for predicting relapse, with an NPV
0f 97.0% and a sensitivity of 71.0% (see Supplementary Table S4).

DISCUSSION

Consistent with prior research, our results demonstrated that pre-transplant MRD assessment
through flow cytometry accurately identified patients with adverse prognoses, including lower
overall and event-free survival rates***’, and a higher likelihood of relapse and NRM!®!4,
Furthermore, the persistence of detectable residual disease post-transplantation, especially at
day 100, demonstrates high clinical specificity, sensitivity, and predictive values for

relapse®!>1°,

Our analysis confirmed that in a real-world context, both MRD positivity and disease status at
the time of transplantation were associated with a higher risk of death. Similarly, after
adjustment for clinical status, MRD negativity before HCT was significantly associated with
improved survival, particularly in patients in first complete remission. These results support the
hypothesis that patients with high-risk leukemia in first complete remission who have negative

MRD are the ones most likely to benefit from allogeneic transplantation'®!°.
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From a methodological point of view, while flow cytometry tests for MRD detection in acute
lymphoblastic leukemia have become well-established?®°, challenges persist in standardizing
tests for acute myeloid leukemia*’*! due to the lack of specific markers and potential clonal
evolution®'. Nevertheless, innovative technologies, including leukemic stem cell
quantification®? and molecular assays, offer promise in reducing the likelihood of false-negative

5334 and providing additional insights on clonal architecture®>-%%, Although molecular

results
biology was not used as a comparator in this study, identifying residual disease at levels below
10 allowed the detection of at least four cases with very low disease burden. However, due to
the limited number of patients evaluated, no definitive conclusions can be drawn regarding the

absolute necessity of such detection levels in this context, as is discussed in literature®.

In addition to pre-transplant analyses, monitoring the kinetics of minimal residual disease after
transplantation can serve as a crucial indicator of relapse risk. Notably, detectable MRD at day
100 post-transplant has emerged as a reliable predictor of subsequent relapses'®?>?’. In the
present study, the persistence of detectable MRD at day 100 was significantly associated with
survival and cumulative incidence of relapse compared to patients with negative MRD at this
time point. Similarly to our data, a recent multicenter retrospective analysis involving 295
AML patients undergoing hematopoietic cell transplantation indicated that patients who
reached d100 and either maintained or developed a new positive MRD had an unfavourable
short-term prognosis, regardless of their MRD status before transplantation®”. Another recent
study suggested that MRD identification conducted earlier post-transplant, specifically between
days 20 and 40, can aid the possibility of implementing preventive strategies to mitigate the
risk of relapse'>°. In our cohort, only half of the patients were tested for MRD on day 30 post-
transplant, with two cases returning MRD positive. Notably, both patients experienced relapse
around d100, suggesting an inferior prognosis. However, the small number of patients who
were alive and MRD-positive at post-transplant time points limits our ability to draw definitive

conclusions.

Given the heterogeneity of the patient population in this study and the relatively small number
of events, careful interpretation of subgroup analyses is essential. Differences in disease biology
among leukemia subtypes, treatment-related complications, and patient-specific factors
significantly influence relapse rates and relapse-free mortality*®. For instance, our study found
that relapses were more common in myeloid leukemias, a highly heterogeneous group with
diverse prognostic factors, including distinct cytogenetic and molecular abnormalities that

affect treatment response®. Although allogeneic transplant is considered the best option for
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AML patients with persistent MRD after first-line treatment, tumour burden, even at the MRD
level, is one of the variables with the greatest impact on the outcome after treatment, as
described in different studies using molecular or flow cytometry techniques®'>!'*. However,
pre-transplant MRD positivity in AML does not always predict imminent relapse, as the graft-
versus-leukaemia (GVL) effect can effectively target residual leukemic cells®. In contrast,
MRD positivity at day 100 post-transplant demonstrated high specificity and robust predictive

59,60

value for relapse’””, enhancing the importance of continuous MRD monitoring during this

critical period.

The unexpected association between MRD status and NRM in acute lymphoblastic leukemia in
the present study merits further investigation. The potential contributing factors may include
treatment-related toxicities, such as the use of high doses of TBI, the presence of aggressive or
chemoresistant disease, intensified pre-transplant therapies and delayed immune recovery>®.
Recent comprehensive data from the Brazilian Hematopoietic Stem Cell Transplant Registry
(HSCTBR), covering 9,800 transplants performed between 2012 and 2022, highlighted
infections as the predominant cause of death within the first 100 days across all transplant
types’!. This underlines the urgent need for local and national initiatives to improve MRD
monitoring and adjust treatment plans for this subgroup of patients in our country. Strategies
could include earlier referral for transplantation, better infection control measures and
adjustments in transplant-related variables®'*>%, On the other hand, our findings indicate that,
despite the high toxicity associated with total body irradiation in conditioning, it significantly
reduced relapse rates. This suggests the need to carefully balance the risks and benefits of TBI
use as its enhanced disease control may outweigh potential complications, particularly in

resource-limited settings®3!->.

Despite several limitations, such as the small number and heterogeneity of the cohort, our study
demonstrates the feasibility and usefulness of flow cytometry as a sensitive, suitable, and cost-
effective tool for detecting MRD in acute leukemia in the context of hematopoietic cell
transplantation, particularly in resource-limited settings where molecular techniques may not
be readily available®®. Furthermore, at a regional level, the implementation of the new
generation 8-colour flow cytometry technique was essential both in the peri-transplant context
and more generally, as before this study, only less sensitive methods, such as 4-colour flow

cytometry or morphological assessments, were used in our setting™*>’.
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Overall, our findings underscore the critical role of MRD assessment before transplantation in
guiding transplant decisions and identifying patients who may require tailored interventions.
Furthermore, the persistence of MRD at any point post-transplant signals a high risk of relapse
and identifies patients who could benefit from proactive interventions. These interventions
might include reducing immunosuppression, implementing targeted therapies, or introducing
novel anti-leukemic agents'®3%* In conclusion, these findings emphasize the importance of
incorporating peri-transplant MRD kinetics into the routine management of acute leukemia,
particularly in low/middle-income countries, where resource optimization and -early

intervention can significantly impact patient outcomes.
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FIGURES

Figure 1: Flow chart of patients included in the study showing post-transplant MRD kinetic
considering the pre-transplant MRD status. Abbreviations: ALL, acute lymphoblastic leukemia;
AML, acute myeloid leukemia; BCP-ALL, B-cell precursor acute lymphoblastic leukemia;
HCT, hematopoietic stem cell transplantation; days d30; d100; MDS, myelodysplastic disease;

MRD, measurable residual disease; NRM, non-relapse mortality.

Figure 2: Overall survival curves (Kaplan-Meier) considering pre-transplant MRD+ vs. MRD-
groups and clinical situation; cumulative incidence of relapse (CIR) and non-relapse mortality
(NRM); event-free survival (EFS) considering pre-transplant MRD+ versus MRD- groups and
the four leukemia disease subgroups (ALL MRD-; ALL MRD+; AML MRD- and AML
MRD+), and CIR considering TBI use and MRD+ at d100.

TABLES

Table 1: Demographic and clinical characteristics according to pre-transplant MRD status.
Table 2: Post-transplant events according to pre-transplant MRD status.

Table 3: Outcomes according to pre-transplant MRD status.
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Supplementary Table 1: Flow cytometry staining 8-color tubes panel designed to the leukemia
diagnostic type (B-cell, T-cell, and myeloid leukemia).
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Supplementary Table S3: Univariate Analysis

Supplementary Table S4: Contingency table
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Table 1: Demographic and clinical characteristics according to pre-transplant MRD status

Total (n=77) MRD-(n=42, 54.5%) MRD+ (n=35, 45.5%) p-value
Age (y, mediantsd) 36.4+17.4 34.5£16.2 34.7£17.3 0.785
Children<14y 10 (14.9%) 5 (14.7%) 5 (15.2%) 0.614
Male (n/%) 43 (55.8%) 24 (57.1%) 19 (54.3%) 0.822
Disease type
AML (n=38) 38 (49.4%) 15 (39.5%) 23 (60.5%) 0.251
ALL (n=39) 39 (50.6%) 27 (69.2%) 12 (30.8%)
BCP-ALL 29 (74.3%) 19 (45.2%) 10 (28.6%) 0.693
T-Cell ALL 10 (13.0%) 8 (19.0%) 2 (5.7%) --
BCR::ABL positive 14 (35.9%) 9 (37.5%) 5(41.7%) 0.544
Disease stage
CR1 53 (68.8%) 35 (83.3%) 18 (51.4%) 0.003
CR2 or more 24 (31.2%) 7 (16.7%) 17 (48.6%)
Cell source 0.368
Bone marrow 44 (57.1%) 26 (61.9%) 18 (40.9%)
Peripheral blood 33 (42.9%) 16 (38.1%) 17 (48.6%)
Number of cells
CNT (x10%uL, median+sd) 6.2+3.2 5.7+£3.1 6.3£3.1 0.874
CD34 (x106/uL, median+sd) 6.2+3.5 5.54+2.85 6.5+3.35 0.125
Donnor
Matched related donor 38 (49.4%) 19 (45.2%) 19 (54.3%) 0,257
Unrelated donor 27 (35.1%) 18 (42.9%) 9 (25.7%)
Haploidentical donor 12 (15.6%) 5(11.9%) 7 (20.0%)
HLA Incompatibilities
None 43 (55.8%) 23 (54.8%) 20 (57.1%) 0.860
One 22 (28.6%) 13 (31.0%) 9 (25.7%)
Two or more 12 (15.6%) 6 (14.3%) 6 (17.1%)
Preparatory regimen
Cy+TBI+/-ATG 35 (45.5%) 26 (61.9%) 9 (25.7%) 0.006
BU+Cy 38 (49.4%) 14 (33.6%) 24 (68.6%)
Other (Fludarabine based) 4 (5.2%) 2 (4.8%) 2 (5.2%)
TBI (yes) 41 (53.2%) 28 (66.7%) 13 (37.1%) 0.012
GvHD prophylaxis
MTX+CSA 60 (77.9%) 33 (78.6%) 27 (77.1%) 0.888
PTCy+CSA+MMF 17 (22.1%) 9 (21.4%) 7 (22.9%)

Legend: Data are described as n (%) or mean + standard deviation. p-values were determined using 7-fest, Pearson’s, Fisher’s exact test, chi-square, or
Wilcoxon-Mann-Whitney test. ALL: Acute lymphoblastic leukemia; AML: Acute myeloblastic leukemia; ATG, rabbit antithymocyte globulin; MRD:
Measurable residual disease; CR: Complete remission; GVHD: graft-versus-host disease; HCT: Hematopoietic cell transplantation; BM: Bone marrow;
PB: Peripheral blood; PTCy: Post-transplant cyclophosphamide; TBI: Total body irradiation; Cy: Cyclophosphamide; BU: Busulfan; MTX: Methotrexate;
MMEF: Mycophenolate mofetil.
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Table 2: Post-transplant events according to pre-transplant MRD status

Total (n=77) MRD-(n=42) MRD+ (n=35) p-value

Mucositis grade ITI-IV 58 (75.3%) 30 (71.4%) 28 (80.0%) 0.656

Neutrophil engraftment (days) 19.3+4.3 19.6+4.3 18.5+3.5 0.753

Platelet engraftment (days) 21.2+7.4 24.248.3 18.445.8 0.257

Infection during HCT 42 (54.5%) 21 (50.0%) 21 (60.0%) 0.491

ICU in first 100 days 17 (22.1%) 6 (14.3%) 11 (31.4%) 0.099

CMV reactivation 26 (33.8%) 15 (37.5%) 11 (31.4%) 0.971

Acute GVHD grades II-IV 22 (28.6%) 9 (21.4%) 13 (37.1%) 0.140

Chronic GvHD 39 (50.6%) 21 (50.0%) 18 (51.4%) 0.901

d100 chimerism 0.497
100% donor 45 (80.4%) 30 (83.3%) 15 (75.0%)
5%-99% donor 11 (19.6%) 6 (16.7%) 5(25.0%)

Legend: Data are described as n (%) or mean +/- standard deviation. p-value was determined using a #-fest, Pearson’s and Fisher’s exact test, chi-
square or Wilcoxon-Mann-Whitney test. MRD, measurable residual disease; CR, complete remission, HCT, hematopoietic cell transplantation; ICU,
intensive care unit; GVHD, graft-versus-host disease; CMV, Cytomegalovirus, NRM, non-relapse mortality.

Table 3: Outcomes according to pre-transplant MRD status

Outcomes MRD-(n=42) MRD+ (n=35) p-value
0OS (2y) 87,9% (73.3-94.8) 54.0% (36.2-68.8) 0.0001
EFS (2y) 85.3% (70.1-93.1) 51.1% (33.6-66.2) 0.0004
CI Relapse 2.6% (2.0-11.8) 17.5% (6.9-32.1) 0.049
CINRM 12.1% (4.4-24.1) 31.4% (16.9-47.1) 0.197
Relapse (n, %) 3(7.1%) 8 (22.9%) 0.020
NRM (n, %) 5(11.9%) 12 (34.3%) 0.019
Median survival time (days) 1345 +£92 769 + 125 0.001

Legend: Data described as n (%) or mean +/- standard deviation. Kaplan-Meier and Log-Rank test was used to survival rates, with 95%
confidence interval and ranges. ALL, acute lymphoblastic leukemia; AML, acute myeloblastic leukemia; CI, cumulative incidence; MRD,
mensurable residual disease; NRM, non-relapse mortality.
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Supplementary Figure 83
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Supplementary Figure S5: Kaplan-Meier analysis emploving a landmark approach at day 100 showing the impact of MED
detectable at d100 in one-year overall survival (92.4% vs 53.3%, p<0.0001).
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A bstrack Monitoring measurable residual disease (MED) is critical for the management of
B-cell acufe lymphoblastic leukemia (B-ALL). While a quantitative assessment of BCRzABLI
transcripts is standard for Philadelphia chromosome-positive cases (Ph+ ALL), a multi-
parameter Aow cytometry (FCM) is commonly used for MED detection in other genetic
subtypes. A total of 106 B-ALL patients underwent genetic and phenoty pic analyses.
Amaong them, 27 patients (20 adults and 7 children) harbored the H9:22)(g34.1;q11.2) translo-
cation and/ or the BCRzABL1 rearrangement A high cormelation bebween the BCR:ABL1
transcript levels (PCR-MRD)} and a standardized FCM-based method for MRD detection
(FCM-MED) was observed (r = 0.7801, p < 0.001}, with a concordance rate of 88%: (k= 0.761).
The FCM detected MED in 82:9%, of the samples with transcaript levels of > 0L01%. The
CD344+CD38—/ dim blast pattern was significantly more frequent in Ph+ ALL (T77%),
compared to other B-ALL cases (2002%, pr < 0.0001). Additionally, Ph+ ALL exhibited a
higher expression of CD66c+ /CIF3+ (94.0% vs. 56.9%), CDobc+/ T304+ (58.8% vs. 6.4%),
and CD73+/CD304+ (75.5% ve 155%) than the other BALL subtypes (p < 0.001). In
conclusion, this high-sensitivity FCM-MED demonstrated comparable performance to the
PCR-MRED, serving as a complementary tool for MED assessment in Ph+ ALL. Moreover,
a distinct leukemia-associated immunophenotype was identified, highlighting potential
biomarkers for MED monitoring,

Keywords: acute lymphoblastic leukemia; Philadelphia ch positive acute
leukemia; measurable residual disease; flow cytometry; chronic myeloid leukemia blast
phase; leukemia associated-immunophenotype

1. Introduction

The mecurrent chromosomal and molecular abnormalities that characterize acute lym-
phoblastic leukemia (ALL) subtypes are of great value for diagnosis, risk stratification,
disease monitoring, and treatment selection [1,2]. Among these, the BCR:ABLI-positive
B-ALL, here called Philadelphia chromosome-positive acute leukemia (Ph+ ALL), occurs in
2-5% of pediatric and 15-25% of adult ALL cases [3]. This genetic abnormality is pivotal in
determining the prognostic stratification and guiding the therapeutic decisions in acute
leukemia, The incorporation of an intensive chemotherapy combined with tyrosine kinase
inhibitors (TKIz) has transformed the treatment landscape for Ph+ ALL, with 94-100%
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Comprehensive Analysis of High-Sensitive Flow Cytometry and Molecular
Mensurable Residual Disease in Philadelphia Chromosome-Positive Acute

Leukemia

Abstract: Monitoring measurable residual disease (MRD) is critical for the management
of B-cell acute lymphoblastic leukemia (B-ALL). While a quantitative assessment of
BCR::ABLI transcripts is standard for Philadelphia chromosome-positive cases (Ph+
ALL), a multiparameter flow cytometry (FCM) is commonly used for MRD detection in
other genetic subtypes. A total of 106 B-ALL patients underwent genetic and phenotypic
analyses. Among them, 27 patients (20 adults and 7 children) harbored the
1(9;22)(q34.1;q11.2) translocation and/or the BCR::ABL1 rearrangement. A high
correlation between the BCR::ABL1 transcript levels (PCR-MRD) and a standardized
FCM-based method for MRD detection (FCM-MRD) was observed (» = 0.7801, p <
0.001), with a concordance rate of 88% (x = 0.761). The FCM detected MRD in 82.9%
of the samples with transcript levels of > 0.01%. The CD34+CD38—/dim blast pattern
was significantly more frequent in Ph+ ALL (77.7%), compared to other B-ALL cases
(20.2%, p < 0.0001). Additionally, Ph+ ALL exhibited a higher expression of
CD66¢c+/CD73+ (94.0% vs. 56.9%), CD66¢+/CD304+ (58.8% vs. 6.9%), and
CD73+/CD304+ (75.5% vs. 15.5%) than the other B-ALL subtypes (p < 0.001). In
conclusion, this high-sensitivity FCM-MRD demonstrated comparable performance to
the PCR-MRD, serving as a complementary tool for MRD assessment in Ph+ ALL.
Moreover, a distinct leukemia-associated immunophenotype was identified, highlighting

potential biomarkers for MRD monitoring.

Keywords: acute lymphoblastic leukemia; Philadelphia chromosome-positive acute
leukemia; measurable residual disease; flow cytometry; chronic myeloid leukemia blast
phase; leukemia associated-immunophenotype.
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1. Introduction

The recurrent chromosomal and molecular abnormalities that characterize acute
lymphoblastic leukemia (ALL) subtypes are of great value for diagnosis, risk
stratification, disease monitoring, and treatment selection [1,2]. Among these, the
BCR::ABLI-positive B-ALL, here called Philadelphia chromosome-positive acute
leukemia (Ph+ ALL), occurs in 2—5% of pediatric and 15-25% of adult ALL cases [3].
This genetic abnormality is pivotal in determining the prognostic stratification and
guiding the therapeutic decisions in acute leukemia. The incorporation of intensive
chemotherapy combined with tyrosine kinase inhibitors (TKIs) has transformed the
treatment landscape for Ph+ ALL, with 94-100% of patients achieving complete
hematological remission with minimal induction-related mortality [3,4].

Philadelphia chromosome-positive diseases demonstrate significant variability in
immunophenotype, genetic, and molecular features [5]. The distinction between “de
novo” Ph+ ALL and chronic myeloid leukemia presenting as lymphoid blast phase
(CML-BP) remains a clinical challenge, particularly in patients without a prior diagnosis
of CML [5,6]. The isoform of the BCR::ABLI1 fusion transcript appears to reflect the
distinct biological origins and clinical implications of these conditions [7-9] since the
resulting oncoproteins (p190, p210, or p230) differ significantly in their characteristics,
kinase activity, and the signaling pathways they activate [10—12]. However, these entities
cannot be clearly distinguished by the immunophenotype or the differences in the fusion
protein. Otherwise, the underlying difference reflects the target cell for the transformation
event, either a multipotent or a later progenitor serving as the target [ 13].

In recent years, the assessment of measurable residual disease, formerly minimal residual
disease (MRD), has become a cornerstone in managing acute leukemia, including the
Philadelphia chromosome-positive B-ALL.

MRD monitoring provides a more refined evaluation of the treatment response [14,15],
which is particularly critical in patients undergoing hematopoietic stem cell
transplantation (SCT), where the absence of a detectable disease before the transplant is
strongly associated with improved long-term outcomes [16,17].

Immunoglobulin rearrangement testing (Ig/TCR) is the standard method for the MRD
assessment in ALL, but the technical expertise and instrumentation required limit its
application to specialized centers [18]. MRD is typically monitored in patients with Ph+
ALL using a BCR::ABL1 transcript quantification through a specific real-time
quantitative polymerase chain reaction (RQ-PCR) assay [19,20]. PCR-MRD provides a
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specific and highly sensitive blast detection, allowing for a timely intervention and
adjustment of therapy [20]. However, recent studies have reported that BCR::ABL1
rearrangements can persist in non-lymphoblastic cells in patients with negative Ig/TCR
results. These discrepancies have been attributed to multilineage involvement and clonal
hematopoiesis [12,13].

Although a quantitative measurement of the fusion gene effectively tracks transcript
levels in Ph+ B-ALL cases, in patients with other genetic subtypes, multiparameter flow
cytometry (FCM) profiling has been used for MRD detection with a good performance
[21,22]. In fact, FCM-MRD detection represents a technically challenging and rapidly
advancing application of flow cytometry. The earlier studies, which primarily employed
three- or four-color techniques, faced significant challenges in distinguishing the
leukemic cells from normal B-lineage subpopulations in bone marrow regeneration, both
during and after treatment [22,23]. Furthermore, the accuracy and reliability of
conventional FCM are influenced by several critical factors, including the number of
acquired cellular events and parameters analyzed, as well as the specificity of studied
antigens [24,25].

Over the past decade, technological advancements have significantly improved FCM-
MRD detection, with six- to ten-color FCM methods demonstrating substantial
enhancements in sensitivity and precision [25]. The validation of a flow cytometry for
high-sensitive testing has expanded its usefulness by incorporating new markers and
sample preparation techniques that allow for acquiring more cellular events. In this way,
several groups have been introducing 8 to 12-color FCM-MRD methods in B-cell
precursor acute lymphoblastic leukemia (B-ALL), the sensitivity of which could be
compared with current molecular techniques [24,26-28].

In 2017, the EuroFlow™ group proposed a sensitive and reliable flow cytometry method
for assessing MRD, where the leukocyte markers, corresponding antibodies and
fluorochromes were strategically selected using a multidimensional principal component
analysis (PCA) based on their contribution to distinguishing between abnormal and
regenerating precursor B-cells [24]. The inclusion of markers associated with genetic
abnormalities, such as CD66¢c, CD73 and CD304, has significantly enhanced the
detection of residual blasts [29]. By combining these markers in a single fluorescence
channel, this protocol identified abnormal expression patterns in around 70% of B-ALL
patients [24]. Additionally, a total lysis protocol, combined with standardized instrument

settings, ensures a consistently high analytical sensitivity [30].
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obThis approach is particularly relevant in our setting, where implementing MRD
assessments using Ig/TCR qPCR or next-generation sequencing (NGS) presents
significant challenges. While FCM-MRD requires specialized equipment and trained
personnel, it is often more accessible in resource-limited settings, compared to NGS or
Ig/TCR qPCR, due to its lower cost and faster turnaround time. Additionally, we
comprehensively analyzed the clinical, phenotypic, and genetic-molecular characteristics
of a unique cohort of Philadelphia chromosome-positive acute leukemia patients, offering

valuable insights into this high-risk group.

2. Results

2.1 Patient Cohort

A retrospective cohort of 125 acute lymphoblastic leukemia (ALL) patients were
followed between 2017 and 2024 in the Flow Cytometry Laboratory of Hospital de
Clinicas da Universidade Federal do Parana, Curitiba, Brazil.

This study excluded cases of T-cell ALL (n = 18) and mixed-phenotype acute leukemia
(MPAL) My/T (n=1), so 106 B-ALL patients were available for genetic and phenotypic
analysis. Among them, 27 patients (20 adults and 7 children) with the
t(9;22)(q34.1;q11.2) translocation and/or BCR::ABL1 rearrangement were selected for a
detailed analysis of transcript subtypes and clinical, morphological, and phenotypic
characteristics. The control group included 79 B-ALL patients (27 adults and 52 children)
with availability for a high-sensitivity MRD analysis. This group comprised 24 cases with
diploid karyotypes and 36 with cytogenetic abnormalities: 12 hyperdiploidy karyotypes,
5 ETV6::RUNXI cases, 2 E2A::PBX cases, and 10 with KMT2A rearrangements
(KMT2Ar). Seven patients exhibited varied abnormalities, including two cases with del6,
isochromosomes 1(9) and i(7), one add7, one t(8;12) and one del(14). Additionally,
nineteen patients lacked metaphases or molecular results.

Figure 1 shows the percentage distribution of genetic alterations and differences between

children and adult cohorts.
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Distribution of Genetic Alterations in Children and Adults
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Figure 1. Distribution of available recurrent genetic alterations between children and adult cohorts.

2.1 Cytogenetic and Molecular Biology

A cytogenetic analysis and a molecular screening at diagnosis revealed nine patients with
additional cytogenetic abnormalities, including complex/variant Philadelphia
chromosomes, and five cases with cryptic Philadelphia chromosomes harboring
BCR::ABLI rearrangements. The B/My MPAL patient had a hypodiploid karyotype with
a rare (7;14) translocation (see Supplementary Table S1).

Regarding BCR::ABL1 fusion transcript types, 17 patients (63.0%) expressed only the
p190 (ela2) fusion and were classified as having “de novo” Ph+ ALL, while 10 patients
(37.0%) expressed the p210 fusion and were categorized as having secondary lymphoid
blast transformations of chronic myeloid leukemia (CML-BP).

Among CML-BP patients, three (10.0%) expressed only the p210 transcript: two with
el3a2 (b2a2) and one with el4a2 (b3a2). Seven cases (23.3%) co-expressed p190 and
p210 transcripts, including two with el14a2 (b3a2) and ela2, three with el3a2 (b2a2) and
ela2, and two with three transcripts: el3a2 (b2a2), el4a2 (b3a2), and ela2.
Supplementary Table S1 summarizes the genetic and molecular characteristics of the 27

Philadelphia chromosome-positive patients.
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2.3 Clinical Characteristics and Outcomes

The BCR::ABLI-positive B-ALL group included 7 children and 20 adults, with a median
age of 31.3 years (range 3.8—75.6). Nine patients presented leukocytosis and neutrophilia
on the initial complete blood count, suggesting a multilineage involvement, although only
two had documented chronic-phase CML with prior tyrosine kinase inhibitor treatment.
The extramedullary disease was observed in four patients: two with central nervous
system involvement, one with breast infiltration, and one with liver infiltration (detailed
in Supplementary Table S2).

Per referral centre protocols, patients received induction polychemotherapy combined
with TKIs (imatinib, nilotinib, or dasatinib). Allogeneic stem cell transplantation (SCT)
was performed for eligible patients in the first complete remission [31].

After induction chemotherapy, only two patients achieved negative FCM-MRD and PCR-
MRD status. Fifteen had positive MRD levels (>0.01%), while eight had active diseases
(MRD > 5%). Two patients exhibited primary refractory disease and did not receive
further therapy. Early mortality occurred in five older adults (18.5%) due to induction
failure or refractory disease. Three pediatric and two young adult (AYA) patients
achieved durable remission with TKIs and high-dose chemotherapy without SCT. Six out
of nineteen patients undergoing SCT experienced relapses, with four requiring a second
SCT. Four relapsed patients and six with transplant-related toxicity died. Nine patients
remained in extended follow-up post-SCT.

The mean age at diagnosis was comparable between the BCR::ABLI-positive B-ALL
subgroups: 29.3 years for p190 Ph+ ALL patients and 36.3 years for p210 CML-BP
patients. Initial blood counts revealed significantly lower mean leukocyte levels in the
Ph+ ALL group compared to the CML-BP group (17,358/uL vs. 129,711/uL, p = 0.01).
No significant differences were found between the groups regarding precursor left shift,
blastic predominance, hemoglobin levels, or platelet counts. The overall survival (OS)
was 62.4% for the “de novo” Ph+ ALL group and 56.2% for the CML-BP group (HR
0.701, 95% CI 0.2098-2.226, p = 0.53). Event-free survival and relapse rates were
comparable between “de novo” Ph+ ALL and CML-BP groups. As no other notable
differences were identified, the patients were analyzed collectively as a single

Philadelphia chromosome-positive B-ALL group (Ph+ ALL).
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2.4 Immunophenotypic Analysis

In this series, Ph+ ALL patients exhibited a typical common pre-B cell immunophenotype
(CD19 and CDI10 positive, cytoplasmic IgM-negative), like other B-ALL cases.
However, four cases displayed weak or heterogencous CDI10 expression (see
Supplementary Table S3).

A CD34 strong expression was observed in nearly all Ph+ ALL cases (96.3%), compared
to 48.8% of other B-ALL patients. Conversely, CD38 expression was negative or dim in
most Ph+ patients (22.2% CD38 positive), versus the 62% in other B-ALL cases. As a
result, the CD34++CD38-/dim blast pattern was significantly more frequent in Ph+ ALL
patients (77.7%) than in other B-ALL cases (20.2%, p < 0.0001).

Figure 2 presents a heatmap illustrating the correlation between genetic alterations and
maturation phenotypes, showing the strong association of the CD34++CD38-/dim
expression pattern with BCR::ABLI-positive B-ALL cases.

Heatmap of Genetic Alteration vs Maturation (New Data)

BCR::ABL1

E2A::PBX1

Hyperdiploidy

KMT2A
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CD34+CD38+ CD34-CD38-dim  CD34-d/CD38++
Maturation

CD34++CD38-d

Figure 2. Heatmap illustrating the correlation between genetic alterations and maturation phenotypes,
emphasizing the significant association of expression pattern CD34++CD38-/dim with BCR::ABLI-
positive B-ALL cases and CD34+CD38+ with hyperdiploidy.
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Although BCR::ABLI-positive B-ALL did not correlate with any specific marker (p =
0.34), all cases in this series exhibited at least one leukemia-associated immunophenotype
(LAIP) suitable for MRD monitoring via flow cytometry (Supplementary Table S2).
CD66¢ expression was evaluated in 20 patients (74%), with 14 (70%) showing CD66¢
positivity and 6 (30%) exhibiting negative expression. Markers CD73 and CD304 were
assessed in 17 patients (63%). In this group, eight cases (47%) were double-positive for
CD66¢+/CD73+ with CD304 negative, and the other eight cases were triple-positive for
CD66¢+/CD73+/CD304+. Additionally, nine cases (53%) were double-positive for
CD66¢+/CD304+, with CD73— expression. CD123 was tested in 26 cases (93%) and was
positive or dimly positive in 19 cases (73%).

Notably, the six patients with negative CD66¢ expression demonstrated strong positivity
for CD73 and/or CD304, ensuring all Philadelphia chromosome-positive cases expressed
antigens suitable for flow cytometric MRD monitoring.

Among the cases tested for the three markers (CD66¢, CD304, and CD73), eight of the
seventeen Ph+ cases (47.0%) and twenty-five of the fifty-eight non-Ph+ cases (43.1%)
were positive for all three markers, with no significant difference between the groups.
Figure 3 illustrates a representative case with CD73+ and CD34+CD38—/dim

lymphoblasts.
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Figure 3. Representative MRD flow cytometry plots and APS1 view showing lymphoblasts (red) exhibiting
the phenotypes CD10++, CD20 negative, CD34+, CD38-/dim, CD66c/CD123 negative and
CD73/CD304++. Positivity of CD73 was confirmed on BV605 fluorochrome. APS view shows clear
distinction between blasts (red), mature B-cells (blue), and B-cell precursors (green).

113




Table 1 shows the immunophenotypic differences observed between Philadelphia

chromosome-positive cases and other genetic subtypes of B-ALL.

Table 1. Immunophenotypic differences between Ph+ ALL cases and other B-ALL.

LAIP Expression Ph+ ALL (n=17) Other B-ALL (n=58) p-Value *
CD66¢c+ 14/20 tested ** (70.0%) 49 (84.5%) 0.755
CD73+ 14 (82.3%) 47 (81.0%) 1.000
CD304+ 15 (88.2%) 38 (65.5%) 0.026
CD73+/CD304+ 13 (76.5%) 9 (15.5%) <0.0001
CD66+/CD304+ 10 (58.8%) 4 (6.90%) <0.0001
CD66+/CD73+/CD304+ 8 (47.0%) 25 (43.1%) 0.660
Ph+ ALL (n =27) Other B-ALL (n=79) p-Value *
CD123+ 19 (70.4%) 39 (49.4%) 0.074
CD10+ 23 (85.2%) 62 (78.5%) 0.581
CD34+ 26 (96.3%) 37 (46.8%) <0.0001
CD38+ 6 (22.2%) 46 (58.2%) 0.0016
CD34+/CD38 neg/dim 21 (77.8%) 21 (26.6%) <0.0001

Legend: LAIP, leukemia-associated immunophenotype; Dim, low expression; Neg, negative expression;
Ph-+, Philadelphia chromosome; * Fisher exact test considering tested cases for each marker n(%). ** The
marker CD66¢ was tested in 20 cases from the Ph+ ALL group.

2.5. Comparison between Ph+ and other B-ALL cases

In the B-ALL control cohort, normal karyotypes were positively associated with CD66¢+
expression (p = 0.006), while other genetic abnormalities showed no significant
association with specific LAIPs (p = 0.076).

Among the cases with confirmed genetic abnormalities, TEL::AMLI was significantly
associated with CD73+ and CD73+/CD304+ expression (p = 0.002); E24::PBXI was
linked to CD73+ expression (p < 0.001); and hyperdiploidy karyotypes correlated with
positivity for two or three markers (CD66¢c+CD73+CD304+, p = 0.05). In contrast,
KMT24 rearrangements were associated with the loss of markers, including CD10 (Pro-
B ALL phenotype), and were negatively associated with CD66¢, CD73, and CD304
positivity. Double positivity for CD66¢+/CD73+ (56.9% vs. 94.0%), CD66¢+/CD304+
(6.9% vs. 58.8%), and CD73+/CD304+ (15.5% vs. 75.5%) was significantly lower in
non-Ph+ B-ALL patients compared to BCR::ABLI-positive B-ALL patients (p < 0.001).
Figure 4 illustrates the correlation between genetic alterations and leukemia-associated

immunophenotypes using a heatmap.
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Heatmap of Genetic Alteration vs LAIP
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Figure 4. Heatmap illustrating the correlation between genetic alterations and LAIP phenotypes, showing
possible association between CD66¢+ and CD304+ with BCR::ABL]I cases.

2.6 Correlation Between FCM-MRD and PCR-MRD

A total of 19 diagnostic and 90 follow-up samples were analysed simultaneously using
RQ-PCR and flow cytometry (see Supplementary Table S4). Of the 109 samples studied,
RQ-PCR and FCM provided concordant qualitative results in 91 cases, resulting in
concordant results in 88% of cases (Kappa =0.761, p <0.001).

The quantitative comparison revealed a significant correlation between the percentage of
blasts detected by FCM-MRD and the number of transcripts (BCR::ABLI1/ABL ratio)
measured by RQ-PCR[31]. The Pearson correlation (r = 0.7801; 95% CI: 0.69—0.84, p <
0.001) and the Spearman correlation (r = 0.8618; 95% CI: 0.802—0.9045, p < 0.001) were
both statistically significant, as shown in Figure 5.

Flow cytometry exhibited a sensitivity of 78.9% (95% CI: 66.1-88.6%) and specificity
of 98.8% (95% CI: 89.7-99.9%) for blast detection compared to RQ-PCR transcript
analysis. Likewise, the positive predictive value was 97.8% (95% CI: 88.5-99.9%), and
the negative predictive value reached 80.9% (95% CI: 69.1-89.7%).
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Figure 5. Scatter plots showing a correlation between the percentage of blasts detected by multiparameter
flow cytometry (MFC) and BCR::ABLI transcript. Histogram showing the number of discrepant cases
between PCR-MRD and FCM-MRD.Flow cytometry plots and APS view from reanalysis of discrepant
FCM-MRD-/PCR-MRD+ case, showing 70 cellular events CD34+, CD38dim, CD304/CD73+, CD10++,
considered as blasts (pink); mature (green) and precursor B-cells (blue) are well distinguished by the APS1
view.
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Among the 52 PCR-MRD negative samples, 51 (98.1%) were also FCM-MRD negative.
For MRD-positive samples, FCM showed a detection rate of 78.9% (45 out of 57)
compared to RQ-PCR. In the cases with >0.01% positivity PCR-MRD, FCM reliably
detected ALL cells in 82.9% (39 out of 47) of the samples.

Considering the discordant results, 12 were PCR-MRD positive but FCM-MRD negative,
and in one sample MRD was detected by a flow cytometry but not by RQ-PCR. The
samples tested positive when using RQ-PCR, and the transcript level was detected at very

low expression levels, with MRD indices ranging from 0.007 to 0.105 (median 0.085).

2.7 Discrepant cases

After reviewing the discrepant cases, three samples with no detectable blasts in the highly
sensitive flow cytometry test (10,000,000 events acquired), RQ-PCR detected the e14a2
transcript, but it was not quantified, at levels below the limit of detection (LoD <
0.0001%). In one of these samples, the flow cytometry revision detected 0.0007% of
blasts (70 cellular events in 10,000,000) that were not accounted for in the initial FCM-
MRD report (see Figure 5).

The other eight discordant samples had insufficient cellular events in FCM to meet the
LoD and LLoQ thresholds for detecting MRD below 0.01%. Eight of nine samples were
collected during the first year of the project, before the full introduction of bulk lysis and
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the standardised FCM-MRD protocol. The discrepant sample, in which FCM found
0.07% leukemic blasts and PCR-MRD was negative, was subsequently FCM-MRD

negative in the two sequential reports. The discrepant cases are detailed in Table 2.

Table 2. Revision of discrepant cases between FCM-MRD and PCR-MRD.

LOD FCM-MRD. FCM-MRD ! BCR::ABLI1/ABL Ratio

<0.01% Not detected 0.0070%

<0.01% Not detected 0.0120%

<0.01% Not detected 0.0400%

<0.01% Not detected 0.0260%

<0.01% Not detected 0.0320%

<0.01% Not detected 0.0520%

<0.01% Not detected 0.0520%

<0.01% Not detected 0.1050%
<0.0002% Not detected > Detected above 0.0001% 2
<0.0002% Not detected 2 Detected above 0.0001% 2
<0.0002% Not detected * Detected above 0.0001% *
<0.001% 0.07% * Not detected

Legend: LoD Lower limit of detection. '—Samples with low number of acquired events in FCM-MRD;
2_Samples with a transcript e14a2 detected but not quantified above LoD (<0.0001%); >*—Sample with
el4a2 detected but not quantified and ela2 not detected; *—False positive FCM-MRD.

Most cases with the p190 (ela2) transcript achieved PCR-MRD negativity following
treatment or bone marrow transplantation. In patients with multiple BCR::ABLI
transcript types, the p190 (ela2) transcript is typically cleared before the p210 isoform
post-treatment. Among the six cases analyzed, p190 was cleared first in five, while in one
case, p210 disappeared before p190. Supplementary Figure S1 shows box plots revealing
the distribution of each MRD time point for groups Ph+ and Ph negative ALL. The plots
show overlaps and differences in their spreads and central tendencies, but there is no
significance between the groups (d15 p =0.273; d33 = 0.099; d90 = 0.483).

Supplementary Tables S5 and S6 show two examples of the dynamics of MRD

disappearance in both transplant and non-transplant settings.
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DISCUTION

Measurable residual disease in Philadelphia chromosome-positive disease, achieved with
the BCR::ABLI quantitative method, is the standard of care in CML and Ph+ acute
leukemias [3,15]. However, assessing the MRD using a multiparametric flow cytometry
has been the recommended practice in patients with other genetic subtypes [24,26,28].
The choice of methods usually depends on the expertise, resources, and design of the
clinical trial established in each setting.

This study observed a good correlation and concordant qualitative results between blast
percentages detected by highly sensitive flow cytometry and BCR::ABL1 transcript
levels in 109 concomitant samples. These findings are consistent with previous studies
that emphasize the potential complementary roles of molecular and flow-based assays
[16,21]. Flow cytometry showed high sensitivity and specificity, detecting MRD in
82.9% of cases with>0.01% residual disease by RQ-PCR, confirming its utility for
clinical monitoring. Notably, discordances primarily involved cases with very low
transcript levels (<0.001%) or insufficient cellular events for FCM thresholds.

A detailed review of FCM data revealed missed blasts in one sample, emphasizing the
importance of meticulous analysis to ensure accurate results. Furthermore, the FCM-
MRD samples with low sensitivity were from the project’s first year, before the full
introduction of bulk analysis and the complete protocol in our centre. This underscores
the importance of optimizing sample quality, rigorous quality control, and even the level
of training experts in flow cytometry analysis [32].

Our findings agree with recent studies showing strong concordance between flow
cytometry and molecular MRD detection in Ph+ and other B-ALL [23]. Singh et al.
compared a single 10-color tube with the measurement of MRD by Ig/TCR qPCR in
Philadelphia-negative disease and BCR::ABLI (fusion gene) RQ-PCR in Ph+ disease and
reported discordance in 13 samples, including one case where the flow cytometry detected
an impending relapse, missed by molecular methods. Among the samples in which MRD
was not detected by flow cytometry, there was only one case in which BCR::ABL1 was
detected at 0.065%. Similarly to our results, the BCR::ABL1 level was <0.01% of the
nine discordant samples, demonstrating an adequate sensitivity and a good correlation
between the techniques [23]. These results support the idea that FCM-MRD and PCR-
MRD produce similar results and may be useful in monitoring disease treatment.

Moreover, combining two independent methods, PCR-MRD and FCM-MRD, minimizes
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the risk of false-negative results, and a positive result from either assay usually indicates
MRD [21-23].

The outcomes among the Philadelphia chromosome-positive acute leukemia patients are
quite heterogeneous, and accurately differentiating “de novo” Ph+ ALL from CML-BP
remains a significant challenge [5,7-9]. The long isoform of the BCR::ABL1 (p210)
fusion, predominantly associated with the CML-like background, appears to originate
from hematopoietic stem cells, and typically results from el3a2 (b2a2) or el4a2 (b3a2)
fusion transcripts. Conversely, the short isoform (p190), arising from a minor BCR
rearrangement producing the ela2 fusion transcript, is associated with Ph+ ALL and
likely originates in a B-cell progenitor [5,6,13]. These distinctions may reflect potential
differences in the biological origin of the diseases and significantly impact clinical
management [11,13,33].

In our study, 63% of patients with acute-phase disease expressed the p190 transcript
(typical Ph+ ALL), while 37.0% expressed the p210 transcript, including seven cases with
co-expression of two or three transcripts. Despite the limited number of patients, our
results align with a pivotal German study, which reported that 77% of Ph+ ALL cases
expressed the p190 transcript, 20% the p210 transcript, and 3% co-expressed both [6].
Furthermore, the p210 expression was associated with high-risk features, such as older
age, elevated white blood cell counts [7,9], and persistence of the transcript despite the
absence of detectable lymphoblasts, compared to those with the p190 transcript [7-9].
Notably, we identified seven cases with multiple transcript types and the p190 (ela2)
isoform generally disappeared earlier than the p210 isoform following treatment. These
findings highlight the dynamic nature of MRD kinetics and underscore the importance of
combining PCR-MRD and FCM-MRD for comprehensive monitoring and management
of Ph+ disease.

The standard treatment for Ph+ ALL combines chemotherapy with TKI therapy,
achieving remission rates of 90-100%. This is typically followed by allogeneic
hematopoietic stem cell transplantation, which offers curative potential in approximately
two-thirds of cases [1]. Achieving complete molecular remission before transplant is
critical for long-term outcomes, underscoring the importance of MRD monitoring to
guide therapy and detect potential resistance or relapse [16,17].

The introduction of immunotherapy, including anti-CD19 and anti-CD22 therapies, has
further emphasized the need to differentiate typical Ph+ ALL from CML-like cases to

optimize treatment strategies in future protocols [33,34]. Recent studies suggest that
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while the SCT remains the preferred approach for CML-like ALL, treatment of typical
Ph+ ALL is evolving, with a growing recommendation for TKI-based regimens combined
with risk-adapted chemotherapy or immunotherapy [11].

Detectable MRD after induction therapy in B-ALL is commonly associated with
cytogenetic aberrations linked to poor outcomes, such as BCR::ABLI and KMT2A
rearrangements [2]. Furthermore, the phenotypic portrait of B-ALL is marked by great
complexity and heterogeneity of profiles, reflected by the expression of LAIP markers
[29]. The widespread use of flow cytometry to investigate MRD in acute leukemia has
motivated researchers to identify membrane markers with a specificity that can be
associated with the most common cytogenetic alterations [35]. For example, CD66¢
{carcinoembryonic antigen-related cell adhesion molecule} and CD123 {alpha-chain of
the interleukin-3 receptor} expression has been correlated, although not specifically, with
BCR::ABLI-positive B-ALL and hyperdiploid cases [36,37]. Similarly, CD73 {ecto-5'-
nucleotidase} and CD304/neuropilin-1 are potentially associated with ETV6-RUNXI
rearrangements [38—40], and inversely associated with TCF3-PBXI fusion gene, whereas
the antibody 7.1 {chondroitin sulfate proteoglycan, NG2} is a well-established marker
correlated to 11q23/KMT2A rearrangements [35].

By applying the MRD search panel, suggested by EuroFlow™, with four differential
markers and the new analysis tools (APS view and reference image), we identified at least
one LAIP in each Ph+ ALL patient. This has greatly improved the discrimination of
hematogones from pathological B cells in these cases. Our results were similar to recent
studies where CD304 positivity was associated with the presence of the BCR::ABLI gene
[39,40]. This study suggests that the positivity for CD73, CD304, and CD66¢ antigens
may serve as an independent and reliable marker for MRD detection in Ph+ ALL
[36,39,40]. This combination of markers has proven to be a valuable tool for
distinguishing leukemic cells from normal hematopoietic cells.

The different-from-normal (Dif-N) strategy distinguishes normal B-cell precursors
(hematogones/BCP) from B lymphoblasts based on maturation profiles. This can be
challenging because normal BCP shares many immunophenotypic characteristics with B
lymphoblasts. A perfect knowledge of normal immunophenotypic patterns associated
with normal B-cell maturation and normal marrow regeneration is required [41].

An interesting study of deep molecular profiling revealed three transcriptomic subtypes
of BCR::ABLI lymphoblastic leukemia, each representing a maturation arrest at a stage

of B-cell progenitor differentiation. An earlier arrest was associated with lineage
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promiscuity, treatment refractoriness, and poor patient outcomes. Later arrests were
associated with lineage fidelity, durable leukemia remissions, and improved patient
outcomes. Each maturation arrest was marked by specific genomic events controlling
different B-cell development transition points [13].

We found no significant differences in maturation pattern, with a similar frequency of
CD10+ common type ALL in Ph+ cases compared to those in other genetic subtype
groups. However, a notable observation was the significantly lower expression of CD38
and higher expression of CD34 at the surface of B lymphoblasts with t(9;22) in
comparison with B lymphoblasts without other recurrent cytogenetic alteration.
Although we found no association between the BCR::ABL1 fusion type with clinical or
phenotypic factors, the high prevalence of the CD34+CD38-/dim pattern in
CD19+CD10+ lymphoblasts was surprising. This pattern is rare in bone marrow,
particularly when these cells co-express specific immunophenotypes associated with
leukemia, such as CD73, CD304 and/or CD66¢ [24,35].

This finding parallels the CD34+CD38—/dim leukemic stem cell (LSC) phenotype
observed in myeloproliferative neoplasms, since these LSCs are believed to initiate
leukemia and play a pivotal role in disease relapses [42]. Notably, in chronic myeloid
leukemia, a unique surface expression profile has been identified in LSCs, characterized
by consistent expression of markers such as CD25+, CD26+, CD56+, and IL-1RAP+
[43]. In contrast, while the CD34+CD38—/dim phenotype with aberrant marker
expression (e.g., CD45RA, CD123, or CD26) is well-documented in CML and acute
myeloid leukemia, a definitive LSC phenotype for lymphoid leukemia remains undefined.
This underscores the need for further research to establish specific phenotypic markers

for LSCs in lymphoid leukemia.

KEY POINTS

This study highlights the complexities of Philadelphia chromosome-positive acute
leukemia and emphasizes the critical importance of integrating comprehensive molecular
and phenotypic evaluations to improve prognostic accuracy and refine treatment
strategies. Despite certain limitations, including its retrospective design, small sample
size, and lack of standardization in chemotherapy protocol monitoring, this study
demonstrates the feasibility of using this highly sensitive assay E as an alternative method

for MRD detection in both Ph+ and other B-ALL cases.
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The consistent expression of key immunophenotypic markers may indicate fundamental
biological differences in leukemic cells, suggesting phenotypic immaturity and a potential
link to the aggressiveness and clinical behavior of Ph+ ALL. These findings support the
continued integration of FCM-MRD into routine clinical practice, particularly in
resource-limited settings where access to advanced molecular diagnostics remains limited

[32,47].

4. Materials and Methods

4.1. Patient cohort

A retrospective cohort of 125 acute lymphoblastic leukemia (ALL) patients were
followed between 2017 and 2024 in the Flow Cytometry Laboratory of Hospital de
Clinicas da Universidade Federal do Parana, Curitiba, Brazil.

106 B-ALL patients, at 25.5% Ph+ ALL (20 adults and 7 children), were analyzed for
genetic subtypes, clinical features, and phenotypic markers. Samples performed
simultaneously with FCM-MRD and quantitative PCR-MRD had concordance rates and
discrepancies assessed.

The control cohort consisted of 79 B-cell ALL patients, 52 children and 27 adults, with
normal karyotypes or genetic abnormalities other than Ph+. Cases of T-cell ALL and
MPAL My/T were excluded from this study.

4.2. Diagnostic Procedures

Standard diagnostics were performed according to local practice [3]. Philadelphia
chromosome-positive acute leukemia was defined by the presence of t(9;22)(q34;q11)
translocation and the resulting BCR::ABL1 rearrangement [44], and clinical/outcome
data were collected from the hospital information system.

Patients expressing the p190 (ela2) transcript were classified as “de novo” Ph+ ALL.
Patients expressing the p210 transcript were classified as having secondary lymphoid
blast transformations of chronic myeloid leukemia (CML-BP). The acute phase was
considered if more than 20% of lymphoblasts were in the bone marrow in morphology.
Using standard techniques, a conventional chromosomal analysis was performed on G-
banded metaphase cells, prepared from unstimulated bone marrow aspirate cultures.
Twenty metaphases were analyzed, and the results were reported using the International

System for Human Cytogenetic Nomenclature.
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An immunophenotypic analysis defined subgroups of B-cell ALL as follows: pro-B ALL,
TdT+ and CD19+, with negative CD10, cytoplasmatic (cy) IgM and surface (S) IgM; B-
common ALL, TdT, CD19 and CD10 positive, with cylgM and Sig negative; and pre-B
common ALL, TdT, CD19 and CD10 positive, and negative cylgM- and SigM. A mixed
phenotypic acute leukemia (MPAL) was defined as the presence of both myeloperoxidase
and strong CD79a/CD19 (B/My) or cytoplasmatic myeloperoxidase and CD3 (T/My) in
the same pathological cell.

Complete remission was characterized by morphological remission, with fewer than 5%
blasts in the bone marrow and no evidence of extramedullary disease. Central nervous
system relapses were diagnosed when leukemic cells were detected in the cerebrospinal

fluid.

4.3. Multiparameter Flow Cytometry

Bone marrow samples were studied during the acute phase diagnosis, and MRD analysis
was performed at follow-up, according to the clinical and chemotherapy protocol used.
To obtain more cells, bone marrow samples were processed following a bulk lysis
protocol [30]. In brief, 2000 pL of whole bone marrow specimens were lysed with an
ammonium chloride-based lysis solution and stained with monoclonal antibodies before
a red cell lysis using FACS Lyse (Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA). In
diagnostic samples, 100,000 to 200,000 events per tube were collected, and up to
5,000,000 events per tube were used for MRD analyses. Samples were considered MRD-
positive if at least 20 (limit of detection—LoD), and at least 50 clustered events were
recorded (lower limit of quantitation—LLoQ). The LoD and LLoQ were determined for
each case by considering the total cells analyzed in each tube.

Diagnostic antibody panels proposed by the EuroFlow™ group were used in diagnostic
samples [46]. The B-ALL MRD panel comprised two 8-color tubes with seven backbone
markers: CD81 FITC (clone JS81), CD34 PercpCy5.5 (clone 8G12), CD19 Pecy7 (clone
J3-119), CD10 APC (clone MEM-78), CD20 V450 (clone L27), CD38 APC-H7 (clone
HB7) and CD45 V500c (clone 2D1). To better discriminate the lymphoblasts from
normal BCP, the antibodies CD66¢ PE (clone B62) and CD123 PE (clone 9F5) were put
in the first tube, and CD73 PE (clone AD-2) and CD304 PE (clone Neuropilin-1) in the
second tube!*. Personalized panels followed patients with MPAL and T-cell precursor

leukemia.
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FACSCanto II™ (BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, USA) equipped with BD
FACSDiva v9.0 Software (BD Biosciences, Erembodegem, Belgium) was used, and
instrument settings were generated according to EuroFlow™ guidelines [46]. The FCS
files from the sample databases were manually analyzed using Infinicyt™ software

version 2.0 (Cytognos SL, Salamanca, Spain), and all cases were critically reviewed.

4.4. Immunophenotypic Analysis

FCM-MRD tubes were analyzed using merge and automatic population separation (APS)
strategies (software Infinicyt™, Cytognos). First, B cells were selected based on CD19
expression, excluding duplicates and debris identified by their forward (FSC) and side
(SSC) light scattering characteristics. The B cell gate was selected in the side scatter
versus CD19 and included B lymphoblasts, hematogones, or normal B lymphocytes.

A Boolean gating approach was applied to exclude plasma and stromal cells, using CD81
versus CD38 and CD81 versus CD73 dot plots, respectively. Subsequently, intersections
between CD10 versus CD20, CD20 versus CD38, and CD34 versus CD38 were analyzed
to delineate the maturation stages of B lymphoid precursors, categorizing them as pre-B-
I, pre-B-II, and mature B cells.

Normal leukocytes were considered internal control populations to determine the
threshold of the positivity of each marker (each normal sub-population of leukocytes was
selected depending on previously described profiles in the literature). A positive
expression of each evaluated marker by populations of interest was defined when at least
20% of the population expressed the marker, with help from APS and reference image
Infinicyt™ tools. This strategy is exemplified in Figure 6. The aberrant B lymphoblasts
were identified by comparing their immunophenotypic profiles to normal maturation
patterns  (different from normal strategy-DifN) and leukemia-associated
immunophenotypes (LAIPs), focusing on phenotypic aberrations or abnormal expression
levels of B-lineage markers. The presence of aberrant expression of the four PE-linked
markers (CD123, CD66¢, CD73, and CD304) in the B-cell population was analyzed using
the statistical strategy PCA incorporated in Infinicyt software™ (APS view) to optimize
the detection of abnormal lymphoblasts. The abnormal blast population was quantified as
a percentage of total nucleated blood cells.

The presence of any level of abnormal cells in FCM-MRD constitutes the FCM-MRD-
positive group (MRD+), whereas patients with less than 107 (<0.01%) blast cells were
considered the FCM-MRD-negative (MRD—) group. Patients with more than 5% of blasts
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were considered to have active disease/relapse disease. The abnormal blast population

was quantified as a percentage of total nucleated blood cells.

CD10:APC-A LOGICAL
CD66C+CD123:PE-A LOGICAL

CD38:APC-H7-A LOGICAL

CD34:PerCP-Cy5-5-A LOGICAL
CD81:FITC-A LOGICAL

CD10:APC-A LOGICAL

iy T £ En £3 ¥ ST kN g £ SETE T L T
APS 1 CD34:PerCP-Cy5-5-A LOGICAL CD38:APC-H7-A LOGICAL CD38:APC-H7-A LOGICAL

Figure 6. An illustrative example of a positive MRD case where maturation markers and the APS strategy
successfully differentiate blasts (red) from residual normal mature B-lymphocytes in the sample (green).
The figure shows blasts (red) exhibiting the phenotypes CD10+++, CD20—, CD34+, CD38—, CD81+, and
weak CD45+. PCR-MRD analysis showed e13a2 and ela2.

4.5. Molecular Biology

Levels of BCR-ABL fusion transcripts were quantified in a TagMan™-based, real-time
competitive PCR, using ABL1 as a control gene [31,44,46]. This RT-PCR assay detected
p190 (ela2) and p210 (el13a2 and el4a2) transcripts simultaneously. The standard curve
was based on serial dilutions of the plasmid linearized with the BCR-ABLI insert
(pNC190/G) and (pNC210/G)) [31]. The p210 transcripts were quantified in duplicate by
Q-PCR (ABI PRISM 7500, Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) using the TagMan™
hydrolysis probe system G) [47]. The results were reported as a percentage (%) of
BCR::ABLI and ABLI copy numbers (BCR::ABLI1/ABLI % 100). The BCR::ABLI/ABLI
ratio was multiplied by the conversion factor (CF) to present the values on an international
scale (IS). The Molecular Biology Laboratory’s conversion factor is 0.51, which was
determined by comparing the results of BCR::ABL1 transcript quantification in 30
samples, analyzed at CHC-UFPR and the reference laboratory at the Institute of Medical
and Veterinary Science, Adelaide, Australia. The CF value was confirmed using a second
set of 30 samples from the same reference laboratory. Samples were considered

acceptable for analysis when ABL1 copies exceeded 32,000. A nested PCR was
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performed on all samples that did not have transcripts detected by competitive PCR to

confirm the results.

4.6. Comparison of Monitoring Techniques

The samples analyzed in parallel using quantitative RQ-PCR (BCR::4ABL/ABL ratio) and
blast count found in flow cytometry were compared to validate the sensitivity for MRD
monitoring. Cases were considered discordant if the flow cytometry did not identify any
residual population of lymphoblasts, and if the BCR::ABL1 transcripts were detectable
in at least two separate samples or vice versa. Discordances were recorded if the level of
lymphoblasts identified in the flow was more than ten times lower than that predicted by
the BCR::ABLI transcript level, based on the reduction in baseline levels. Given the
sensitivity of the RQ-PCR and FCM monitoring techniques, transcript levels more than 3
logs below the baseline level (approximately 1 in 1000 Ph+ cells or less) were not

considered discordances [16,21].

4.7. Statistical Analysis

Descriptive statistics were utilised to summarise baseline patient characteristics. For
group comparisons, f-tests were applied to normally distributed data, while non-
parametric tests, such as the Mann—Whitney U test and Fisher’s exact test, were employed
for non-normally distributed data or categorical variables.

A quantitative comparison using general associations of FCM and PCR data as
continuous variables was evaluated using bivariate non-parametric Pearson and
Spearman correlation statistics. A qualitative analysis of concordance between the FCM
and PCR results and a binary classification test was performed. These tests evaluated the
performance of FCM relative to PCR as the reference method, providing measures such
as sensitivity (percentage of concordant positive cases relative to the total PCR-MRD
positive cases), specificity (percentage of concordant negative cases relative to the total
PCR-MRD negative cases), and overall concordance (percentage of all concordant cases).
The coefficient of determination and the Cohen’s Kappa (K) test were used to evaluate
the data between groups. Two-tailed p values < 0.05 were considered statistically
significant. Statistical comparisons were performed using GraphPad Prism version 9.0

(GraphPad Software, San Diego, CA, USA).
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4.8. Ethics Committee

This study was approved by the CHC-UFPR Medical Ethics Committee under protocol
number CAAE 84969718.0.000.0096 and conducted according to the principles of the
Declaration of Helsinki. Medical records were accessed in the hospital’s database system.
The patient or legal guardian consented to the use of biological material and to the access

to medical records.

5. Conclusions

High-sensitivity FCM-MRD demonstrated performance comparable to PCR-MRD,
highlighting its utility as a reliable and complementary tool for MRD assessment in B-
cell acute leukemia. Additionally, the immunophenotypic strategy employed showed high
specificity, with lymphoblastic cells consistently expressing established LAIP markers
and a distinctive CD34++CD38—/dim expression profile. This pattern may reflect a
characteristic abnormal phenotype within this high-risk subgroup, providing valuable
insights into the biology and clinical behavior of Philadelphia chromosome-positive B-
cell acute leukemia. Further research, involving larger cohorts and standardized

protocols, is necessary to validate and expand upon these results.
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Abreviations
ALL Acute lymphoblastic leukemia
AYA Adolescents and young adults
APS Automatic population separation
B-ALL B-lymphoblastic leukemia
CHC-UFPRComplexo Hospital de Clinicas da Universidade Federal do Parana
CML Chronic myeloid leukemia
CML-BP  Chronic myeloid leukemia Blast Phase
DifN Different from normal
FCM Flow cytometry
FCM-MRD Flow cytometry mensurable residual disease
ICC International Consensus Classification
Ig/TCR Immunoglobulin/TCR rearrangement
IHC Immunohistochemistry
LAIP Leukemia-associated immunophenotype
LCS Leukemic Stem Cell
MRD Mensurable residual disease
MPAL Mixed phenotype acute leukemia
NGS Next-generation sequencing
PCR-MRD Polymerase chain reaction mensurable residual disease
Ph+ ALL Philadelphia chromosome positive acute lymphoblastic leukemia
RQ-PCR  real-time quantitative polymerase chain reaction
SCT Stem cell transplantation
T-ALL T-lymphoblastic leukemia
TKIs Tyrosine kinase inhibitors
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5 DISCUSSAO

Nos ultimos anos a avaliacdo da DRM se consolidou como um marcador bioldgico
de doenca e bom preditor de resposta nas leucemias agudas tanto linfoides quanto
mieloides (BERRY et al., 2017; SHORT et al., 2020). O uso de estratégias adaptadas ao
risco auxilia na definicdo de prognéstico e permite a classificacdo e alocagdo dos
pacientes em diferentes esquemas de quimioterapia, principalmente no caso da LLA
pediatrica(DWORZAK et al., 2018; KAROL et al., 2023; VAN DER SLUIS et al., 2023).
No cenario do TCTH este dado torna-se especialmente sensivel, uma vez que o
monitoramento da DRM antes do procedimento tem impacto prognoéstico ja demonstrado
em meta-analises realizadas em LLA ¢ LMA (BUCKLEY et al., 2017; SHEN et al.,
2018).

Neste contexto, o presente estudo introduziu e padronizou um método de
citometria de fluxo de alta sensibilidade e custo-efetivo, utilizado para o diagnostico e
acompanhamento de pacientes com leucemias agudas no CHC-UFPR com recursos do
Ministério da Saude através do projeto Pronon. O objetivo principal foi aumentar a
sensibilidade de deteccdo da DRM antes e depois do transplante, visando avaliar os
desfechos de sobrevida e risco de recaida de acordo com a presenca ou auséncia de DRM
detectavel nos pontos avaliados. Paralelamente foi feita a validagdo da técnica de CFM
de alta sensibilidade através da comparagdo com a biologia molecular (RQ-PCR) nos
casos em que a pesquisa dos transcritos do gene BCR::ABLI foi realizada em amostras
pareadas.

Previamente a este projeto, a pesquisa DRM nos pacientes com leucemias
agudas no Hospital de Clinicas da UFPR era realizada com citometria de fluxo de 4 cores,
a qual ndo contemplava a acuracia e sensibilidade do método atualmente sugerido na
literatura (TEMBHARE et al., 2020; VAN DONGEN et al., 2015). A transi¢ao para a
citometria de oito e dez cores com o uso dos citdmetros FACSCanto [I™ e FACSLyric™
aumentou significativamente a sensibilidade analitica, permitindo a deteccdo de
populagdes celulares residuais com maior precisdio (CHATTERIJEE et al., 2021a;
TEMBHARE et al., 2020; VAN DONGEN et al., 2015). Simultaneamente, a técnica de
lise total (bulk-lysis) demonstrou ganhos de sensibilidade, refor¢cando sua aplicabilidade
em diferentes cenarios clinicos (SOH et al., 2020; STETLER-STEVENSON et al., 2016).

Em relagdo a DRM antes do transplante de células-tronco, nossos resultados

foram consistentes com a literatura que demonstra progndstico desfavoravel em pacientes
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transplantados com DRM positiva (BUCKLEY et al., 2017; SHEN et al., 2018). Os
pacientes com DRM negativa tiveram uma sobrevida global maior (cerca de 80% em dois
anos) que os pacientes com DRM detectada antes do transplante (cerca de 60%), como
esperado. Entretanto, as andlises de risco competitivo mostraram que tanto a fase da
doenca antes do transplante quanto a mortalidade por toxicidade relacionada ao
procedimento influenciaram os desfechos de sobrevida. Apds ajuste para o estado clinico,
a negatividade para DRM antes do TCTH esteve ainda assim significativamente
associada a uma melhor sobrevida, corroborando a hipdtese de que pacientes com
leucemia de alto risco em CR1 com DRM negativa sdo os que mais se beneficiam do
transplante alogénico (KONOVA et al., 2019; WALTER et al., 2013; ZHANG et al.,
2016).

Uma analise retrospectiva do nosso grupo com dados dos hospitais Amaral
Carvalho de Jau (n=143, 64%) e Hospital de Clinicas da UFPR, em Curitiba (n=82, 36%)
de 2006 a 2013 mostrou uma sobrevida livre de recaida de acordo significativamente
menor em pacientes com DRM positiva antes do procedimento (40% DRM- versus 60%
DRM+, p=0,001), mesmo utilizando o método de citometria de fluxo de 4 cores que tem
baixa sensibilidade (dados ndo publicados, resumo apresentado no congresso SBTMO
2013). No presente estudo a sobrevida livre de eventos foi mais alta em relagdo a
encontrada nos estudos anteriores do nosso servigo (51% DRM+ vs 80% DRM-),
sugerindo que o aumento na sensibilidade e especificidade do método com utilizagao foi

importante para a melhor discriminacdo dos pacientes de bom progndstico.

A associacdo inesperada entre o status de DRM pré-transplante e a mortalidade
nao relacionada a recaida nos pacientes do presente estudo merece investigacao adicional.
Fatores que podem ter influenciado sdao o uso de altas doses de TBI, presenca de doenga
agressiva ou quimiorresistente em pacientes muito tratados previamente ao transplante, e
recuperacdo imunologica tardia. Dados recentes do Registro Brasileiro de Transplantes
de Células-Tronco Hematopoiéticas (RBTCTH), cobrindo 9.800 transplantes realizados
entre 2012 e 2022, destacaram as infec¢des como a principal causa de morte nos primeiros
100 dias em todos os tipos de transplante no Brasil (SIMIONE et al., 2023). Este fato
reforca a necessidade de iniciativas locais e nacionais para melhor controle de infec¢ao,
além de estratégias que permitam o encaminhamento mais precoce para o transplante no
nosso meio. Por outro lado, os dados deste estudo indicam que apesar da alta toxicidade

associada a irradiagdo corporal total no condicionamento, o uso de TBI reduziu
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significativamente as taxas de recaida. Este fato reforca a necessidade de equilibrar
cuidadosamente os riscos e beneficios do uso de TBI, ja que o controle da doenga pode
superar as complicagdes potenciais (KLYUCHNIKOV et al., 2022; KONOVA et al.,
2022; KORRAPOLU et al., 2023).

A persisténcia de doenca residual detectavel apds o TCTH, especialmente no dia
100, apresentou alta especificidade como preditor de recaida nesta coorte (KIM et al.,
2018; LOVISA et al.,, 2018). Dados similares foram observados em uma analise
multicéntrica recente, indicando que pacientes com LMA e DRM+ no d100 apresentaram
prognostico desfavoravel a curto prazo, independentemente do status de DRM antes do
transplante (CABALLERO-VELAZQUEZ et al., 2023). Além disso, a detecgio precoce
de blastos, entre os dias 20 e 40, emerge como oportunidade para intervengdes preventivas
. Dada a heterogeneidade da populacdo estudada e o nimero relativamente pequeno de
eventos, ¢ essencial interpretar com cautela as andlises de subgrupos. Diferencas na
biologia da doenga entre os subtipos de leucemia, complicagdes relacionadas ao
tratamento e fatores especificos dos pacientes influenciam significativamente as taxas de
recaida (SPYRIDONIDIS, 2020). Por exemplo, nosso estudo revelou que as recaidas
foram mais comuns em leucemias mieloides, um grupo altamente heterogéneo com
fatores prognosticos distintos, incluindo anormalidades citogenéticas e moleculares que
afetam a resposta ao tratamento.

Do ponto de vista metodologico, embora os testes de citometria de fluxo para
deteccdo de DRM em LLA-B estejam bem padronizados (DARZENTAS et al., 2023;
THEUNISSEN et al., 2017b), ainda existem desafios na padronizacao dos testes para
leucemias mieloides (BERNARDI et al., 2022; OSSENKOPPELE; SCHUURHUIS,
2014; SCHUURHUIS et al., 2018), ja que além da falta de marcadores especificos ha
uma possivel relagdo de evolugdo clonal levando a DRM persistentemente positiva em
alguns casos. Tecnologias inovadoras, como a quantificacdo de células-tronco leucémicas
e ensaios moleculares, oferecem promessas na reducao de resultados falso-negativos e
fornecem insights adicionais sobre a arquitetura clonal (HASSERJIAN et al., 2020).
Desta forma, a pesquisa de DRM em LMA por NGS ap6s a quimioterapia inicial (LI et
al., 2023) ou antes do transplante (THOL et al., 2018) tem ganhado espaco na literatura.
Ao contrario da LLA, em que quase todos os protocolos terapéuticos sdo orientados com
o uso de DRM, apenas uma pequena minoria de protocolos de tratamento de LMA

incorpora informagdes sobre a DRM nas decisdes terapéuticas(OSSENKOPPELE;

139



LOWENBERG, 2015), sendo a terapéutica de resgate ¢ geralmente administrada com
uma recaida hematoldgica 6bvia (JASO et al., 2014; ZHOU; WOOD, 2017).

A quantificagdo dos transcritos do gene BCR::ABLI ¢ o padrdo-ouro no
seguimento de LMC e nas leucemias agudas Philadelphia-positivas. No entanto, a
avaliacdo da DRM por CFM ¢ a abordagem recomendada para pacientes com outros
subtipos genéticos (HOVORKOVA et al., 2024; ZUNA et al., 2022). A escolha do
método geralmente depende do conhecimento técnico, dos recursos disponiveis e do
desenho dos ensaios clinicos em cada institui¢do. Neste trabalho, embora a biologia
molecular ndo tenha sido utilizada como método comparativo em todos os pacientes
optamos por avaliar as amostras em que as técnicas de RQ-PCR e CFM foram realizadas
paralelamente. Os casos discrepantes foram avaliados e observou-se que dos 12 casos
considerados negativos na CFM e positivos na RQ-PCR, apenas 3 tinham sensibilidade
analitica para diferenciar os blastos (<0,0001%). Destes um caso discrepante foi
considerado positivo na reanalise, refor¢ando a necessidade de treinamento do analista e
maior controle das variaveis pré-analiticas no contexto do laboratorio de citometria de

fluxo (IKOMA-COLTURATO et al., 2023).

A citometria de fluxo demonstrou desempenho compardvel com a biologia
molecular, ressaltando sua utilidade como uma ferramenta complementar na avaliagao da
DRM de LLA Ph+. Essa abordagem ¢ fundamental no nosso meio, devido aos desafios
na implementagdo e execugdo da avaliagdo de DRM por Ig/TCR qPCR ou NGS. Além
disso, analisamos de forma abrangente as caracteristicas clinicas, fenotipicas e genético-
moleculares em uma coorte Unica de pacientes com LLA-Ph+, fornecendo informagdes
valiosas sobre esse grupo de alto risco. A inclusdo de marcadores associados a
anormalidades genéticas aumentou a especificidade de detec¢do de DRM. Os quatro
marcadores de fenotipo andmalo e as novas ferramentas de analise (visualizagdo APS e
imagem de referéncia) utilizados permitiram a identifica¢do de pelo menos um LAIP em
cada paciente com LLA Ph+, melhorando significativamente a discriminagdo entre
hematogonias e células B patologicas nesses casos. Nossos resultados foram semelhantes
aos de estudos recentes, nos quais a positividade para CD304 foi associada a presenca do

gene BCR::ABL1 (CHATTERIJEE et al., 2021b; GUDAPATI et al., 2020).

Embora ndo tenhamos encontrado associagdo entre o tipo de fusdo BCR::ABL1 e
fatores clinicos ou fenotipicos, a alta prevaléncia do padrio CD34+CD38-/fraco em

linfoblastos CD19+CD10+ foi surpreendente. Esse padrao ¢ raro na medula éssea,
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especialmente quando essas células expressam fenotipos especificos associados a
leucemia, como CD73, CD304 e/ou CD66¢. Esse padrao pode refletir um fendtipo
andmalo de célula-tronco leucémica (CTL), caracteristico desse subgrupo de alto risco
(ZEIJLEMAKER et al.,, 2016, 2019). A identificacio de antigenos de superficie
especificos das CTLs que as diferenciem das células-tronco normais tem resultados
variados na literatura (MIZUTA et al., 2024; SADOVNIK et al., 2016). Recentemente,
foi publicada uma analise molecular de células da medula 6ssea isoladas de pacientes com
LMC fase cronica revelou uma populacdo distinta de CTL positivas para BCR-ABLI,
caracterizada  pelo  fendtipo  CD34+CD38-/fraco, com  CD45RA-cKIT-
CD26+(HANEKAMP; CLOOS; SCHUURHUIS, 2017, REUVEKAMP; BACHAS;
CLOOS, 2024). Essas células mostraram-se resistentes ao tratamento, molecularmente
quiescentes e primitivas. Outra analise demonstrou que as CTL persistentes apos terapia
prolongada com inibidores de tirosina quinase (TKIs) apresentavam altos niveis de
sinalizacdo por fator de crescimento transformador beta (TGF-B) e fator de necrose
tumoral alfa (TNF-a). Essa caracteristica ndo se restringiu apenas as CTL Ph+, pois
c€lulas-tronco hematopoiéticas Ph-negativas (Ph—) em pacientes com LMC que
responderam mal ao tratamento também exibiram aumento na sinalizacdo de TGF-f e
TNF-0, sugerindo uma alteragdo generalizada do microambiente(SADOVNIK et al.,

2016).

Apesar da associacao bem definida da DRM positiva a resultados adversos do
TCTH em leucemias agudas(BADER et al., 2002; ROCHA et al., 2021), ainda h4 muitas
questdes em aberto, tais como o papel da consolidagdo adicional antes do transplante para
a erradicacdo da DRM(JAGER et al., 2023), a capacidade do transplante de superar a
influéncia negativa da DRM na sobrevivéncia, o impacto da intensidade do regime de
condicionamento (POCHON et al., 2015) e o papel da avaliagdo da DRM na orientagao
do tratamento de manutengdo pds-transplante.

Embora a maioria dos centos ligados ao EBMT utilizem métodos de alta
sensibilidade para deteccao de DRM, uma limitagcdo dos estudos de registro ¢ a falta de
acesso aos detalhes das metodologias utilizadas e dos alvos usados em pacientes
individuais(PAVLU et al., 2019a; RUGGERI et al., 2012). Com o desenvolvimento
continuo de tecnologias mais sensiveis para a deteccdo de DRM, € importante avaliar
como essas ferramentas podem influenciar nossa compreensao dos baixos niveis de DRM

no contexto do transplante de células-tronco. Contudo, ndo se sabe ndo se sabe a real

141



significancia clinica da presenga de baixos niveis de DRM antes do transplante, incluindo
0 uso de baixos niveis de DRM na indicacao do TCTH (BADER et al., 2019; PARAS et
al., 2022).

A utiliza¢ao dos recursos do PRONON neste trabalho permitiu a renovagao do
parque tecnoldgico do laboratorio, como consequéncia houve uma melhoria evidente na
pesquisa de DRM, com aumento da sensibilidade e especificidade do teste em relagdo ao
método de citometria de 4 cores. Além disso foi possivel a capacitacdo de profissionais
na area de hematologia e citometria de fluxo, com discussdo dos aspectos técnico
cientificos e acompanhamento dos resultados, permitindo melhoria substancial no
cuidado aos pacientes. Por fim, apds a implementacao e padroniza¢ao da técnica de
citometria de fluxo multiparamétrica de alta sensibilidade, esta passou a fazer parte da
rotina assistencial do hospital proponente tanto para o diagndstico quanto o seguimento
dos pacientes doencas hematologicas malignas atendidos no ambito de um hospital
universitario 100% SUS que ¢ o CHC-UFPR.

Apesar de varias limitagdes, como o pequeno numero ¢ a heterogeneidade da
coorte, nosso estudo demonstra a viabilidade e utilidade da citometria de fluxo como uma
ferramenta sensivel, adequada e custo-efetiva para detectar DRM em leucemias agudas
no contexto do transplante de células-tronco hematopoiéticas. Esta técnica se consolida
como uma ferramenta essencial para o acompanhamento da doenca, especialmente em

contextos com acesso limitado a diagndsticos moleculares avancados.

Este estudo destaca ainda a complexidade genético-molecular das leucemias
linfoblasticas agudas, refor¢a a importancia da integracdo de avaliagdes moleculares e
fenotipicas abrangentes para aprimorar a precisao progndstica € otimizar as estratégias
terapéuticas. Finalmente, os achados enfatizam a importancia de incorporar a cinética de
DRM peri-transplante na gestdo de rotina das leucemias agudas, especialmente em paises
de baixa e média renda, onde a otimiza¢do de recursos e intervencdes precoces pode

impactar significativamente os desfechos dos pacientes.
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CONCLUSOES

e A presenga de doenga residual mensuravel (DRM) detectada por citometria de
fluxo antes do transplante de células-tronco hematopoiéticas (TCTH) foi
significativamente associada a piores desfechos primérios em comparagdo com
pacientes sem DRM detectada.

e Cinética de eliminagdo da DRM: A persisténcia da DRM no dia +100 apds o
TCTH correlacionou-se com piora na sobrevida e maior risco de recidiva,
especialmente em pacientes com leucemia mieloide aguda (LMA).

e A incorporagdo da lise total (bulk-lysis) e o uso de protocolos de 8 cores
aumentaram a sensibilidade da deteccdo de DRM, superando os protocolos
anteriores de 4 cores.

e A citometria de fluxo apresentou desempenho comparavel a quantificacdo de
transcritos do gene BCR::ABLI por RQ-PCR, ressaltando seu papel como
ferramenta complementar na LLA-B Philadelphia-positivo.

e A inclusao de novos marcadores celulares (CD304, CD73, CD66¢c, CD123)
aprimorou a caracteriza¢cdo dos blastos e precursores linfoides B, aumentando a
precisao diagnostica.

e A estratégia utilizada demonstrou alta especificidade, identificando linfoblastos
com marcadores caracteristicos da leucemia (CD66¢, CD304) e um perfil
fenotipico CD34++CD38—/fraco particularmente marcante nos pacientes com

LLA Ph+, diferenciando-os de outros subtipos genético-moleculares.
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UFPR em 2018, em relagda 3 necessidade de contrato de manuteng3ao preventiva até o final do projeto 2
adequagdo de alguns itens que ndo seriam adguindos de fato.

Houve afraso na compra dos equipamentos e reagentes uma vez que s0 apos a aprovagio do CEF em
maic de 2018 foi possivel o envio da documentagio para o Ministéric da Sadde. A publicagio no DOU
ocormey no dia 28 de Outubro de 2018, Os equipamentos comegaram a ser adquindos no més de novembro
de 2018, sendo a chegada dos mesmos entre dezembro de 2018 e margo de 2018, data da chegada do
Citdmetro de Fluxo. Este equipamento & essencial para o inicio do projeto, Uma vez gue a5 AMOSIEs Serao
processadas no mesmo. A instalagdc dele estd foi realizada nos dias 20 a 22 de maio de 2010 2 o
treinamento da equipe em 28 & 31 de maio de 2018.

Portanto, cbserva-se um atraso de um ano para o inicio do projeto.

Crs autores apreseniam abaixo a Linha do tempo enviada para o PRONON em janeiro de 2018

Observagdo de linha do tempo de evolugdo do projetc mo dmbito do Programa Macional d= Apoio 3

Oncologia (PRONON):

- Maic de 2018: Aprovacdo da Pesquisa pelo CEP e submiss3o do parscer ao PRONOMN;

» 04 de Julho 2018: foi feito o repasse do recurso da Conta Captagio para Conta Movimentacao;

» Desde Junho de 2018 foi dado inicio na atualizagio orgamentana para inicio de execugdo do projeto, em
fungdo do intervalo de tempo de 17 meses entre o orgamento original aprovado (Adequagdo de Janeiro

2017y e s Iihetal;i-:: do recurso;

- Apds atualizagio orgamentaria, constatou-se a necessidade de adequagdo de valores de itens ja
aprovados. Entdo em 18 de julho de 2018, foi enviado oficio 118/2018 submetendo adequacdo de walores

ao PROMON;

- 28 de outubro de 2018: recebemos o oficio 1037/2018 CPCN com o parecer técnico aprovando a
adeguacdo de valores dos eguipamentos e material permanents resultando no valor final do projeto em RS

1.322.588,14.

- Apds a aprovagdo da adequacdo de valores do projeto em novembro de 2018, foi dado inicie ao processo
de aguisicdes dos materiais previstos. sendo gque 3 entrega & feita de acordo com cada fornecedor.

Enderego: Rua Gal. Camern, 151

Balmo:  Allo da Glona CEP: E0.060-300
UF: PR Munlciplo:  CURITISA
Telalons: |&1/3350-1041 Fax (41)3360-1041 E-mall: capgnc.ulpror
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‘Comnuaclo do Fanscer: 3547058

Rgrard ™™

= Foi iniciada 3 aquisicio pelos eguipamentosimaterial parmanente, tendo recebido o que havia de pronta

entrega pelos fomecedones (Centrifuga de Bancada, Mobreak, Gefadeira, Computador, Software de Andlise

Infinicyt) & pagamenios pelo regime de caixa.

- Ja a aguisigio do Citometro de Fluxo, o processo de aguisigdo teve inicio em novembro, mas a entrega =

emizsio de nota ficou para abril de 2018, A instalag3o do equipamentia foi realizada em 20 de maio de 2018

e treinamento da equipe em 28 de maio de 2018

- 03 de junhe de 2018: reagentes estio em fase de compra [ aguisicio.

Consideragdes sobre os Termos de apresentagao cbrigatoria:

naoc se apiica

Recomendagoes:

aprovagao

Conclustes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:
sem pendéncias

Consideragoes Finais a critério do CEP:

Diante do exposto, o Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos do HC-UFPR, de acordo com as
alribuigEEE definidas na Ftesuéu?én CME 486/2012 & na Noma Operacional N® 00172013 do CNS, manifesta

-se pela aprovagio da Motificagdo. Soficitamos que sejam apresentados a este CEP relatorios semesirais

sobre o andamento da pesquisa. bem como informagdes relativas as medificagfes do protocolo,

cancelamento, encerramento e destinoe dos conhecimentos obtidos. Manter os documentos da pesquisa

arquivados.

E dever do CEF acompanhar o desenvolvimento dos projetos, por meio de relatorios semestrais dos

pesguisadores & de oufras estratégias de monitoramento, de acordo com o risco inerente 3 pesquisa.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Fastagem Autor Shuagao
Envic de Refatorio | RELATORIC _PARCIAL doc 03/06/2019 |ANA PAULADE Postado
Parcial 22:36:54 | AFAMBUJA
Envic de Relaterio | RELATORIO_PARCIAL pdf D3/082018 | ANA PAULA DE Postado
Parcial 223701 | AFAMBUJA
Endarego: Rua Gal. Cameiro, 131
Bakma: Ao da Gidda CEP. B0.060-300
WFF: PR Municiplo: CURITIEA
Tabefona: (41/3360-1041 Fac  (41)33560-1041 E-mall. cep@hc.upror
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ANEXO 4 - PROTOCOLO DE MARCACAO DE ANTICORPOS E LISE
CELULAR/"BULKY-LYSE"

ii.

1il.

1v.

V.

Vil.

Diluir ImL de medula 6ssea em 14mL de solu¢do de cloreto de aménio
durante 30 minutos. Centrifugar a 2.000 rpm por 5 minutos e retirar o
sobrenadante com pipeta de Pasteur.

Lavar a suspensao celular com tampao salino (PBS pH 7,4) / Soro Bovino
Fetal (SBF) a 0,5% e ressuspender em 300uL (ou volume maior de mais
que 3 tubos) de tampao salino (PBS pH 7,4) / SBF a 0,5%.

Dividir a amostra processada em 3 aliquotas de 100uL (ou mais se
necessario) e incubar com os anticorpos monoclonais do painel linhagem
especifico, por 30 minutos a temperatura ambiente (TA) e protegido da
luz.

Realizar a lise das hemadcias remanescentes com 2mL de lisante
comercial (FACS Lysing, BD Bioscience), homogeneizar, incubar a TA,
por 10 minutos. Centrifugar a 2.000 rpm por 5 minutos. Lavar uma vez
com 2 mL de tampao salino (PBS pH 7,4).

Ressuspender o botao celular (pellet) em 2mL de tampao salino (PBS
pH 7.,4). O volume final sera variavel de acordo com a celularidade final,
para que a velocidade de aquisi¢do seja em torno de 2.000
células/segundo.

Pipetar os anticorpos monoclonais conforme painel sugerido na Tabela
4. O volume dos anticorpos foi o estipulado na literatura, titulados
conforme protocolo do servigo.

Homogeneizar e incubar a amostra com os respectivos AcMo por 20 min,
a temperatura ambiente e protegido da luz. Apos acrescentar 500 uL de
SSI e centrifugar 1500 rpm por 5 minutos, e o sobrenadante descartado.
Apos adicao de 500 uL de solugdo salina as amostras foram enviadas
para aquisi¢ao no citdmetro de fluxo.
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ANEXO 5-TRABALHOS APRESENTADOS EM CONGRESSO

Foram realizadas publicacgdes cientificas em congressos da area de hematologia
e transplante de medula Ossea, com premiagdo e apresentagdo oral em duas
oportunidades. Os resumos destes trabalhos estio no ANEXO 5.

(A) "VALIDATION OF A SINGLE 10-COLOR FLOW CYTOMETRY TUBE TO
DETECT MINIMAL RESIDUAL DISEASE IN B CELL PRECURSOR ACUTE
LYMPHOBLASTIC LEUCEMIA™ - resumo apresentado como poster online no
Congresso Internacional de Hematologia Laboratorial, da International Society for
Laboratory Hematology (ISLH), ocorrido em Bolognha na Italia em formato hibrido,
em setembro de 2022. Este resumo foi premiado com Berend Houwen Travel Award
for the ISLH 2022 meeting”.

(B) FLOW CYTOMETRY MINIMAL RESIDUAL DISEASE IMPACT IN
HEMATOPOIETIC STEM CELL TRANSPLANT FOR ACUTE
LYMPHOBLASTIC AND MYELOBLASTIC LEUKEMIAS — A PROSPECTIVE
SINGLE CENTER ANALYSIS. Apresentagdo oral no congresso Brasileiro de
Transplante de Medula Ossea da SBTMO, em agosto de 2022,

(C) IMPLANTACAO DA PESQUISA DE DOENCA RESIDUAL MINIMA POR
CITOMETRIA DE FLUXO DE ALTA SENSIBILIDADE NAS LEUCEMIAS
AGUDAS EM UM CENTRO UNICO NO BRASIL. Apresentagdo oral no Congresso
Brasileiro de Hematologia e Hemoterapia, da ABHH, chamado HEMO 2022, em
outubro de 2022.

(D) ANALYSIS OF B-LYMPHOCYTE MATURATION KINETICS WITH A 10-
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