UNIVERSITATEA DE MEDICINA SI FARMACIE
.CAROL DAVILA”, BUCURESTI
SCOALA DOCTORALA
MEDICINA

EVALUAREA CARDIOTOXICITATII
LA PACIENTII PEDIATRICI
DIAGNOSTICATI CU LEUCEMIE

ACUTA LIMFOBLASTICA
REZUMATUL TEZEI DE DOCTORAT

Conducator de doctorat:
Prof. Univ. Dr. ARION CONSTANTIN-VIRGILIU

Student-doctorand:
Dr. RADU LETITIA-ELENA

2018



CUPRINSUL TEZEI

Abrevieri
Introducere
PARTEA GENERALA (STADIUL ACTUAL AL CUNOASTERII)

1. Leucemia acuta limfoblastica
1.1. Scurt istoric
1.2. Epidemiologie
1.3. Etiologie
1.3.1. Factori biologici
1.3.2. Factori fizici
1.3.3. Factori chimici
1.4. Manifestari clinice
1.4.1. Sindrom infiltrativ medular
1.4.2. Sindrom de infiltrare blastica extramedulara
1.5. Date de laborator
1.5.1. Clasificare morfologica
1.5.2. Imunofenotipare
1.5.3. Citogenetica
1.5.4. Biologie molecularad
1.6. Stadializare
1.7. Tratament
1.7.1. Inductia
1.7.2. Consolidarea
1.7.3. Blocurile de risc Thalt
1.7.4. Reinductia
1.7.5. Tntretinerea
1.7.6. Terapia tintitd pentru cromozomul Philadelphia
1.7.7. Recaderile
1.7.8. Transplantul de celule stem hematopoietice
1.8. Complicatii

1.8.1. Complicatii acute

10
10
11
14
15
15
16
17
17
18
19
20
21
23
24
25
28
28
29
30
33
34
35
35
37
38
38



2.Cardiotoxicitatea

1.8.2.

Complicatii tardive

2.1. Mecanisme de aparitie a cardiotoxicitatii

2.2. Biomarkeri cardiaci

2.3. Imagistica

2.2.1.
2.2.2.
2.2.3.
2.2.4.
2.2.5.
2.2.6.
2.2.7.
2.2.8.
2.2.9.

Troponinele

Peptidul natriuretic

Proteina de legare a acizilor grasi
Proteina C reactiva cu sensibilitate Tnalta
Glicogen fosforilaza BB
Mieloperoxidaza

Statusul antioxidant

MicroARN circulant

Galectina-3

2.2.10.Proteina ST-2

2.2.11.0xidul nitric

2.3.1.
2.3.2.
2.3.3.
2.3.4.
2.3.5.
2.3.6.
2.3.7.
2.3.8.
2.3.9.

Imagistica prin rezonan@ magnetica

Ventriculografia cu radionucleotizi

Imagistica PET/CT

Ecocardiografia transtoracica

Ecocardiografia cu substant@ de contrast
Ecocardiografia tridimensionala

Ecocardiografia de efort si testele de stres farmacologic
Imagistica deformarii miocardice

Evaluarea prin imagistica de tip Doppler tisular

2.4. Anatomie patologica

2.5. Tratament

2.5.1.
2.5.2.
2.5.3.
2.5.4.
2.5.5.
2.5.6.

Dexrazoxanul

Inhibitorii enzimei de conversie a angiotensinei
Statinele

Carvedilolul

Probucolul

N-acetilcisteina

42
44
44
50
51
52
53
54
55
55
55
55
56
56
56
57
57
59
61
62
64
65
66
68
71
78
79
80
82
82
82
82
83



2.5.7. Sildenafilul
2.5.8. Adiponectina
2.5.9. Eritropoietina
2.5.10. Amifostina
2.5.11.Flavonoidul monohidroxietilrutozid
2.5.12.Rimonabantul
2.5.13. Alimentatia si exercitiul fizic
2.6. Concluzii
PARTEA SPECIALA (CONTRIBUTII PERSONALE)
3. Scopul, obiectivele si ipoteza de lucru
3.1. Scopul
3.2. Obiectivele
3.3. Ipoteza de lucru
4. Metodologia generala a cercetarii
4.1. Criteriile de Tnrolare, discontinuare si excludere utilizate
4.2. Fisa pacientului Tnrolat in studiu
4.3. Metodologia de lucru pentru troponina |
4.4. Metodologia de lucru pentru proteina de legare a acizilor grasi specifica inimii
4.5. Metodologia evaluarii ecocardiografice
4.6. Metode utilizate pentru analiza statistica
5. Rezultate
5.1. Descrierea pacientilor diagnosticati cu leucemie acuta limfoblastica
5.2. Dinamica lotului analizat
5.3. Descrierea populatiei de studiu

5.3.1. Caracteristicile demografice ale pacientilor analizati

83
83
83
83
84
84
84
84
85
85
85
85
86
87
88
89
91
91
92
93
95
95
96
98
98

5.3.2. Hemograma din ziua diagnosticului pentru pacientii studiati 100

5.3.3. Morfologia limfoblastilor

5.3.4. Testul de citogenetica

5.3.5. Analiza imunofenotipica

5.3.6. Proba de biologie moleculara

5.3.7. Afectarea sistemului nervos central la debut

5.3.8. Réaspunsul dupa prefaza al pacientilor Tnrolati in studiu

5.3.9. Tncadrarea pe grupe de risc a pacientilor analizati

103
104
107
110
113
113
113



5.3.10. Statusul pacientilor la un an de la diagnostic
5.4, Manifestdrile clinice la nivel cardiac Tn lotul studiat
5.5. Rezultatele analizei biomarkerilor

5.5.1. Analiza Tnl

5.5.2. Analiza H-HABP
5.6. Rezultatele ecografiilor cardiace

5.6.1. Functia sistolica globala

5.6.2. Functia sistolicd prin TDI

5.6.3. Functia diastolica globald

5.6.4. Functia diastolica prin TDI

5.7. Compararea celor doua metode de evaluare a cardiotoxicitatii

6. Discutii

117
117
119
119
124
126
126
131
135
141
147
151

6.1. Descrierea esantionului analizat in studiu prin prisma caracteristicilor demografice

si hematologice
6.2. Incidenta manifestarilor clinice de disfunctie cardiaca in lotul analizat
6.3. Evaluarea Tn dinamica a celor doi biomarkeri studiati

6.4. Analiza rezultatelor ecografiilor cardiace seriate la pacientii analizati

151
156
157
160

6.5. Compararea celor doua metode de evaluare a cardiotoxicitatii, respectiv dozarea

biomarkerilor cardiaci Si ecocardiografia

6.6. Limitarile studiului

7. Concluzii si contributii personale

Bibliografie

Anexe

Anexa 1 Consimtamantul informat
Anexa 2 Fisa pacientului
Anexa 3 Lucrari realizate pe perioada Scolii Doctorale

Anexa 4 Articole publicate

169

170

172

175

193

193

196

200

203



CONTEXT STIINTIFIC ACTUAL

Tn fiecare an, aproximativ 130 copii la un milion, sub varsta de 16 ani, sunt
diagnosticati cu cancer [1]. Dintre acestia, 25-30% dezvolta leucemie acuta [2], 80-85%

din cazuri fiind de leucemie acuta limfoblastica (LAL) [3].

Semnele si simptomele LAL pot fi impartite in: sindrom infiltrativ medular si
extramedular [4]. Diagnosticul corect al LAL se bazeaza pe 0 anamneza atenta, un examen
clinic detaliat, hemograma, reticulocite, frotiu de sange periferic, coagulograma, teste
hepatice si renale, probe inflamatorii, ionograma, teste virusologice [1], aspiratul medular,

imunofenotipare, citogenetica, biologie moleculard, punctie lombara [4].

Pacientii sunt repartizati pe grupe de risc (standard, intermediar, Inalt) pe baza
criteriilor internationale. Protocolul de tratament folosit cel mai frecvent in tara noastra
este BFM-ALL IC 2002 [5].

Terapiile actuale scad mult mortalitatea legata de aceasta afectiune, ajungandu-se la
0 supravietuire generald de 87,5% la 5 ani [3], Tnsd deschid usa unor complicatii pe termen
lung la aceasta populatie, complicatii nelegate de boald, pe locul intéi situandu-se cele la

nivel cardiovascular [6].

Antraciclinele (AC) pot determina afectare cardiaca, ireversibild si dependenta de
doza, tradusa prin disfunctie subclinicd, aritmii, hipertensiune, cardiomiopatie, insuficienta
cardiacd congestivd [7]. Tn cadrul protocoalelor pediatrice de LAL, cantitatea de

antracicline administrata este mica, iar afectarea cardiaca este, de obicei, subclinica [8].

Cardiotoxicitatea se imparte in: acuta, in prima saptamana de la administrarea de AC,
la sub 1% din pacienti, precoce, in primul an de la diagnostic la 1,6-2,1% din pacienti,

respectiv tardiva, peste acest interval de timp [8].

Diagnosticarea precoce a afectarii cardiace in cursul chimioterapiei la pacientii

pediatrici este extrem de importantd, atat pentru modularea chimioterapiei, cat si pentru



administrarea unor agenti cardioprotectori [9]. Tn prezent, nu s-a stabilit metoda cea mai

eficientd de detectie a injuriei miocardice [10].

Exista o serie de biomarkeri rutinati sau aflati inca in studiu, care pot fi utilizati in
diagnosticarea si monitorizarea afectarii cardiace la acesti pacienti: troponinele, peptidul
natriuric, proteina de legare a acizilor grasi, proteina C reactiva cu sensibilitate Tnalta,

mieloperoxidaza, etc [7].

De asemenea, imagistica ofera mai multe proceduri urile, cele mai des intalnite in
practica fiind ecocardiografia transtoracica, Tissue Doppler Imaging (TDI) si rezonanta

magnetica cardiaca [11].



STUDIUL PERSONAL

SCOPUL $I OBIECTIVELE

Scopul studiului meu a fost evaluarea afectarii cardiace acute si precoce la pacientii
pediatrici diagnosticati cu leucemie acuta limfoblastica, tratati conform protocolului de

chimioterapie standard.

Obiectivul principal a fost analiza comparativa a metodelor de detectic a
cardiotoxicitatii Tn primul an de la diagnostic, prin dozarea a doi biomarkeri cardiaci
(troponina I- Tnl- folosita de rutina, si proteina de legare a acizilor grasi- HFABP- inca n
studiu) si prin urmarirea parametrilor de ecocardiografie conventionala si TDI.

Obiectivele secundare au inclus descrierea esantionului analizat din punct de vedere
demografic si hematologic, stabilirea incidentei manifestarilor clinice in lotul studiat,
evaluarea in dinamica a biomarkerilor alesi si a ecocardiografiilor seriate, incercarea de a
elabora un protocol de diagnostic si de monitorizare a modificarilor la nivel cardiac, in

cazul pacientilor pediatrici cu LAL, care au primit doze mici si medii de antracicline.

Ipoteza nula: Pacientii tratati cu doxorubicind nu prezinta efecte adverse la nivel
cardiac ntre momentul diagnosticului si sfarsitul tratamentului citostatic. Ipoteza
alternativa: Disfunctiile cardiace, clinice sau subclinice, apar la pacientii cu LAL, Tn relatie

de tip liniar cu doza cumulata de antracicline (doxorubicind) administrata.

METODOLOGIA CERCETARII

Am realizat un studiu observational, analitic, prospectiv, cu o perioada de inrolare
cuprinsa intre februarie 2015 si noiembrie 2016, respectiv cu o perioada de urmarire de un

an de la data diagnosticului, pana la finele lunii noiembrie 2017.

Pe parcursul a 21 luni, au fost diagnosticati in Departamentul nostru 70 pacienti cu

leucemie acuta limfoblastica, pe baza hemogramei, frotiului de sdnge periferic, morfologiei



blastilor, imunofenotipdrii, citogeneticii si biologiei moleculare. Stadializarea pacientului
s-a efectuat utilizand criteriile definite in protocolul BFM-ALL IC 2002 in grupe de risc
standard (SR), intermediar (IR) si nalt (HR).

Criteriile de includere n studiu: pacienti cu varsta intre 1 si 18 ani, nou-diagnosticati
cu LAL in Clinica de Pediatrie a Institutului Clinic Fundeni, tratati conform protocolului
BFM-ALL 2002 (la care s-a adaugat monitorizarea bolii minime reziduale in zilele 15, 33
si 78), formular de consimtamant informat semnat de cétre parintii/apartinatorii legali ai
copiilor Tnaintea Tnceperii procedurii de studiu, atat formularul de consimtamant, cat Si

protocolul de studiu fiind aprobate de Comisia de Etica a Institutului.

Criteriile de excludere: pacienti diagnosticati in clinica noastra cu recadere a LAL,
formele de LAL bilineald, bifenotipica sau cu subtipul imunofenotipic B matur (tratamente
diferite), refuzul apartindtorilor de a participa in studiu, manifestat prin nesemnarea

formularului de consimtamant informat,

Criteriile de discontinuare: decesul pacientului Tnrolat Tn studiu in primul an de la
diagnostic; decizia apartinatorilor de a continua tratamentul n altd clinica din tard sau
strainatate Tnainte de a se realiza toate evaluarile prevazute in protocolul studiului;
depasirea varstei pediatrice si transferarea pacientului nrolat in studiu ntr-un serviciu de
hematologie de adulti; evolutia nefavorabila sub tratamentul standard de chimioterapie, cu
necesitatea Tntreruperii protocolului i introducerea in Programul National de Transplant de

elule stem hematopoietice.

In urma aplicarii criteriilor de includere, excludere si discontinuare stabilite n
prealabil, Tn studiul meu au ramas 48 pacienti, care au finalizat protocolul de studiu. Toate

datele au fost introduse initial in fisa pacientului, apoi Tntr-o baza informatica.

Tuturor pacientilor li s-au recoltat cinci probe de sange, in vederea dozarii seriate a
biomarkerilor luati in considerare: Tnaintea Tnceperii protocolului terapeutic; la o ora dupa
administrarea primei doze de doxorubicina din inductie; Tnainte si la o0 ora de la ultima
administrare de AC din reinductie; la un an de la diagnostic. Tnl s-a lucrat in Laboratorul I,
in timp ce H-FABP a fost achizitionat din fonduri personale din SUA si lucrata in

Laboratorul Il al I. C. Fundeni.



Copiii din studiu au fost evaluati ecocardiografic de catre doi cardiologi pediatrici
experimentati, in laboratorul Euroecolab din Institutul de Boli Cardiovasculare “Prof. Dr.
C. C. lliescu”, in trei puncte ale tratamentului: la debut, dupa administrarea tuturor dozelor
de doxorubicina si la un an de la diagnostic. S-au urmarit: fractia de ejectie a ventriculului
stang- FEVS, integrala vitezd timp a tractului de ejectie a ventriculului stdng- IVT,
excursia sistolica a inelului tricuspidian- TAPSE; velocitatea de umplere precoce- E,
velocitatea de umplere tardiva- A, raportul ntre umplerea precoce si cea tardiva- E/A,
timpul de decelerare- TDE, timpul de relaxare izovolumetrica- TRIV; velocitatea sistolica
la peretele lateral al ventriculului drept- SVD, la peretele septal al ventriculului stang- SS
si la peretele lateral al ventriculului stang- SL; E/E’ septal, E’/A’ septal, E’/A’ lateral,

E/’A’ al ventriculului drept.

Prelucrarea statistica a datelor pentru lucrarea prezentata s-a efectuat folosind IMB
Statistical Package for Social Sciences, varianta 25 (SPSS) printr-o serie de teste: Mann-
Whitney U si Kruskall Wallis, mediana si interquartile range (IQR), Pearson chi square si
Likehood ratio, Friedman si Wilcoxon Signed Rank, Kendall Tau b. S-a folosit ca prag de
semnificatie statisticd p<0,05. Tn cazul comparatiilor dintre mai mult de 2 grupe s-au
efectuat teste post hoc si s-a aplicat corectia Bonferroni pentru perechile de date.
Reprezentarea grafica a datelor a fost realizata prin histograme, diagrame 3D pentru

dispersie, grafice parallel, drop-line si placinta.

REZULTATE SI DISCUTII
1) Descrierea pacientilor diagnosticati in Clinica

Tn perioada de nrolare Tn studiu, 01.02.2015 - 30.11.2016, in Clinica de Pediatrie a
Institutului Clinic Fundeni au fost nou-diagnosticati cu leucemie acutd limfoblastica 70

pacienti pediatrici.

Pe perioada studiului, lotul de pacienti a suferit o serie de modificéri in functie de

criteriile de Tnrolare, discontinuare si excludere:

-apartinatorii a doi pacienti au refuzat participarea in studiu;



-doi pacienti au fost exclusi pe baza morfologiei atipice: unul diagnosticat cu

LAL cu celule B mature (Burkitt), unul cu LAL bilineald;

-apartindtorii a sase pacienti au decis sa emigreze in primele sdptamani de la

diagnostic, in vederea continuarii tratamentul de specialitate in clinici din alte tari;

-0 pacienta a Tmplinit 18 ani ntre protocolul de consolidare si cel de reinductie

si a fost transferata intr-un serviciu de hematologie pentru adulti;

-la doi pacienti nu s-a reusit inducerea remisiunii sub tratament chimioterapic
standard, motiv pentru care au fost introdusi in Programul National de Transplant de

Celule Stem Hematopoietice;

-0 pacientd, cu o patologie metabolica supraadaugata leucemiei acute, a
prezentat complicatii extrem de grave la nivel neurologic la sfarsitul protocolului de
inductie, iar parintii au refuzat continuarea schemei de chimioterapie, astfel incat pacienta

a fost discontinuata din studiu;

-pe parcursul anului de urmarire, opt pacienti inrolati in studiu au decedat.

2) Descrierea esantionului analizat Tn studiu prin prisma caracteristicilor

demografice si hematologice

Lotul de 48 pacienti analizat in aceasta lucrare a prezentat 0 mediana de varsta de 5,5
ani, cu extreme de 1 an, respectiv 16 ani. S-a observat o frecventa mai mare a pacientilor
cu varste cuprinse ntre 1 si 5 ani, 24 copii (50%), respectiv intre 10-13 ani, 13 pacienti
(27,1%), in timp de 11 s-au situat pe palierul mediu de 6-10 ani, date superpozabile cu cele

din literatura de specialitate [12-14].

Din cei 48 pacienti analizati in studiul de fatd, 19 au fost fete (39,6%) si 29 baieti
(60,4%), cu sex ratio masculin/feminin de 1,5. Acest rezultat este similar cu cel intalnit in
studiile de la nivel international pe aceeasi patologie [15-17]. Mediana de varstd pentru

sexul feminin a fost de 5 ani, cu o frecventa mai mare in randul celor intre 2-3 ani si 12-13



ani, iar in cazul sexului masculin mediana a fost de 6 ani, asociind o frecventa mai ridicata

la grupa de varsta 2-6 ani.

Distributia pacientilor in functie de sex si varsta

Feminin Masculin
15

10

Varsta (ani)
(lue) e3siep

a0 40

Conform valorilor evidentiate pe hemograma din ziua diagnosticului in cazul copiilor
discutati in aceasta lucrare, hemoglobina medie din lotul de 48 pacienti a fost de 8,9 g/dl +
2,4 g/dl, numarul mediu de leucocite de 26,6%10° elem/ul + 33,7*10° elem/ul, numérul
mediu de trombocite de 103,8*10% elem/ul + 90*10° elem/ul, respectiv procentul mediu de
limfoblasti de 37,2% * 28,2%. Leucocitele si implicit procentul blastilor din sangele
periferic s-au corelat negativ cu numarul trombocitelor, aratand un grad mai ridicat de
invadare leucemicid la nivelul miduvei osoase. In lotul analizat s-a observat o
predominantd a pacientilor cu varsta micé si leucocite putine la diagnostic (25%), asa cum

apare si in studii internationale [16, 18-19].

Din totalul de 70 pacienti nou-diagnosticati in perioada de studiu in clinica noastra,
unul singur a prezentat subtipul L3 de limfoblast matur (1,4%), iar Tn ceea ce priveste cei
48 de copii care au finalizat protocolul studiului de fatd, 44 pacienti (91,7%) au avut
limfoblasti tip L1, restul de 4 pacienti (8,3%) L2, fiind in concordantd cu datele din
literatura [4, 20-23]. Nu am observat corelatii intre morfologia celulelor leucemice si

caracteristicile demografice ale pacientilor.

Dintre probele de citogenetica recoltate la cei 48 pacienti aflati in studiul meu, 28
(58,3%) au prezentat metafaze, ce s-au putut analiza Tn laboratorul de specialitate: 16 teste
Y

au aratat un cariotip normal, iar 12 au evidentiat modificari numerice sau structurale la



nivelul cromozomilor (cromozom marker, cromozom Philadelphia, hiperdiploidii,
monosomii, trisomii sau cariotip complex). Nu au existat asocieri semnificative statistic

intre examenul citogenetic si grupele de varsta sau sexul pacientilor.

Distributia pacientilor in functie de examenul citogenetic

Citogenetic

W Curmplex

B Crz marker

M Crz Philadelphia

M rara metafaze
Hipardiplaidii

B Moncsomii
Marmal

M Trisomie 21

M Trisomie 8

Cei mai multi pacienti din studiul de fatd au avut limfoblasti de linie B (39 pacienti,
82,2%), restul fiind apanajul LAL de tip T (9 pacienti, 18,8%). Fenotipul B comun a
predominat la grupa de varsta 1-5 ani (30%). Majoritatea pacientilor cu putine leucocite la
debut au avut fenotip B comun (40,5%), in timp ce pacientii cu celule T au prezentat un
numar crescut de leucocite. Un singur pacient din 48 (2%) a avut fenotip proB, incidente
similare cu datele din literaturd [17-18, 20, 24-25]. Nu s-a evidentiat nicio corelatie intre

fenotipul celulei leucemice si sexul pacientului.

Pentru majoritatea copiilor din lotul de studiu analizat in cadrul proiectului meu,
respectiv 66,7%, proba de biologie moleculard nu a evidentiat niciuna dintre genele de
fuziune cautate (TEL-AMLI1, SIL-TAL1, E2A-PBX1, MLL-AF4, BCR-ABL1), insa in
cazul a 16 pacienti cu imunofenotip B s-a identificat 0 mutatie geneticd. Cea mai frecventa
a fost TEL-AML1, aceasta intalnindu-se la 20,8% dintre pacienti, majoritatea cu varsta
micé si cu leucocite putine la diagnostic. A fost urmatd de E2A-PBX1 cu 8,3% si BCR-
ABL1 in 4,2% cazuri. Aceste frecvente sunt similare celor raportate in literatura de
specialitate [13, 25-29]. Printre cei 48 de pacienti care au finalizat protocolul de studiu nu
s-a aflat niciunul cu SIL-TAL1 sau MLL-AF4.



Distributia pacientrilor in functiie de biologia moleculara

Biologie_moleculara

ETEL-AML1
W E22-PBXI
B BCcR-ABL1
B Negativa

N=48

Referitor la determinarea afectarii la debut a sistemului nervos central, un singur
pacient din cei 48 ramasi in studiu (2%) a prezentat un numar de peste 5 celule
leucemice/10°L la nivelul lichidului cefalorahidian. A fost vorba despre un pacient de sex
masculin, de 11 ani, diagnosticat cu LAL cu celule T, cu 52,8*10%ul leucocite la debut,
cariotip complex 46,XY (8 celule)/ 47~49,XY,+16,+20,+21 (13 celule), cu un raspuns
nefavorabil la prednison si incadrat la grupa de risc inalt. Tn studiile internationale,
incidenta afectarii SNC la debut este variabila [16, 20, 29-31].

Tn functie de numérul de blasti din ziua 8 de la diagnostic, 43 pacienti (90,6%) din
lotul studiat Tn aceasta teza au fost prednisone-good-responders (PGR), in timp ce doar 5
copii (10,4%) au fost prednisone-poor-responders (PPR). Din acesti cinci, 3 au avut varsta
peste 11 ani (60%), 3 au avut imunofenotip T (60%), 1 pacient E2A-PBX1 (20%) si 1
BCR-ABL1 (20%). Toti cei 5 copii cu rdspuns nefavorabil la prednison au fost alocati
riscului Tnalt de boald, conform criteriilor BFM-ALL IC 2002/2009 [5, 32]. Aceste
observatii sunt comparabile cu datele din literatura [16, 33-37]. Nu s-au evidentiat
diferente semnificative statistic intre pacientii care au raspuns favorabil, respectiv
nefavorabil la prednison, in functie de rezultatele la analizele de citogeneticd,
imunofenotipica si de biologie moleculara, in ciuda unor alte studii [38].

Repartitia pe grupe de risc a celor 48 pacienti din studiul meu a distribuit 19 copii la
SR (39,6%), 21 la IR (43,8%), respectiv 8 la HR (16,6%), procente discret in favoarea
grupei standard fatd de riscul intermediar, comparativ cu cele prezentate in lucréri
internationale [16, 19, 33, 39]. A existat un raport masculin/feminin supraunitar la grupele
SR si HR, fard semnificatie statisticd. Majoritatea pacientilor din studiul meu, la care



examenul citogenetic a evidentiat anomalii cromozomiale, s-au incadrat la IR (12,5%), fara
semnificatie statisticd, Thsd. Cei mai multi pacienti cu imunofenotip B comun s-au Tncadrat
la SR (31,9%) si IR (19,1%). Dintre cei cu celule preB, cei mai multi au fost diagnosticati
cu LAL IR (12,5%). Majoritatea copiilor cu mutatia TEL-AML1 s-au incadrat la SR

(16,7%), cei cu biologie molecularad negativa in IR (31,2%).

Toti cei 48 pacienti analizati (100%) au avut o evolutie favorabild n ceea ce priveste
boala hemato-oncologicd, aflandu-se in prima remisiune completa la sfarsitul protocolului

de studiu (la un an de la diagnostic).

3)  Manifestadrile clinice la nivel cardiac in lotul studiat

Potrivit Harake D. si colaboratorii sdi, toxicitatea acuta la doxorubicina se poate
manifesta prin scaderea temporara a contractilitatii muschiului inimii, necroza miocardica
sau diverse aritmii, semne clinice care se remit de obicei la oprirea tratamentului [8]. Tntr-o
lucrare a lui Steinberg J. S. si Cohen A. J. se mentioneaza inclusiv posibilitatea aparitiei
mortii subite la mai putin de o ord dupa administrarea de doxorubicina, pe langa tahicardie
sinusald, batii ventriculare si atriale premature, manifestari intaInite cu o frecventa de pana
la 41% in functie de studiu. In respectiva analizd, un singur pacient dintr-un lot de 33 a

prezentat aritmie la 0 ora dupa administrarea tratamentului cu antraciclina [40].

Un singur pacient (2%) din cei 48 analizati in lotul de fata a prezentat semne clinice
de cardiotoxicitate: sex masculin, limfoblasti tip L1, celule T, cariotip complex 46,XY (8
celule)/ 47~49,XY,+16,+20,+21 (13 celule), fiind si singurul din lotul pacientilor
diagnosticati pe perioada studiului care a avut afectare SNC la debut, PPR, cu boalad

minima reziduald 18% in ziua 15, incadrat la grupa HR.

Acesta a dezvoltat bradicardie pe parcursul infuziei de doxorubicina din cadrul celei
de-a doua cure HR2, dupa o doza de antraciclind de 150 mg/m?. Rezultatele troponinei s-au
mentinut Tn limite normale. Tn schimb, a doua evaluare prin ecocardiografie conventionald
si Tissue Doppler Imaging a relevat modificari semnificative. Pentru a evita agravarea
cardiotoxicitatii deja manifestate clinic, ultimele patru doze de doxorubicina au fost reduse.

S-a initiat tratamentul cardioprotector cu Enalapril, iar la un an de la diagnostic,



aproximativ 2 luni de la finalizarea reinductiei, s-au repetat dozarea troponinei | (proba 5
cu un rezultat cu 50% mai mare decat precedentul, dar Tncadrat in limite normale) Si

evaluarea ecocardiografica, care a aratat o imbunatatire a functiei cordului.

4)  Analiza in dinamica a biomarkerilor studiati

Dozele de antracicline precizate in protocolul international [5] si primite de catre
pacientii inrolati in studiul meu au fost la 7 copii de sub 200 mg/m?, la 25 copii intre 200 si

240 mg/m?, respectiv la 16 pacienti intre 240 si 300 mg/m?,

Rezultatele celor cinci masuratori seriate din cadrul protocolului de studiu ale
troponinei | cardiace au fost: Tnll (inainte de Tnceperea tratamentului) cu medie 0,0123
ng/ml (x£0,0055) si mediana 0,01 ng/ml; Tnl2 (la o ora dupa prima administrare de AC din
inductie) cu medie 0,0127 ng/ml (+0,0064) si mediand 0,01 ng/ml; TnI3 (inainte de ultima
administrare de AC din reinductie) cu medie 0,0192 ng/ml (+0,1832) si mediana 0,015
ng/ml; Tnl4 (la o ora dupa ultima doza de AC din reinductie) cu medie 0,0215 ng/ml

(+0,0127) si mediana 0,02 ng/ml; Tni5 (la un an de la diagnostic) cu medie 0,0188 ng/ml
(+0,0133) si mediana 0,01 ng/ml.

Distributia pacientilor in functie de cele 5 determinari ale troponinei
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Majoritatea valorilor biomarkerului la o ora dupa prima doza de AC nu a fost
influentatd. Tn ceea ce priveste cealaltd pereche de valori masurate la o ord de la
administrarea intravenoasa, Tnl3 si Tnl4, testele au fost in crestere la 41,66% dintre

pacienti, insa fara semnificatie statistica.

Pe parcursul celor 4 determinari din timpul tratamentului chimioterapic standard,
tendinta troponinei 1 a fost crescdtoare pe masura ce doza totald de doxorubicina
administratd pacientilor s-a marit, in special la doze mai mari de 200 mg/m?. S-a observat
ca la 44% dintre pacienti Tnl5 descreste, comparativ cu cea de la finele reinductiei, iar
pentru alti 27% dintre copii s-a mentinut acelasi nivel cu Tnl4. La majoritatea pacientilor

(48%) valoarea Tnl5 este superioara masuratorii initiale de la debut, Tnl1.

S-a observat o particularitate efectuand corelatia dintre clasele de risc si perechea
TnlI2-Tnl4, existand o diferenta relevanta statistic intre clasele IR Si SR. Aceastd observatie
se poate explica prin diferenta dintre rezultatele Tnll si Tnl2 la 9 pacienti din clasele SR si
IR, discrepanta importanta in contextul unui lot mic de pacienti. Totusi, este mult mai
probabil un rezultat incidental, avand Tn vedere ca nu exista diferente majore intre dozele
de doxorubicina administrate celor doua clase de risc. O alta explicatie posibild este
numarul mic de pacienti incadrati la grupa de HR, diminuadnd sansa unei analize
semnificative statistic. De asemenea, nu am gasit nicio semnificatie analizand tendinta Tnl

pe baza sexului pacientilor sau varstei la diagnostic.

In literatura de specialitate, existd putine lucrdri despre evaluarea cardiotoxicitatii la
pacientii pediatrici tratati cu antracicline, prin determinarea in dinamicd a Tnl. Tntr-un
studiu pe 50 copii cu LAL, valorile Tnl au suferit modificari Tn urma terapiei [41], in timp
ce Tntr-o analiza pe loturi de 29, respectiv 70 de copii cu LAL nu au existat cresteri ale

acestui marker [42-43].

Analiza H-FABP din studiul meu s-a efectuat pe un sublot de 19 pacienti, rezultatele
fiind urmatoarele: HFABPL1 (inainte de Tnceperea tratamentului) cu medie 1,69 ng/ml
(+0,071) si mediana 1,9 ng/ml; HFABP2 (la o ora dupa prima administrare de AC) cu
medie 1,61 ng/ml (£0,193) si medianda 1,91 ng/ml; HFABP3 (inainte de ultima
administrare de AC din reinductie) cu medie 1,60 ng/ml (+0,167) si mediana 1,85 ng/ml;
HFABP4 (la o ora dupa ultima doza de AC din reinductie) cu medie 1,603 ng/ml (+0,167)



si mediana 1,75 ng/ml; HFABP5 (la un an de la diagnostic) cu medie 1,693 ng/ml (x0,071)
si mediana 1,69 ng/ml.

Nu au existat diferente semnificative statistic in ceea ce priveste medianele pentru
cele 5 seturi de valori ale H-FABP, precum si comparand aceste rezultate cu doza
cumulativa de doxorubicing, varsta, sexul pacientilor sau incadrarea de grupe de risc. Din

aceste motive, precum si ratiuni logistice, s-a decis oprirea recoltarii acestor probe.

Unele studii internationale au demonstrat valoarea H-FABP 1in contextul
tratamentului pentru diverse patologii maligne [44-45], in timp ce altele au concluzionat ca
nu este util pentru evaluarea afectarii cardiace [46], insa niciunul nu s-a efectuat pe o

populatie pediatricd cu LAL .

5)  Rezultatele evaludrilor ecocardiografice

Ghidurile actuale recomanda evalurea ecocardiograficd Tnainte si seriat dupd initierea
tratamentului cu antracicline, atat pentru ajustarea dozelor, cat si pentru adaugarea de
tratament cardioprotectiv sau chiar intreruperea temporard a chimioterapiei in afectarile
acute severe [47]. Particularitdtile examinadrii la copil, unde nu intotdeauna se pot obtine
sectiuni de calitate optima sau efectuarea apneei pentru evaluarea tridimensionala, fac

protocoalele de evaluare a adultului sa nu fie usor de aplicat.

Tn aceste conditii am ales s& urmarim lotul de pacienti pediatrici utilizand, pe langa
parametrii clasici (FEVS, TAPSE, IVT, E, A, E/A), si parametrii TDI de functie sistolica
(SS, SL, SVD) si diastolica (TRIV, TDE, E/E’, E’/A’). Testele au fost efectuate pentru 46
pacienti deoarece la 2 dintre copii nu s-au putut realiza examenele ecocardiografice la

momentul debutului.

Nu am observat in lotul nostru diferente in dinamica pe FEVS, avand o mediana de
63% la T1, 64,5% la T2 si 62% la T3, acest parametru fiind, de altfel, insuficient de
sensibil pentru a detecta semnele precoce de insuficientd ventriculara stanga. Tn studiul de

fata evaluarile au fost in decurs de un an, intr-un protocol cu doze mici de antracicline, deci



o scadere de mai mult de 10% a FEVS era putin probabild, afectarea aparand tardiv in

urmarire, chiar la varsta de adult, explicand lipsa de sensibilitate a acestui parametru.

Utilizand IVT am observat o scadere semnificativa la prima evaluare dupa initierea

tratamentului, cu o crestere ulterioara, sugerand o afectare rapida, tranzitorie a functiei
globale de pompa. Astfel, la T1 IVT mediana este 19,1 cm, la T2 15,75 cm, iar la T3 19,6

cm, cu diferente semnificative statistic. Avand in vedere faptul ca aproape jumatate din

copiii inclusi Tn studiul nostru au varsta sub 6 ani, o valoare medie intermediara celei

prezentate Tn acel studiu este concordanta pentru pre-tratament, iar valoarea la T2 este sub

media normalului [48-50].
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Am observat o scadere a valorii SS de la T1 la T2, apoi o tendinta la revenire catre

valorile normale, sugerand o afectare tranzitorie a contractilitatii VS. Astfel, SS a scazut de

la 0 medie de 7,7 cm/s la 0 medie de 6,9 cm/s, corespunzand unor valori sub media

raportata ca normala [51], apoi a crescut la T3 catre 7 cm/s.
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Tn ceea ce priveste SL nu s-au observat variatii semnificative, valorile medii la T1 si
T2 sunt similare, de 8,7 cm/s, scazand discret la 8 cm/s la T3, valori similare cu cele
raportate Tn literatura [51]. Diferenta intre dinamica SS si SL poate sugera o mai mare

sensibilitate a septului interventricular pentru disfunctie contractila.

Evaluarea functiei ventriculare drepte s-a facut utilizand doi parametri, TAPSE, care
cuantificd simultan atat functia longitudinald, cat si cea global&, dar si SVD, care este un
parametru al functiei longitudinale si contractilitdtii. Tn studiul nostru, atdtt TAPSE, cat Si
SVD scad semnificativ dupd initierea tratamentului, dar se mentin la valori scazute la

majoritatea pacientilor la un an, chiar prezentand un trend pentru continuarea scaderii.

Tn grupul nostru, TAPSE scade de la 0 mediand de 21 mm la T1 spre o mediana de
18 mm la T2 si se mentine la o mediand de 19 mm la T3, diferentele intre T1 si T2, dar si
T1 si T3 fiind semnificative, datele internationale plasand valoarea mediana de 21 mm
pentru grupul nostru Tn zona normald, dar medianele de 18 mm si 19 mm in zona

borderline anormala pentru varsta [52].



Distributia pacientilor in functie de diferentele TAPSE2-TAPSE1

4 (]
e O TaFSE!

p<0.001 VIAFSEZ o

250

I

TAPSE (cm)

o ethel
T ’
T”I |

diferente = 0 diferente <0

2 l 15 99
! T

Pacienti

Valoarea SVD scade in grupul nostru de la 0 mediana de 14,4 cm/s la 0 mediana de
12 cm/s la T2 si ramane la acest nivel la T3, diferentele intre T1 si T2, respectiv T3 fiind
semnificative statistic. Putem spune ca valorile pre-tratament se includ in intervalul mediu

normal pentru varsta, pe cand cele la T2 si T3 se regasesc sub acest interval [53].
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Datele disponibile Tn literatura de specialitate privind disfunctia sistolica de ventricul
drept, secundard tratamentului cu antracicline, vin din studii care utilizeaza protocoale de
chimioterapie si urmarire diferite si care ajung la concluzii diferite, deci, nu exista

deocamdata un consens [54-57].



Studiul nostru arata ca disfunctia apare precoce dupa tratament si nu este corelata cu

dozele, deci, o solutie de scadere suplimentard a acestora nu ar fi fezabila.

Diferentele in tiparul aparitiei si remisiei disfunctiei VS si VD pot sugera roluri
diferite Tn urmarirea acestor pacienti, incurajand o evaluare ecocardiografica completa si
neaxatd pe functia sistolica a V'S, cum recomanda ghidurile actuale [47].

Ventriculul stang are capacitatea de a se adapta si de a-si reveni dupa injuria tisulara,
dar se remodeleaza cu dificultate dupa afectare de tip hemodinamic, pe cand ventriculul
drept se remodeleaza favorabil in multiple scenarii hemodinamice, dar este sensibil la

injuria tisulara [11].

Tn grupul nostru am identificat modificdri ale parametrilor de functie diastolicd, cu
scaderea TDE si a raportului E/A dupa initierea tratamentului, sugerand aparitia unei
disfunctii in umplerea VS. Totusi, am observat modificari paradoxale, cum ar fi scaderea
raportului E/E’. Timpul de umplere izovolumetricd, unul din parametri relativ independenti

de variabilitédi hemodinamice, a fost fard modificari.
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Clasificarea actuald a disfuntiei diastolice nu este validata la copii si cu atat mai putin
parametri masurati uzual la adult [58]. Totusi, exercitiul de evaluare a disfunctiei diastolice

serveste la 0 mai buna ntelegere a limitarilor in vederea implementarii Tn studii viitoare.



6) Compararea celor doud metode de evaluare a cardiotoxicitatii

Tn studiul nostru am regasit corelatii semnificative statistic intre ultima valoare a Tnl
si ultimele masuratori ale SS si SL, la un an de la diagnostic, respectiv la 4-6 luni de la
terminarea tratamentului cu antracicline, precum si cu parametri de functie diastolica,

evaluati tot prin TDI.

Studiul meu a aratat o corelatie intre troponina cardiacd | si functia contractila
miocardica, sprijinind rolul ambelor evaluari. Nu s-au regasit, Tnsa, corelatii intre tiparele
de dinamica ale parametrilor masurati. Faptul cd s-au evidentiat legdturi intre valorile
troponinelor si functia cardiacd diastolicd ar putea sugera interdependenta intre

contractilitate Si relaxare.

Existd putine date pe loturi de copii care sd arate o corelatie intre functia cardiaca
determinata prin ecocardiografie si cresteri ale valorilor biomarkerilor. Un studiu a
concluzionat ca disfunctia diastolicd apare mai precoce comparativ cu cea sistolica,
respectiv cu cresterea biomarkerilor cardiaci, dar si ca modificarea valorilor Tnl se

asociaza cu aparitia insuficientei miocardice congestive [59].

Recomandarile de monitorizare a cardiotoxicititii mentioneaza masurarea de ruting a
deformarii cardiace si a FEVS tridimensionale, subliniind necesitatea unor masuratori
precise, sensibile la disfunctia subclinica, si doi biomarkeri, troponina cardiaca si peptidul
natriuretic atrial tip B, dar avertizeaza privind neclaritatea semnificatiei unei cresteri mici a
valorilor [47]. Astfel, decizia de a modifica tratamentul sau a introduce tratament
cardioprotectiv necesita o crestere constanta si semnificativa a unuia din bio markeri, motiv

pentru care se poate depasi momentul optim.

7)  Limitarile studiului

a) Numarul pacientilor din acest studiu nu este mare, nsa este reprezentativ pentru

aceastd patologie la nivel national.

b) Din motive logistice, s-a decis eliminarea recoltarii probelor pentru peptidul

natriuric tip B, respectiv intreruperea dozarii H-FABP din protocolul studiului.



c) Exista o variabilitate intra- si inter-examinator, ecocardiografiile fiind realizate de

catre doi cardiologi pediatri.

d) Deoarece Tn acest studiu a fost vorba de populatie pediatricd imunodeprimata,
evaluarea ecografica nu a cuprins metoda Teichholz de masurare a FEVS (pentru limitarea
duratei evaludrii ecocardiografice) si tehnica de speckle tracking (deoarece copiii mici nu pot

face manevra de apnee voluntara).

CONCLUzII

1)  Caracteristicile clinice si biologice ale copiilor cu LAL inclusi in studiu se
suprapun datelor din literatura de specialitate.

2)  Toti copiii au fost tratati uniform, potrivit protocolului international BFM-ALL
IC 2002, la care s-a adaugat monitorizarea bolii minime reziduale in zilele 15, 33 si 78,
conform protocolului BFM-ALL IC 2009.

3)  Dozele de antracicline fost la 7 copii de sub 200 mg/m?, la 25 copii ntre 200 si
240 mg/m?, respectiv la 16 pacienti intre 240 si 300 mg/m?2,

4) A fost un singur pacient care a prezentat toxicitate acuta in timpul administrarii
de doxorubicina din cadrul uneia dintre cure, manifestata prin bradicardie.

5)  Tehnica Tissue Doppler Imaging este aplicata pentru prima data in tara noastra
intr-un studiu pediatric.

6)  Parametrii care evalueaza functia ventriculului stang, atat sistolica (SS, IVT),
cat si diastolica (E, E/A, TDE), au scazut pe parcursul administrarilor de antracicline, dar
au revenit la valorile initiale la oprirea terapiei.

7)  Parametrii utilizati la evaluarea functiei ventriculului drept (TAPSE si SVD) au
scazut semnificativ dupad initierea tratamentului si s-au mentinut la valori subnormale la un
an de la diagnostic. Sunt necesare, insa, evaluari pe o perioada de timp mai Tndelungata
deoarece studiile din literatura arata ca modificarile pe termen scurt nu reflectd in mod
fidel afectarea pe termen lung.

8) H-FABP nu a dovedit modificari semnificative la analiza intermediara,
renuntandu-se la monitorizarea valorilor acestui parametru biochimic atat din acest motiv,

cat si din ratiuni logistice.



9)  Referitor la Tnl, nu s-au observat diferente semnificative statistic imediat dupa
dozele de antraciclind. Au existat diferente relevante intre valorile dinaintea primei,
respectiv dupa ultima doza de antraciclina, Tn sensul cresterii la 39,6% dintre pacienti, in
special la doze totale de peste 200 mg/m?. La un an de la diagnostic, tendinta a fost de
scadere la majoritatea copiilor (43,76%), valori mai mari fata de nivelul de la debut
observandu-se la 47,92% dintre acestia. Rolul biomarkerilor pare a fi inferior datelor
ecocardiografice in studiul personal.

10) Ca limitari ale studiului, se pot mentiona: numarul relativ redus al subiectilor
inclusi 1n studiu, ceea ce scade valoarea semnificatiei statistice; excluderea unor
biomarkeri din motive financiare (exemple: BNP, troponina cardiacd high-sensitivity);
obtinerea unor metode de studiu ecografic mai putin performante (metoda Teicholz),
adaptate populatiei pediatrice, fiind cu o duratd scurta de examinare si fara necesitatea
evaludrii Tn apnee; interpretarea datelor ecografice de catre doi examinatori, desi s-au luat
masuri de reducere a variabilitétii rezultatelor; din motive logistice si financiare, studiul nu
a fost completat cu IRM cardiac.

11) Sunt necesare studii efectuate pe un numar mai mare de pacienti pediatrici cu
aceasta patologie, cu scopul de a monitoriza efectele adverse la nivel cardiac ale
antraciclinelor, precum si pentru diagnosticarea cardiotoxicitdtii tardive, care apare la
supravietuitorii de cancer si care nu face obiectul studiului de fatd. De asemenea, ar fi utila
evaluarea unui spectru mai amplu de biomarkeri cardiaci, in vederea determinarii aceluia
sau acelora cu rolul cel mai precis in diagnosticul precoce al afectarii cardiace.

12) Avand in considerare faptul cd in Roméania nu exista in prezent protocoale de
diagnosticare Si de urmarire a cardiotoxicitatii 1a copiii cu leucemie acuta limfoblastica,
recomand ca algoritmul de urmarire sa contind in mod obligatoriu o evaluare pre-tratament
prin ecografie cardiaca conventionala si Tissue Doppler Imaging, dar si o dozare de
biomarkeri disponibili Tn centrul sanitar respectiv. Apoi, pe parcursul tratamentului, propun
sa se reevalueze pacientul ecocardiografic intr-o maniera seriatd, cu repetarea

biomarkerilor, Tn cazul existentei suspiciunii de cardiotoxicitate.
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