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RESUMO

Introduc¢do: A Leucemia Linfoblastica Aguda (LLA) ¢ a principal neoplasia que acomete
criancas e adolescentes, correspondendo a 25% dos tipos de cancer nesta faixa etdria. Trata-se
de uma neoplasia do sistema hematopoiético e pode ser classificada por morfologia,
imunofenotipagem, citogenética e biologia molecular. Apesar dos avangos no tratamento, até
um quarto dos pacientes com LLA ainda apresentam recaida, tendo associagdo com alteragdes
genéticas recorrentes. Nos ultimos anos, esforgos intensivos sao dedicados para identificar
alteracdes genéticas que contribuam para a leucemogénese, que influenciem a resposta ao
tratamento e que possam ser aplicadas na clinica como novas ferramentas de progndstico e/ou
alvos terapéuticos. Neste sentido, este projeto objetiva avaliar a resposta terapéutica e o
prognoéstico de pacientes com diagndstico de leucemia linféide aguda portadoras das
principais fusdes génicas que possuem importancia de diagnostico, progndstico € no
direcionamento de agdes terapéuticas da LLA como a TCF3-PBXI, MLL-AF4, BCR-ABL,
TEL-AMLI e SIL-TAL, em pacientes pediatricos de um centro de referéncia do Estado do
Para. Material e Métodos: As amostras de medula dssea e sangue periférico foram extraidos
de 55 pacientes de 0 a 18 anos, portadoras de LLA e realizada coleta de dados do prontuério.
As amostras foram submetidas a técnica de RT-PCR para pesquisa das fusdes génicas.
Resultados: Os pacientes com idade superior a 10 anos foram mais refratarios ao tratamento
inicial (p=0,017). A leucometria inicial apresentou média de 92.235 leucdcitos e 35,3%
apresentavam leucometria maior 50.000, sendo classificados com alto risco (p=0,000) e
apresentaram outros fatores de mau progndstico como faixa etdria de pior prognostico (p=
0,004) e classificacdo de Egil de LLA T (p= 0,001). A frequéncia de fusdes foi de BCR-ABL
11%; MLL-AF4 3,6%; TEL-AML1 7,2%, E2A-PBX1 21,8% e SIL-TAL 5,4%. Os pacientes
com fusdo TEL-AMLI1 eram AR em sua maioria (p=0,026), os com MLL-AF4 apresentaram
OR=1.33 para 6bito, e todos foram a obito (p=0,019), e os com SIL-TAL possuiam idade
desfavoravel ao diagnostico, (p=0,017) e leucometria inicial maior que 50.000 (p=0,039). A
refratariedade ao tratamento inicial foi de 9%, recidiva 18% e obito 14,5%, ndo estando
significamente associada ao género, idade, contagem leucocitaria ao diagnostico, linhagem
celular ou presenca de fusdes neste limitado nimero de pacientes, exceto pela fusdo MLL-
AF4 em lactentes que apresentou razdo de chance para obito de 1,33 (p=0,019) e todos
morreram. Conclusdo: A populagdo estudada possui pior progndstico mesmo naqueles
pacientes com caracteristicas genéticas favoraveis como a fusdo TEL-AMLI1. Nesta pesquisa
a frequéncia das fusdes foi elevada e associada a outros fatores progndsticos como idade
maior que 10 anos e hiperleucocitose inicial contribuiu para um pior prognéstico e diminuigao
da resposta terapéutica. Além disso a fusdo MLL-AF4 em lactentes isoladamente apresentou
risco elevado para obito. Os resultados do tratamento em criangas com LLA podem ser
reflexo das condigdes de assisténcia a satde, situacdo socioecondmica e outros fatores
genéticos associados.

Palavras-chaves: Fusoes genicas, LLA, leucemia na crianga, prognostico de leucemia,

resposta terapéutica de LLA.



ABSTRACT

Background: Acute Lymphoblastic Leukemia (ALL) is the main neoplasia that affects
children and adolescents, accounting for 25% of all types of cancer in the age group. It is a
hematopoietic system neoplasia. and can be classified by several types of cell morphology,
immunophenotyping, cytogenetic and molecular biology. Despite advances in treatment, up
to a quarter of patients with ALL are still relapsed, and are associated with recurrent genetic
conditions. In recent years, intensive efforts have been devoted to identifying the genetic
factors that contribute to a leukemogenesis, influence a response to treatment and which are
applied in the clinic as new prognostic tools and/or as new therapeutic targets. In this sense,
this project aims to evaluate the therapeutic response and prognosis of patients with acute
lymphoblastic leukemia carriers of the main genetic fusions that are believed to play an
important role in the diagnosis, prognosis and targeting of therapeutic actions of ALL, such
as a TCF3-PBX1, MLL-AF4, BCR-ABL, TEL-AML1 and SIL-TAL, in pediatric patients at
a referral center in the State of Pard. Material and Methods: Bone marrow and peripheral
blood samples were extracted from 55 patients from 0 to 18 years, with ALL, which were
also submitted to data collection. Their samples were submitted to RT-PCR technique to
investigate the main fusions found in leukemias. Results: Patients older than 10 years were
more refractory to treatment than the other patients (p=0.017). The initial leukometry
presented a mean of 92.235 leukocytes and 35.3% presented leukometry greater than 50.000,
being a higher risk factor (p=0.000) and present other factors of poor prognosis as age group
(p=0.004) and Egil classification of ALL T (p= 0.001). The frequency of fusions was BCR-
ABL -11%; MLL-AF4 = 3.6%; TEL-AMLI1 - 7.2%, E2A-PBX1 - 21.8% and SIL-TAL
5.4%. Patients with TEL-AMLI1 fusion were mostly HR (p=0.026, OR= 0.82 e¢ IC= 0.68—
0.99), those with MLL-AF4 presented a relative risk for death of 1.33, and all died
(p=0.019), those with SIL-TAL had an unfavorable age at diagnosis (greater than or equal to
10 years) (p=0.017) and initial leukometry greater than 50.000 (p=0.039). The refractoriness
of the initial treatment was 9%, recurrence 18% and death 14.5%, not being significantly
associated with gender, age, leukocyte count at diagnosis, cell line or presence of fusions in
this limited number of patients, except for the MLL-AF4 fusion that presented a death
chance ratio of 1.33 (p = 0.019) and all pacients died. Conclusion: The population studied
has a worse prognosis even in those patients with favorable genetic characteristics such as
TEL-AMLI1 fusion. The frequency of fusions in this research was high, and associated with
other prognostic factors such as age greater than 10 years and initial hyperleukocytosis
contributed to a worse prognosis and decrease of the therapeutic response and in addition,
MLL-AF4 fusion in infants alone presented a high risk for death. The outcomes in children
with ALL may be a reflection of health care conditions, socioeconomic status, and other
associated genetic factors.

Keywords: Genetic fusions, ALL, leukemia in the child, prognosis of leukemia, therapeutic

response of ALL.
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1 INTRODUGAO

1.1 Consideragoes gerais

O céancer corresponde a um grupo de varias doengas que tém em comum a
proliferacdo descontrolada de células anormais e que pode ocorrer em qualquer
local do organismo. Os tumores mais frequentes na infancia e na adolescéncia
(cancer infantojuvenil - 0 a 19 anos de idade) sado as leucemias, os do sistema
nervoso central e linfomas (Figura 1) (INCA, 2016). Canceres nesta faixa etaria séo
considerados eventos raros quando comparado ao cancer de adulto, pois
correspondem de 1% a 2% de todas as neoplasias malignas no Brasil (INCA, 2014).
Segundo o INCA (2016), este problema ainda representa a primeira causa de morte
por doenga em criangas e adolescentes de 1 a 19 anos (7% do total), para todas as
regides do Brasil, com estimativa de 12.600 casos novos para o ano de 2016 e de
2017.

A leucemia é o tipo mais comum de cancer em pacientes menores de 15
anos de idade em diversos paises, correspondendo a 25% dos tipos de cancer nesta
faixa etaria (JATANIAH et al., 2015), havendo variacdes em regides demograficas
relacionadas a miscigenagao populacional, indicadores socio econdmicos, etnias e
fatores ambientais (REIS et al., 2011).

DISTRIBUICAO DO CANCER
INFANTIL B Leucemias
O Tumor SNC
3% 9% . O Linfomas

@ Neuroblastoma
B Sarcoma

O Tumor Wilms
B Tumor 6sseo

O Retinoblastoma
B Outros

Figura 1 - Distribuigdo do cancer infantil no Brasil.
Fonte: SOBOPE, (2012).

Dados de registros populacionais do INCA de 2010 revelam que a Leucemia

Linfoblastica Aguda (LLA) é a principal neoplasia que acomete criangas e
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adolescentes. Na regido norte, no Estado do Para, estimam-se 250 novos casos em
2012 (INCA, 2012), e mais especificamente na regido metropolitana de Belém, a
LLA representa 39% dos casos de cancer infantojuvenil sendo esta taxa elevada
quando comparada ao restante do pais (INCA, 2014). Segundo o INCA (2016) a
estimativa de casos novos de cancer em criangas e adolescentes seria de 276 casos
no Estado do Para, porém no Hospital de referencia onde foi realizada esta pesquisa
houveram 410 casos suspeitos, sendo confirmados 175 casos de LLA no ano de
2016 (PRO SAUDE, 2016).

A LLA acomete geralmente a faixa etaria de 1 a 4 anos (USCS, 2012), com
predominédncia no sexo masculino (REIS et al, 2011) e na raga branca (ASTER,
2010). Ainda existe uma forte associagédo entre fator socioeconémico e LLA que foi
descrita em varios estudos com interferéncia direta nos indices nas taxas de cura
(POOLE et al, 2005).

1.2 Etiologia

A LLA é uma neoplasia do sistema hematopoiético, definida como uma
expansdo clonal de uma célula anormal precursora de linfécitos (B e/ou T),
desencadeando um bloqueio da diferenciacdo destas células, logo ocorre
superprodugdo de formas mais jovens, os linfoblastos, sendo que os eventos que
levam a transformag&o maligna sdo complexos e multifatoriais, com diversos fatores
influenciando o surgimento desta doenca (P1ZZO e POPLACK, 2011). Este processo
de formagao de células jovens ainda é sustentado por mecanismos de resisténcia a
destruicdo dos linfoblastos, como resisténcia a apoptose gerando perpetuagao da
doenga oncologica e imortalizagdo do blasto (PUI e EVANS, 2006).

O fator genético tem um papel importante na etiologia da LLA, tendo em
vista a associagdo de anormalidades cromossdmicas constitucionais em varias
sindromes (Sindrome de Down, Sindrome de Bloom, Anemia de Fanconi) com
aumento de risco de aparecimento de LLA (LINABERY e ROSS, 2008) além da
ocorréncia de leucemia familiar, da alta incidéncia de leucemia em gémeos idénticos
e da observagao de anormalidades cariotipicas e moleculares na maioria das células
leucémicas de individuos com LLA (PUI; ROBISON; LOOK, 2008). Estudos recentes
demonstram a deteccdo de polimorfismos em genes ligados a sinalizagdo e
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proliferacdo celular, que conferem aumento na suscetibilidade a desenvolver LLA,
como ARID5B, IKZF1, CEBPE (PUl e EWANS, 2013). Fatores ambientais (radiagao
ionizante, Raio-X, agrotoxicos), fatores infecciosos (infecgdo viral) e
imunodeficiéncias também estdo implicados na etiopatogenia da LLA. Assim como
em outros tipos de cancer, a LLA é provavel que ocorra por interagcado entre fatores
exdgenos ou exposi¢cdes enddgenas (inflamagéo, estresse oxidativo...) no periodo
intrautero e/ou pos natal, suscetibilidade genética (herdada) e o acaso (INABA;
GREAVES; MULLIGHAN, 2013).

EXPOSICAO
4 i

INTRAUTERO  POS NATAL j>
INICIALIZACAO PROMOCAO

VARIACAO GENETICA HEREDITARIA

Figura 2 — Etiologia multifatorial da LLA.
Fonte: INABA (2013).

1.3 Classificagao OMS

A Organizagdo Mundial de Saude em 2001 classificou a LLA em dois
grandes grupos: leucemia linfoblastica aguda de precursor B, que corresponde a
80% dos casos, e leucemia linfoblastica aguda de precursor T que corresponde a
10-15% dos casos, utilizando dados de imunofenotipagem e em 2008, definiu duas
alteragdes no diagndstico e classificagao das neoplasias de células precursoras B e
T. A nomenclatura mudou de “leucemia linfoblastica de precursor B/linfoma” e
“leucemia linfoblastica de precursor T/linfoma” para “Leucemia linfoblastica B/linfoma
"e “Leucemia linfoblastica T/linfoma” (VARDIMAN et al., 2009).

A classificagdo atualmente também €& baseada nas alteragbes genéticas,
sendo categorizada em diferentes subtipos, de modo que a Leucemia linfoblastica
B/linfoma é classificada em 8 subtipos diferentes que s&o definidas principalmente
por anormalidades cromossOmicas recorrentes e especificas (Tabela 1) (VARDIMAN
et al, 2009). A leucemia linfoblastica T/linfoma apresenta anormalidades mais
comuns a fusdo génica SIL-TAL1 e expressdo ectopica HOX11L2 (BHOJWANI,
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YANG; PUI, 2015), porém como o significado patogenético dessas anormalidades
ainda nao esta claro, esse subtipo de leucemia n&o € subclassificado de acordo com

a alteracao genética (ZERBINI et al, 2011).
Tabela 1 — Classificagdo LLA B - OMS.

Leucemia linfoblastica B/linfoma com t(9;22) (q34;911.2) BCR-ABL 1

Leucemia linfoblastica B/linfoma com t(v;11923) rearranjo MLL

Leucemia linfoblastica B/linfoma com t(12;21)(p13;922) TEL-AML1 (ETV6RUNX1)
Leucemia linfoblastica B/linfoma com hiperdiploidia > 47-50 cromossomos
Leucemia linfoblastica B/linfoma com hipodiploidia < 47 cromossomos
Leucemia linfoblastica B/linfoma com t(5;14)(q31;932) IL3-IGH

Leucemia linfoblastica B/linfoma com t(1;19)(q23;p13.3) E2A-PBX1(TCF3-PBX1)
Leucemia linfoblasticaB/linfoma sem outras especificagdes Sem outras alteragdes

Fonte: VARDIMAN (2009).
As principais fusdes génicas encontradas, que se acredita ter um importante

papel no diagndstico, prognostico e no direcionamento de agdes terapéuticas, séo:
BCR-ABL, MLL-AF4, TEL-AML1, E2A-PBX1 e SIL-TAL.

1.3.1 BCR-ABL

O gene Breakpoint Cluster Region (BCR) esta presente no cromossomo 22
e apresenta 23 éxons. Embora sua fungdo ainda nao esteja clara, sabe-se que este
gene codifica uma proteina com atividade de serinatreoninacinase (NCBI, 2016) e
parece ser um regulador negativo de BCR-ABL (WU et al., 1999).

O gene Abelson Tyrosinekinase (ABL) esta inserido no cromossomo 9 e é
constituido por 11 éxons. Esse gene codifica uma proteina citoplasmatica e nuclear
com atividade de tirosina cinase que tem influéncia em processos de diferenciacéao,
divisdo e adeséo celular, além de resposta a estresse. A sua atividade € regulada
pelo seu dominio SH3, e a delegdo desse dominio transforma ABL em um oncogene
(NCBI, 2016).

A translocagdo cromossémica envolvendo esses dois genes, 1(9;22)
(q34;911), gera uma fusao genética conhecida como cromossomo Philadelphia (Ph)
e esta presente em 3% a 5% dos casos de LLA-B pediatrica (RIZZATTI e ZAGO,
2002). Nessa malignidade, a presenca de BCR-ABL é associada a criangas com
maior idade, alta contagem de leucécitos e infiltracdo leucémica de SNC ao
diagnostico (CRIST et al, 1990). A translocagéo ativa multiplas vias de sinalizagéo,
aumenta a proliferacao celular e desregula a diferenciacédo e adesao (DUY, 2011).
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Historicamente, essa anomalia vem sendo associada a um prognostico
extremamente ruim (ARICO et al, 2010). Porém, com o uso de inibidores de tirosina
cinase, como o mesilato de imatinib (Gleevec) associado a poliquimioterapia é
observado taxa de remissdo superior a 90% e aumento da sobrevida livre de
eventos, logo melhorando o progndstico dos pacientes (INABA; GREAVES;
MULLIGHAN, 2013).

1.3.2 MLL-AF4

O gene Mixed Lineage Leukemia (MLL), composto por 36 éxons, codifica um
coativador transcricional que desempenha papel essencial na regulagdo da
expressdo génica durante os estagios iniciais de desenvolvimento e hematopoese
(NCBI, 2016).

O gene AF4 esta localizado no cromossomo 4 e € composto por 20 éxons.
Pouco se sabe sobre as fungbes do gene AF4, porém em um estudo feito por Isnard
et al (2000) o knockout desse gene em ratos sugeriu que sua fungdo esta na
codificagdo de um fator de transcrigado putativo, envolvido na ontogenia da linhagem
linféide.

A translocacéo t(4;11)(q21;923), com a fusdo MLL-AF4 é conhecida por ser
a mais prevalente translocacdo envolvendo MLL em LLAs-B de lactentes
(SZCZEPANSKI, 2007), aparecendo em 50-70% neste grupo de pacientes
(BIZARRO et al, 2007), e esta associada a um mau prognostico (HEEREMA et al,
1999). Um estudo in vitro mostrou que leucemias positivas para esta translocacéo
apresentam maior resisténcia a morte celular induzida por estresse, o que pode
contribuir para esse mau prognostico (KERSEY; WANG; OBERTO, 1998).

1.3.3 TEL-AML1

O gene TEL, também conhecido como ETs Variant6 (ETV6), esta presente
no cromossomo 12 e é composto por 8 éxons. Esse gene codifica um fator de
transcricdo da familia ETS que contem dois dominios funcionais: o dominio N-
terminal pointed (PNT) que esta envolvido na interagdo proteina-proteina, e o
dominio C-terminal de ligagdo ao DNA. Estudos sugerem que TEL & necessario a
hematopoese e a manutencdo do desenvolvimento de redes vasculares (NCBI,
2016).
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O gene AML1, também conhecido como Runt-related Transcription
Factor1(RUNXT), esta presente no cromossomo 21 e apresenta 9 éxons. A proteina
codificada por AML1 compde a subunidade alpha de Core Bindingfactor (CBF), um
fator de transcricdo heterodimérico, que esta envolvido no desenvolvimento
hematopoiético normal (NCBI, 2016).

A translocagdo cromossdémica envolvendo os genes TEL e AMLT,
t(12;21)(p13;922), € a mais frequente em pacientes de LLA-B pediatrica, sendo
observada em aproximadamente 25% dos casos e esta relacionada com progndstico
favoravel (STAMS, 2005). A proteina TEL-AML1 pode perturbar a expressdo de
genes regulados por AML1, transformando esse gene em um repressor
transcricional (HIEBERT et al, 1996) e a perda do alelo normal do gene TEL
frequentemente acompanha a fusdo TEL-AML1 em casos de LLA, sugerindo que os
efeitos leucemogénicos ocasionados por essa fusdo ocorrem, em partes, devido a
perda de fungéo da proteina TEL normal (TAKEUSHI et al, 1997).

1.3.4 E2A3-PBX1

A translocagao t(1;19)(q23;p13.3) em leucemia linféide aguda foi identificada
citogeneticamente pela primeira vez em 1984 (CARROL et al, 1984). Tal anomalia é
observada em diferentes tipos de LLA-B, é associada a um mau prognodstico
(SCHULTZ et al, 2007) e esta presente em 5% a 6% de todos os tipos de LLA,
sendo que, entre criangas com LLA pré-B, representa 25% a 30% dos casos (Biondi,
1998).

O gene Transcription factord (TCF3), também conhecido como EZ2A,
apresenta 19 éxons (NCBI, 2016) e codifica duas proteinas, E12 e E47, que sao
fatores de transcrigdo do tipo basichelix-loop-helix (bHLH) (BURMEISTER, 2010). As
proteinas E ativam a transcricdo por ligacdo a sequéncias regulatorias E-box de
genes alvos como heterodimeros ou homodimeros, e s&o inibidas por
heterodimerizagdo com proteinas helix-loop-helix inibidoras de ligagdo ao DNA.
Além disso, as proteinas E desempenham importante papel na linfopoese, sendo
necessarias para o desenvolvimento de linfocitos B e T (NCBI, 2016).

O gene Pre-B-cell leucemia homeobox1 (PBX1) apresenta 9 éxons (NCBI,
2016) e codifica uma familia de proteinas caracterizadas pela insergcdo de trés
residuos na primeira helix do homeodominio (BERTOLINO et al, 1995). A proteina
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PBX1 interage com homeodominios de proteinas nucleares, como HOX, formando
complexos transcricionais heterodiméricos (KNOEPFLER e KAMPS, 1995), que
controlam a expressao de diversos genes envolvidos no desenvolvimento de células
hematopoiéticas.

A proteina TCF3-PBX1 fusionada age como um ativador transcricional,
capaz de gerar transformacao celular (KAMPS et al, 1990). Essa acéo se da devido
as proteinas HOX direcionarem TCF3-PBX1 a sitios do DNA normalmente
reconhecidos pelos complexos HOX-PBX1. Com isso, a proteina fusionada pode
interferir na diferenciacdo hematopoiética, devido perturbacdo de padrbes de
expressdo génica, normalmente regulados pelas proteinas HOX (LU e KAMPS,
1997).

1.3.5 SIL-TAL

O gene SCL Interruptinglocus (SIL) esta presente no cromossomo 1 e é
composto por 17 éxons. Tal gene codifica uma proteina citoplasmatica responsavel
pela regulacdo de checkpoints do fuso mitotico, uma via regulatéria que monitora a
segregacao cromossdmica durante a divisdo celular, garantindo a distribuicao
apropriada de cromossomos as células filhas. Delegbes cromossémicas que
fusionam esse gene a um locus adjacente, geralmente ocorrem em 9% a 26% das
leucemias de células T (NCBI, 2016).

O gene TAL1 (T-cellacuteleukemia) esta presente no cromossomo 1,
aproximadamente 90 Kb downstream a SIL (BROWN et al, 1990), e € composto por
8 éxons, sendo os quatro primeiros, éxons alternativos (1a, 1b, 2a e 2b) (VAN
DOGEN et al, 1999). Esse gene, em particular os éxons 4-6, codifica uma proteina,
que corresponde a um fator de transcricdo do tipo basichelix-loop-helix (bHLH). A
proteina TAL1 pode heterodimerizar com outros fatores de transcricdo e é essencial

ao desenvolvimento de linhagens hematopoiéticas (BEGLEY e GREEN, 1999).

1.4 Classificagao de EGIL

A classificacdo de EGIL, proposta em 1995 pelo Grupo Europeu para

caracterizagado imunoldgica das leucemias se baseia no perfil imunofenotipico das

células leucémicas em concordancia com aspectos morfolégicos e tem como
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objetivo estabelecer as diretrizes desta classificacdo baseado na expressdo de
marcadores, e uniformizar o diagnostico dos varios tipos de doengas hematologicas
nos diversos centros de diagnodstico (BENE et al, 1995). Esta expressdes passam a
predizer, a partir dos fenotipos B ou T que as alteragdes bioldgicas associadas a
resposta terapéutica, monitorizagdo de doenca residual minima e estratificacdo em
grupos de maior ou menor risco sdo bem mais importantes que critérios apenas
morfolégicos (GIL, 2011).

Célula progenitora Célula pré pré B Célula pré B Célula pré B Célula B madura
linféide B (pré B) transicional
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Figura 3- Esquema de desenvolvimento das células B e T, com seus respectivos antigenos de
acordo com os diferentes estagios de maturacéo celular.
Fonte: PUIl e JEHA, (2007).

As LLAs-B foram divididas em subgrupos, de acordo com os estagios de
diferenciagdo normal dos progenitores B na medula 6ssea (FARIAS, 2004) e de
acordo com os antigenos expressos (GORCZYCA, 2008), em pré-B, comum, pré-B
e B-maduro e as LLAs-T dividem-se em trés subgrupos, de acordo com os antigenos
correspondentes aos niveis de diferenciacdo normais: pré-T, T intermediario e T
maduro (FARIAS, 2004) (Figura 3).

1.5 Diagnéstico e Prognéstico

O diagnostico de LLA é baseado na citomorfologia, imunofenotipagem ,

citogenética e caracterizagdo molecular das células leucémicas (PUI et al, 2008). A
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partir das caracteristicas dos blastos leucémicos procede-se a classificacdo dos
subtipos de LLA e a escolha da terapéutica adequada.

O diagnostico morfolégico € baseado na presengca de 25% ou mais de
células com caracteristica morfoldgica de blastos leucémicos, classificados em L1,
L2 e L3 de acordo com a classificagdo French-American-British (FAB), onde L1
corresponde a células primitivas imaturas uniformes, pequenas, com citoplasma
escasso e nucleo arredondado ou fendindo, geralmente com um nucléolo; as células
de L2 variam consideravelmente de tamanho e quantidade de citoplasma e possuem
a proporc¢ao de nucleo/citoplasma raramente tao elevada como em L1 e os nucléolos
sdo variados quanto a forma e frequéncia, porem geralmente contém muitos
nucléolos; e as L3 sao células primitivas imaturas com citoplasma azul intenso,
contendo numerosos vacuolos perinucleares pequenos (VARDIMAN et al, 2008).

As técnicas de RT-PCR, FISH/MLPA e citometria de fluxo sao utilizadas
para identificar as translocagdes especificas de leucemia, anormalidades
cromossOmicas submicroscopicas, e o DNA celular, respectivamente (INABA, 2013).

Na LLA diversos fatores prognodsticos de sobrevida s&o bem estabelecidos
como a idade, pois pacientes que possuem idade entre 1 e 10 anos apresentam
maior sobrevida; e contagem leucocitaria ao diagnostico, ja que pacientes com mais
que 50.000 leucdcitos apresentam pior prognéstico, comprometendo a sobrevida,
principalmente entre os pacientes com LLA B-derivada. Outras variaveis
relacionadas com alteragdes genéticas nas células leucémicas e a resposta inicial
ao tratamento sdo de extrema importancia, porém a melhoria do tratamento esta
amenizando a forga progndstica de muitas variaveis clinicas e biolégicas que
previamente eram relacionadas com a evolugao do paciente (PUI et al, 2006).

Dentre os subtipos imunolégicos de LLA B, o tipo comum (Calla) expressa
CD10, o que causa um impacto favoravel no prognostico e a LLA T possui pior
prognostico devido a associagdo com fatores desfavoraveis como sexo masculino,
leucometria inicial elevada e presengas de massa mediastinal e envolvimento de
SNC ao diagnéstico (GIL, 2011).

A idade ao diagndstico tem um forte significado progndstico, refletindo
diferentes biologias subjacentes de LLA em diferentes faixas etarias. Em criancas
com 1 a 9 anos a ocorréncia de melhor prognostico € parcialmente explicado pela

ocorréncia mais frequente de caracteristicas citogenéticas favoraveis em blastos
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leucémicos, incluindo hiperdiploidia e / ou trissomias cromossémicas favoraveis, ou
o ETV6-RUNX1; t(12; 21), também conhecida como translocagdo TEL- AMLA1
(MORICKE, 2005).

Estudos retrospectivos demonstram que entre adolescentes de 15 a 20 anos
de idade tratados com protocolos pediatricos, a taxa da sobrevida livre de eventos é
maior quando comparada com pacientes do mesmo grupo etario tratados com
protocolos de adultos (DE BONT et al, 2004).

O sexo masculino é mais acometido pela LLA e esta associado a um pior
prognostico devido a este género estar ligado com a maior incidéncia de
imunofendtipo T e index DNA desfavoravel (hipodiploidia) (PUl; RELLING;
DOWNING, 2004).

O nivel de DHL (enzima desidrogenase lactica) em criangas com LLA & um
marcador prognéstico isolado e sua dosagem precoce pode ser util na identificagdo
de grupo de pacientes com alto risco de recaida, segundo Pui et al (1985), tendo em
vista que nédo é encontrado em grupo de pacientes com baixo e médio risco de
recaida (HICSONMEZ; CAGLAR; RENDA, 1985). Segundo Rozovski (2015), o nivel
de DHL elevado no momento do diagnostico em pacientes com leucemia mieldide
aguda, foi um indicador progndstico independente, provavelmente porque refletia o
burden tumoral, bem como observado na LLA, principalmente associada a
hiperleucocitose, que é fator de risco para recidiva (ZHENG et al, 2015).

Outro fator prognéstico importante na LLA é a pesquisa de Doenga Residual
Minima (DRM), que quando detectavel apds o indug&o da remissao, esta associada
a alto risco de recorréncia da leucemia (PUI, 2000).

As alteragdes genéticas observadas nas células leucémicas tém relevante
significado diagnodstico e prognostico (ARMSTRONG et al, 2005), como na LLA-B,
na qual é observado que, em relacdo as fusdes e alteragdes numéricas, a
hiperdiploidia (uma alteragdo cromossémica numérica, na qual as ceélulas
apresentam 47-65 cromossomos) e a presenga do gene de fusdo TEL-AMLT,
apresentam progndstico altamente favoravel (FALCAQO et al, 2002; ARMSTRONG e
LOOK, 2005). Cabe ressaltar que a hiperdiploidia € comum em LLA do tipo pré-B,
sendo encontrada em aproximadamente 20% de pacientes pediatricos, logo possui
prognostico mais favoravel que as demais leucemias (LEE et al, 1998).
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Por outro lado, alteragbes como a hipodiploidia (anormalidade
cromossOmica numerica, na qual o numero modal de cromossomos € de até 45),
translocagéo t(4;11) e 1(9;22) tem prognostico reservado (FALCAO et al, 2002;
ARMSTRONG e LOOK, 2005). Os casos de hipodiploidia com menos de 44
cromossomos estdo presentes em até 3% de LLAs infantis e sdo associados a um
alto risco de baixa eficiéncia do tratamento (HARRISON et al, 2009).

No que concerne a idade dos pacientes, em associa¢gao com o tipo de fusao,
entre os pacientes com a fusdo MLL-AF4, os lactentes tem evolugdo clinica
consideravelmente pior que as criangas maiores (PUIl et al., 2004); ja entre os
pacientes com t(9;22), aqueles com idade entre 1 a 9 anos, tém melhor prognostico
que os adolescentes com a mesma doenga (ARICO et al, 2000).

Os individuos com LLA-B apresentando t(1;19) sédo correlacionados com a
presenca de caracteristicas de alto risco clinico, como elevada contagem celular,
altos niveis de DHL e envolvimento do sistema nervoso central (VAN DONGEN et al,
1999).

Em relagdo as leucemias de células T, as que apresentam t(11;19) com a
fusdo MLL-ENL e superexpressao do gene HOX1711, tem bom prognostico
(FERRANO et al, 2006).

Em estudo realizado por Mello Junior (2014), em pacientes de um hospital
de referéncia do Estado do Para (Brasil) foi observado a presencga de fusdo SIL/TAL
em grande parte de pacientes com LLA atendidos em Belém, o que contribuiu para
detectar um fator prognodstico de suma importancia, além disto, pacientes que
apresentaram a fusdao BCR/ABL e que inicialmente foram classificados como de
baixo risco para recaida, receberam terapéutica modificada baseado nesta
informacéo, com consequente melhora clinica e resposta terapéutica adequada.

1.6 Tratamento da LLA

O progresso no tratamento do cancer na infancia e na adolescéncia foi
extremamente significativo nas ultimas décadas, sendo que hoje no Brasil, cerca de
70% das criangas e adolescentes acometidos de cancer podem ser curados (INCA,
2016), e em paises desenvolvidos estima-se uma taxa de cura de até 90%,

resultante da realizagdo de diagndstico precocemente e tratamento em centros
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especializados, além do crescimento do conhecimento a respeito da génese da LLA
nos utimos 50 anos. Em decorréncia destes fatores a maioria dos sobreviventes de
cancer tera boa qualidade de vida apds o tratamento adequado. (Figura 4)
(ADAMSON, 2015).
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Figura 4 — Sobrevida de pacientes de LLA nos ultimos anos.
Fonte: Adamson ( 2015).

As altas taxas de cura estdo sendo atingidas a partir da utilizagcdo de
medicagdes (poliquimioterapia) descobertas antes da década de 1980, porém com
doses e combinagdes mais efetivas. Estas modificagdes sdo baseadas na
identificacdo dos grupos de risco e estratificagdo da terapia por meio de alteragdes
genéticas e moleculares detectaveis nas células blasticas, tais como fusdes génicas,
e fatores progndsticos do paciente que direcionam para o tratamento mais adequado
(STARY et al, 2014).

De maneira geral os regimes terapéuticos para LLA sdo realizados por
grupos cooperativos multicéntricos de varios paises, como exemplo protocolo do
Grupo de Estudo para LLA Berlim-Frankfurt-Muenster (BFM), o protocolo do Grupo
Brasileiro para Tratamento de Leucemia Linféide Aguda na Infancia (GBTLI), o
protocolo da Associagao ltaliana de Hematologia e Oncologia Pediatrica para LLA
(AIEOP), o protocolo St. Jude Children’s Research Hospital (SJCRH) entre outros.

O protocolo BFM divide os grupos em risco standard ou baixo, médio ou

intermediario e alto risco baseado na resposta a prednisona, idade, contagem
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leucocitaria, imunofenotipagem e genética molecular. Para a classificagdo de risco
standard, é necessaria a presenga de todos os seguintes critérios: idade > 1 ano e <
6 anos ao diagnodstico; < 20.000 leucdcitos/ul ao diagnostico; auséncia de
imunologia de células T; auséncia de 1(9;22) ou de recombinacdo BCR-ABL;
auséncia de t(4;11) ou de recombinacdao MLL-AF4; < 1.000 blastos/ul no sangue
periférico no D8; e remissao completa no D33. Para a classificacdo de risco
intermediario, € preciso haver a presenca de todos os seguintes critérios: auséncia
de 1(9;22) ou de recombinacdo BCR-ABL; auséncia de t(4;11) ou de recombinagao
MLL-AF4; < 1.000 blastos/pl no sangue periférico no D8; e remissao completa no
D33. Além disso, deve haver, pelo menos, um dos seguintes critérios: idade < 1 ano
ou > 6 anos ao diagndstico; contagem > 20.000 leucocitos/pl ao diagnostico. Para a
classificagdo de alto risco, cada um dos seguintes critérios, isoladamente,
independentemente da idade e da contagem de leucdcitos inicial, € necessario:
contagem de blastos >1.000/pl no D8; auséncia de remissdo completa no D33;
presenca de t(9;22) ou de recombinacdo BCR-ABL; ou presenca de t(4;11) ou de
recombinagao MLL-AF4 (ALL IC BFM 2002).

No seu ultimo estudo que teve duracdo de 5 anos e 5060 pacientes, obteve
uma sobrevida livre de eventos e global em 5 anos de 74% e 82% para todos os
grupos de risco, sendo de 81% e 90% para o risco standard; 75% e 83% para o risco
intermediario; e de 55% e 62% para o grupo de alto risco respectivamente (STARY,
2014).

O tratamento da LLA é realizado em fases, sendo que cada uma possui
peculiaridades (inducdo, consolidacdo, reindugdo e manuteng&o), porém com um
mesmo objetivo de levar e manter o paciente em remissdo. A primeira fase ou fase
de indugdo tem como objetivo levar a remissao clinica e medular, que é definida
como auséncia de sinais de leucemia no exame fisico; laboratorialmente em sangue
periférico e de medula 6ssea com menos de 5% de linfoblastos e avaliagcdo da DRM
negativa realizada através de técnicas imunoldgicas ou através da biologia
molecular (FRONKOVA et al, 2008). Nesta fase e na fase de reindugcdo sé&o
utilizados diversas drogas com mecanismos de acao diferentes como os
Glicocorticoides (prednisona e/ou dexametasona), alcaloide da vinca (vincristina/
vimblastina), antraciclicos (daunorrubicina e/ou doxorrubicina), L asparaginase,

agente alquilante (ciclofosfamida ou ifosfamida) e agentes antimetabdlitos
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(mecaptopurina, tioguanina e citarabina). Na consolidagdo s&o administrados
farmacos antimetabdlitos, geralmente Metotrexato (MTX) e 6-mercaptopurina (6-
MP). A fase de Intensificagdo tardia ou tratamento da manutencdo pode variar de
acordo com a estratificacdo do paciente (NACHMAN et al, 1998).

Apesar do aumento nas taxas de cura, excedendo 80% nos Estados Unidos
(PUI et al, 2009), até um quarto dos pacientes ainda apresentam recaida, o que
acarreta um mau prognostico (NGUYEN et al, 2008). A LLA é caracterizada por
alteragdes genéticas recorrentes, como aneuploidias e rearranjos estruturais que
estdo associadas com alto risco de recaida. Com isso, nos ultimos anos, esforgos
intensivos vém sendo dedicados ao uso de perfis gendmicos de alta resolugdo com
finalidade de identificar alteragbes genéticas que contribuam para a leucemogénese,
que influenciem a resposta ao tratamento e que possam ser aplicadas na clinica

como novas ferramentas de prognostico e alvos terapéuticos (MULLIGHAN, 2013).
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral

Avaliar a resposta terapéutica e o prognostico de pacientes com diagnéstico
de leucemia linféide aguda portadoras das principais fusées génicas.

2.2 Objetivos Especificos

Identificar as fusdes BCR-ABL, MLL-AF4, TEL-AML1, TCF3-PBX1 e SIL-
TAL em pacientes infantojuvenis com LLA.

Correlacionar os resultados encontrados nestas analises e avaliar
associagdo dos mesmos com caracteristicas clinico-patolégicas e progndsticas das
LLA estudadas;

Investigar se ha semelhangas ou diferengas na resposta terapéutica e
prognostico entre os pacientes infatojuvenis conforme a idade ao diagnaostico.

Analisar a respostas terapéutica inicial nos pacientes de LLA independente
de uso prévio de corticosteroides.
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3 MATERIAL E METODO

3.1 Aspectos gerais

Foi realizado um estudo observacional, descritivo, transversal, em pacientes
pediatricos portadores de LLA atendidos no Hospital Oncoldgico Infantil Octavio
Lobo na cidade de Belém do Para no ano de 2016.

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa (CEP) em Seres
Humanos do Instituto de Ciéncias da Saude da Universidade Federal do Para
(Anexo 1).

3.2 Amostra

A populacgéo de estudo é composta de pacientes de 0 a 18 anos, portadoras
de LLA atendidos em um hospital de referéncia em oncologia na cidade de Belém,
em 2016, com diagnostico morfolégico de LLA por aspirado de medula 6ssea
através da classificagdo French-American-British (FAB) e/ou imunofenotipagem de
sangue periférico ou de medula 6ssea com caracteristicas de linhagem celular
derivado de linfécitos precursores B ou T.

Foram excluidos do estudo paciente acima de 18 anos de idade; com
diagndstico de outras leucemias; e aqueles que abandonaram o tratamento ou foram
transferidos para outro servigo de oncologia.

Foram avaliados 55 pacientes neste estudo e estes foram categorizados
entre leucemias linfoblasticas de percussores B e T; pacientes infantis e juvenis
categorizados em menores de 1 ano e maiores de 10anos e pacientes de 1 a 10
anos, sexo masculino ou feminino, contagem leucocitaria e valor de DHL inicial ao
diagndstico; resposta inicial ao tratamento através do DRM coletado no D33 (décimo
terceiro dia da indugéo); e estudo das translocagbes mais comumente observadas
em LLA em criancas e adolescentes.

Na etapa inicial da pesquisa foi realizada a coleta de dados dos sujeitos da
pesquisa através de revisdo de prontuarios do HOIOL (exames admissionais) e
coleta de material biolégico (sangue periférico e/ou sangue de medula) no momento
que o paciente realizou coleta para estratificacdo diagnostica e avaliagdo de

remissao, conforme protocolo da institui¢ao.
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3.3 Coleta de Dados

Foi realizada coleta de informacgbes dos pacientes, em prontuarios médicos
de modo sigiloso para avaliar as seguintes variaveis através do preenchimento da
ficha sistematica (APENDICE A):

- |ldade;

- Sexo;

- Avaliagdo do primeiro hemograma ao diagndstico realizado no servico com
contagem inicial de leucocitos;

- Avaliacao do primeiro DHL realizado no servigo;

- Classificagédo de subtipos de LLA conforme aspectos imunoldgicos

- Tipo de protocolo quimioterapico usado: protocolo BFM (Berlim Frankfurt
Munique) ou GBTLI (Grupo brasileiro de tratamento de leucemia infantil);

- Estratificacdo de risco para tratamento, de acordo com o protocolo
empregado baseado na idade, leucometria ao diagndstico e aspectos
imunoldgicos: alto risco, risco intermediario ou médio risco e baixo risco;

- Resposta inicial ao tratamento quimioterapico: mielograma e
imunofenotipagem do D33; e

- Causa de o6bito, quando presente.

3.4 Desenho Experimental

Foram coletadas amostras de sangue periférico e medula 0ssea de 56
pacientes com LLA, com a finalidade de avaliar os fatores progndsticos e realizar a
identificacdo molecular, por RT-PCR, de fusdes génicas classicas (BCR-ABL, TEL-
AML1, SIL-TAL, MLL-AF4, E2A-PBX1) e assim classifica-los entre os subtipos de
LLA existentes.

3.5 RT-PCR

Foi realizada puncédo venosa e coleta de sangue com seringa contendo
anticoagulante (EDTA) em pacientes com hiperleucocitose (presenga de mais de
50.000 leucécitos em sangue periférico) ou pungdo medular com armazenamento de
sangue de medula 6ssea em tubo contendo EDTA, este sangue foi submetido a
acao de Ficoll Histopaque® (Sigma-Aldrich, USA), conforme protocolo do fabricante,
para separacao de linfécitos. Posteriormente foi submetido ao processamento com
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RNAeasy Mini Kit (Qiagen, USA), conforme protocolo padréo, para extragao de RNA
total e conversdao para cDNA com o uso do High Capacity cDNA Reverse
Transcription Kit (Applied Biosystems, USA), conforme protocolo descrito no kit.

Para a analise de fusdes, o c-DNA obtido foi utilizado para amplificacdo de
alvos moleculares através de reagao em cadeia da polimerase com o kit GoTag®
Colorless Master Mix (Promega, USA), conforme instru¢bes do protocolo, utilizando-
se de primers desenhados para reagdo multiplex de RT-PCR para as fusdes
objetivadas nesta pesquisa, semelhantes ao descrito por Galehdari et al. (2009),
porém com modificacbes a fim de, possivelmente, melhorar os ensaios. Apos a
reacdo, os amplificados foram confrontados com um marcador de peso molecular
por eletroforese em gel de agarose (1,5%), corado com Sybr safe DNA Gel Stain
(Life Technologies, EUA) e visualizados em Safe Imager™ 2.0 Blue Light
Transilluminator (Invitrogen / Life Technologies, USA). Para controle de reacéo,
todos os pacientes tiveram, concomitantemente, a realizagdo de um RT-PCR de um
controle endogeno.

3.6 Leucometria e DHL

Os dados referentes a Leucometria e o DHL iniciais dos pacientes
submetidos a pesquisa foram coletado dos exames admissionais institucional,
realizados por todos os pacientes com LLA atendidos nos anos de 2015 e 2016 e
que estdo sendo tratados no HOIOL, conforme protocolo da institucional; e foram
transcritos para ficha sistematica desenvolvida com a finalidade de conter todas as

informacdes necessarias para o desenvolvimento desta pesquisa.

3.7 Resposta terapéutica
Foi avaliada a remissdao dos pacientes em um ponto fundamentai de
estratificacdo de pacientes em tratamento de LLA, conforme protocolo institucional:

- Avaliagdo da remissdo no D33: neste momento € avaliada, a remissao
completa através do mielograma e imunofenotipagem (doenga residual
minima - DRM).

O paciente foi considerado em remissdo quando mielograma normocelular com

menos de 5% células imaturas e auséncia de atividade imunolégica em
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imunofenotipagem de medula Ossea ou refratario ao tratamento inicial se
mielograma com mais de 5% de células imaturas e DRM positiva.

Para avaliacdo do desfecho foi considerada as variaveis resposta inicial ao
tratamento (refratariedade), recidiva e 6bito e quando o paciente apresentava pelo
menos uma destas caracteristicas era consideravel como desfecho desfavoravel,

independente de sua fase de tratamento.

3.8 Andlise estatistica

As informagdes provenientes da ficha sistematica foram armazenadas em
um banco de dados onde as variaveis independentes foram ordenadas e suas
frequéncias e distribui¢des foram analisadas.

Os resultados obtidos foram avaliados quanto a existéncia de associagao
dos mesmos com os dados clinico-patolégicos dos casos de LLA, por teste qui-
quadrado, através do programa estatistico SPSS v.17.0 (SPSS, Chicago, IL).

Para avaliagédo da significancia estatistica, testes quantitativos e qualitativos

foram aplicados considerando o valor de p < 0,05 e IC= 95%.
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4 RESULTADOS

No servico de oncologia pediatrica do HOIOL foram atendidos cerca de 98
pacientes com diagnostico de LLA, no periodo de um ano, sendo que destes apenas
55 pacientes foram submetidos a pesquisa, devido a dificuldade de coleta de dados,
pois eram provenientes de outra instituicdo.

A idade média observada no estudo foi de 6 anos e 5 meses, com
estratificacdo de grupo de risco para idade, conforme figura 5.

Faixa etaria de paciente com LLA

8%

42% V n<1
“1-9
50% >10

N

Figura 5 - Faixa Etaria dos pacientes diagnosticados com leucemia linfoblastica aguda do
HOIOL. Fonte: Protocolo de pesquisa (2016).

Foi observado o género masculino predominante em 65,5% dos casos em
comparagao como género feminino (34,5%) com propor¢gdo masculino/feminino de
1,9:1 (Figura 6). Os pacientes com idade superior a 10 anos foram mais refratarios
ao tratamento inicial em comparagdo com os demais pacientes (p=0,017, OR= 1,25
e IC=0,97 - 1,61).
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Género

¥ Masculino

¥ Feminino

Figura 6 - Distribuicdo percentual por género das criangas portadoras de LLA do HOIOL.

Fonte: Protocolo de pesquisa (2016).

O subtipo de LLA mais encontrado foi o pré B correspondendo a 41,7%,
seguida da LLA pré B com 27,3%, LLA B comum com 11% e LLA T com 20%.
(Figura 7).

Subtipos de LLA
20% o
% WLLAproB
L “LLApré B

LLA B comum
WLLAT

Figura 7 - Distribuicdo percentual por subtipos de LLA das criangas portadoras de LLA do
HOIOL.
Fonte: Protocolo de pesquisa (2016).

A leucometria inicial foi avaliada em 51 dos pacientes estudados, conforme
constava em prontuario de ambulatério, e a média encontrada foi de 92.235
leucocitos e 35,3% apresentavam leucometria maior 50.000. A maioria destes
pacientes sao pacientes classificados com alto risco para recaida (p=0,000, OR=
26,15 e IC= 3,09 — 221,01) e apresentam outros fatores de mau progndésticos
associados, como faixa etaria de pior prognostico (p= 0,004, OR=7 e IC= 1,93 —
25,85) (Figura 7) e classificagdo de Egil de LLA T (p= 0,001, OR=15,5e IC=2,85¢
85,05).
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Figura 8 — Relag&o entre leucometria inicial e idade ao diagnéstico.

Fonte: Protocolo de pesquisa (2016).

Ao analisar o DHL inicial dos 55 pacientes desta pesquisa, foram registrados
em prontuario de ambulatério apenas 22 e destes 21 possuiam valor acima do limite
superior do laboratério de referéncia, variando de 380 a 14.195, sendo observado
valores mais elevados principalmente nos pacientes com maior idade, porém nao
estatisticamente significativo.

A estratificacdo neste estudo demonstrou que 58,2% do individuos foram
considerados de alto risco (AR), 20% e 21,8% de médio e baixo risco (MR/BR)
respectivamente (Tabela 2).
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Tabela 2 - Classificagado de risco das criangas portadoras de LLA do HOIOL.

Risco N %
Alto risco 32 58,2
Médio risco 11 20
Baixo risco 12 21,8

Fonte: Protocolo de pesquisa (2016).

Dos pacientes estudados, 49% apresentavam alguma das 5 fusbes estudas
(BCR-ABL, MLL-AF4, TEL-AML1, E2A-PBX1 e SIL-TAL), distribuidos conforme
Tabela 2.

Tabela 3 - Distribuicao das fusdes encontradas nas criangas portadoras de LLA do HOIOL.

Fusées N %
E2A-PBX1 12 21,8
BCR-ABL 6 11
TEL-AML1 4 7,2
MLL-AF4 2 3,6
SIL-TAL 3 54

Fonte: Protocolo de pesquisa (2016).

Em relacéo as alteragdes citogenéticas, os pacientes com fusdo E2A-PBX1,
foram classificados como grupo alto risco (AR) independente da classificacéo
molecular (p=0,055, OR= 4,7 e IC= ,93 — 24,4) e nenhum paciente deste grupo
apresentou recidiva (p=0,096, OR = 0,73 e IC= 0,61 - 0,87).

Os pacientes com fusdo TEL-AML1 eram AR em sua maioria (p=0,026, OR=
0,82 e IC= 0,68 — 0,99).

A fusdo MLL-AF4 apresentou uma razdo de chance para obito de 1,33,
dentre os pacientes deste estudo, todos que apresentavam a fusdo foram a &bito
(p=0,019 e IC= 0,89 — 1,98). E neste grupo encontram-se os pacientes com pior
desfecho independente da fase de tratamento ou outras caracteristicas clinicas de
prognostico, ou seja, apresentaram refratariedade ao tratamento inicial e/ou recidiva
e/ou obito (p= 0,081, OR 1,14 e IC= 0,95 — 1,37).

O grupo com fusdo BCR-ABL, foi o grupo que apresentou maior recidiva
(p=0,066, OR=6 e IC= 0,61 - 0,87).

Dentre as fusbes encontradas a SIL-TAL foi observada em pacientes com
LLA T que possuiam idade desfavoravel ao diagnostico, secundario ao grupo de



32

pacientes com idade maior que 10 anos (p=0,017, OR=1,25 e IC= 0,97 — 1,6). Outra
caracteristica importante destes pacientes foi a leucometria inicial maior que 50.000
(p=0,039, OR 1,2 € IC= 0,97 — 1,47).

Em relagcédo a resposta inicial ao tratamento, avaliado no trigésimo terceiro
dia de tratamento, apenas 5 pacientes apresentavam DRM positiva, ou seja, foram
refratarios a primeira fase de indugdo do tratamento (Figura 8). A presenca de
deteccdo de DRM durante a indugdo para avaliacdo da resposta inicial ao
tratamento ndo foi significamente associada ao género, contagem leucocitaria ao
diagnostico, linhagem celular ou presenca de fusbes neste limitado numero de

pacientes.

Resposta inicial ao tratamento

9%

B Remissao

M Refratariedade

Figura 9 - Distribuicdo percentual de resposta inicial ao tratamento das criangas portadoras de
LLA do HOIOL.
Fonte: Protocolo de pesquisa (2016).
A porcentagem observada neste estudo de recidiva foi de 18%,
correspondendo a 10 pacientes dos 55 pacientes avaliados (Figura 9) e destes
apenas 4 possuiam fusées (3 BCR-ABL e 1 MLL-AF4), do total de pacientes que

recidivaram, apenas 2 foram a obito e um possuia fusdo MLL-AF4.
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Recidiva de LLA
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Figura 10 - Distribuicdo percentual de recidivas das criangas portadoras de LLA do HOIOL.
Fonte: Protocolo de pesquisa, (2016).

Dentre os pacientes avaliados, apenas 14,5% foram a o&bito e dentre as
causas a mais comum esta a progressado de doenga, sendo que metade destes esta

associado a abandono de tratamento (tabela 3).

Tabela 4 — Causa de 6bitos nas criangas portadoras de LLA do HOIOL.

Obitos N %
Progresséo 7 87,5
Toxicidade 1 12,5

Fonte: Protocolo de pesquisa, (2016).
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5 DISCUSSAO

As leucemias sdo, mundialmente, as neoplasias malignas mais comuns na
infancia, correspondendo a aproximadamente 33% de todas as doengas malignas
em menores de 14 anos. Incidem na populagcédo de 0 a 14 anos com uma frequéncia
de 1/25.000 individuos/ano, e o risco de desenvolver a doenga nos primeiros 10
anos é de 1/2.880 (PETRIDOU et al, 2002).

A idade média observada no estudo foi de 6 anos e 5 meses, corroborando
com os achados de Gil (2011) e de Fadoo (2015), porém um pouco mais elevada em
relacdo a maioria dos estudos (WANDERLEY, 2014; LEITE, 2007; INCA, 2009 e
P1ZZO, 2011). A idade é considerada como fator de importancia progndstica
independente em criangas com LLA (PUI, 2008), sendo a idade ao diagnostico
inferior a 1 ano e superior ou igual a 10 anos tem sido considerado fator prognostico
clinico adverso (INABA, 2013), o que justifica neste estudo os pacientes com idade
igual ou superior a 10 anos possuirem chance de 25% de refratariedade ao
tratamento (OR=1,25). No grupo de pacientes menores de 1 ano, ndo foi observado
este risco provavelmente devido ao numero limitado de pacientes.

No presente estudo, a razdo sexo masculino/feminino foi de 1,9, em estudos
semelhantes realizados no Brasil por LEITE (2007), foi de 1,7 e no Para realizado
por WANDERLEY (2014) foi de 2,2, porém nos resultados do protocolo GBTLI-93
esta relacéo foi de 1,0 (BRANDALISE et al, 1993) e em estudo realizado na Bahia
apresentou uma razédo de 1,4 (BARRETO, 2001). Os resultados de largas séries
internacionais apresentam também um discreto predominio desta doenga no sexo
masculino (LI et al, 2006; VARDIMAN et al, 2009 e PAOLUCCI , et al. 2001).

A variavel sexo como fator de relevancia progndéstica é controversa e alguns
grupos internacionais de tratamento n&o consideram essa variavel na estratificagao
dos grupos de risco (PAOLUCCI G, et al. 2001, SILVERMAN, et al. 2001 e SMITH et
al. 1996). Neste estudo, em relagdo ao prognéstico o género foi inconclusivo para
desfecho (p=0,059), discordando com os achado de PUl e RELLING (2004) e
WANDERLEY (2014), que associaram o sexo masculino a um pior prognostico
devido a este género estar ligado com a maior incidéncia de imunofendtipo T e index

DNA desfavoravel (hipodiploidia).
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Na populagao estudada, o subtipo de leucemia linféide mais encontrada foi a
LLA pré B seguida de pr6 B e B comum, discordando das observagdes de PUI
(2012) que refere que a LLA pré B € a mais frequente com 65% dos casos seguido
de LLA pré B com 25%. A frequéncia do fendtipo T nos pacientes com LLA da
infancia variou entre 7,4% a 16,4%, em outros estudos nacionais (SOBOPE, 2000;
SILVA, 2002). A presencga deste fenotipo no presente estudo foi de 20%, o que é um
provavel reflexo do numero de pacientes com idade superior a 10 anos.

Em geral, a maioria dos pacientes pediatricos possui LLA B. Este fendtipo
abrange uma ampla gama de pacientes de menor risco com LLA infantil. Por outro
lado, aqueles com imunofenétipo de células T compreendem aproximadamente 10%
a 15% de LLA pediatrica e historicamente tém sido associados a uma taxa de cura
mais baixa (STACY, 2015). Porém, neste estudo mesmo estando diante de uma
populacdo com fendtipo majoritario derivado de células B (80%), 52,8% da
populacdo estudada foram classificados no grupo de alto risco devido a leucocitose
ao diagnostico e idade desfavoravel.

A leucometria inicial elevada foi bem significativa neste estudo e Stacy (2015)
afirma que a leucometria inicial maior que 50.000/ uL esta diretamente associado
com alto risco de recidiva, corroborando com os resultados encontrados. Os dados
brasileiros sobre a leucometria inicial em criangas com LLA mostram que 26% dos
pacientes incluidos no estudo GBTLI-93 (SOBOPE, 2000) e 36,1% dos pacientes da
Bahia apresentavam leucometria maior que 50.000/mm3 (BARRETO, 2001), assim
como o resultado deste estudo. Deve ser enfatizada a importéncia da leucometria
para a estimativa global da sobrevida de criangas e adolescentes com LLA. Leite
(2007) observou em seu estudo que a leucometria foi o unico fator de impacto
prognostico encontrado através de analise multivariada.

As translocagées comuns em criangas com B-ALL incluem t(12; 21) [ETV6-
RUNX1], ocorrendo em 25% dos pacientes, t(1; 19) [TCF3-PBX1] em 3% e
translocag¢des envolvendo o gene MLL com varios genes de fus&o parceiros em 5%,
segundo BHOJWANI (2015), poréem os achados deste estudo sdo totalmente
discordantes a estes dados. Outra alteragcédo citogenética associada com grupo de
alto risco inclui a fusdo BCR-ABL da 1(9;22) que ocorre em 3 % dos pacientes com
LLA segundo STACY (2015), sendo que neste estudo foi encontrado uma
frequéncia de 11% , discordante também da literatura. Isto pode ser explicado pela
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faixa etaria mais elevada, pois adolescentes e adultos possuem maior prevaléncia
de caracteristicas bioldgicas de alto risco de LLA, como BCR-ABL e rearranjo MLL,
sendo que este ultimo ndo foi observado nos adolescentes deste estudo, além disso
este grupo de pacientes analisados possui baixa incidéncia de alteragbes
citogenéticas favoraveis como ETV6—-RUNX 1 (SCHAFER, 2011), o que justificaria
também a baixa incidéncia desta translocagao neste estudo.

Os pacientes com fusdo TCF3-PBX1 apresentaram classificagao de alto risco,
dado corroborado por Jeha (2009) e Van Dongen et al., (1999). Apesar desta
translogéo estar associada a ocorréncia de recidiva em SNC (BHOJWANI D., 2005),
neste estudo ndo foi observada esta caracteristica.

As LLAs infantojuvenis com ETV6-RUNX1 exibem o fenotipo B precursor e a
maioria destes pacientes apresentam idade entre 1 e 10 anos e fatores associados a
um progndstico favoravel, logo geralmente ndo sao estratificados em grupos de alto
risco (FROST et al., 2004), discordando dos dados encontrado neste trabalho.

Com relagéo a fusdo MLL-AF4, apesar do numero limitado de pacientes (2),
apresentou risco para oObito de 1,33. Esta translocacdo apresenta um pior
prognostico (KOTANI, 2010), sua frequéncia e o impacto progndstico difere
conforme a idade, sendo que 80% das criangas menores de um ano possuem o
rearranjo (BHOJWANI, et al., 2015). Segundo Andersson (2015), a sobrevida livre de
eventos de pacientes de LLA com esta fus&o nos ultimos estudos chega a alcancgar
85%, porém em lactentes permanence desfavoravel, em cerca de 28-36%, o que
pode justificar o encontrado neste estudo, tendo em vista que um dos dois pacientes
que possui MLL-AF4 era lactente.

Arico (2010) observou alta taxa de recidivada em pacientes infantojuvenis
com LLA e fusdo BCR-ABL, nesta investigacédo isto ndo foi observado, porém o
mesmo desfecho, poderia ocorrer com um provavel aumento do numero amostral.

A monitorizacdo do DRM durante o primeiro més de terapia fornece
informagdo de resposta ao tratamento inicial e demonstra ser um importante e
independente indicador de progndstico no tratamento de criangas e adolescentes
com cancer, pois permite a monitorizagcdo da evolugao, as perspectivas da remissao
clinica e risco de recidivas segundo PUI (2012). Em estudo realizado por Delbuono

et al. (2008) ndo foi significante a presenga de DRM na indug&o, associada ao
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género, idade, contagem leucocitaria ao diagnostico, linhagem celular ou presenca
de fusdes, corroborando em parte com os achados deste estudo, exceto pela idade.

Na literatura mundial, a média de recidivas ocorrem em cerca de 20%, dos
pacientes pediatricos com LLA, estando em concordéncia com a casuistica do
referente estudo, que aponta 18% de casos de recidiva (PUI, 2008).

A porcentagem de O&bitos neste estudo quando comparado a de paises
desenvolvidos encontra-se elevada, pois Stary (2014) apresentou 5% de Obitos em
pacientes tratados com protocolo BFM 2002 em 130 centros de diversos lugares do
mundo; porém quando comparado a outro pais em desenvolvimento, a taxa de oébito
encontra-se diminuida, pois Jastaniah et al. (2015) apresentou 50% de o6bito em
pacientes tratados na Arabia Saldita, estando a causa de morte diretamente
relacionada ao abandono de tratamento e toxicidade infecciosa na indugdo e em
momentos de intensificacdo do tratamento respectivamente, assim como observado

nesta pesquisa.
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6 CONCLUSAO

Anormalidades citogenéticas de células leucémicas s&o conhecidos por
serem importantes fatores prognosticos independentes na leucemia linfoblastica
aguda infantil (LLA).

Neste estudo a frequéncia das fusdes na populacédo estudada foi elevada o
que pode ter contribuido para um pior progndstico e diminuicdo da resposta
terapéutica, além disso pode ocasionar um aumento progressivo na taxa de recaida
e Obitos futuramente.

Sabe-se que existem varios achados clinicos relacionados ao progndstico
desfavoravel em pacientes de LLA. Porém, neste estudo foram observados
principalmente a idade igual ou maior que 10 anos ao diagndstico e hiperleucocitose
inicial como fator prognoéstico isolado para refratariadade ao tratamento inicial e
recidiva respectivamente e ambos como fator de mau progndstico para recidiva
associado a hiperleucocitose inicial, LLA T e fusdo SIL-TAL.

A populagdo estudada possui pior prognostico mesmo naqueles pacientes
com caracteristicas genéticas favoraveis como a fusdo TEL-AMLA1.

A taxa de recidiva e obito, ndo foram significamente associada ao género,
idade, contagem leucocitaria ao diagnédstico, linhagem celular ou presenca de
fusdes, exceto pela fusdo MLL-AF4 em lactentes.

Cabe ressaltar que os resultados do tratamento em criangas com LLA podem
ser o reflexo das condigdes de assisténcia a saude, situagdo socioecondmica e
fatores genéticos associados. E importante que novos estudos sejam realizados no
intuito de avaliar o impacto dessas variaveis no resultado do tratamento, pois
criangas de paises em desenvolvimento, como o Brasil quando expostas as
condi¢cbes ideais de tratamento, apresentam resultados semelhantes aqueles de

paises desenvolvidos.
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APENDICE A - PROTOCOLO DE COLETA DE DADOS

FICHA SISTEMATICA PARA COLETA DE DADOS DO PRONTUARIO
FICHA N°:
NUMERO DE REGISTRO HOSPITALAR:

1.Idade:
2.8exo:M () F()

3. Raca/cor: Branco (..) Negro( ) Indigena ( ) Parda (..)
Amarelo (..) N&o informado (..)

4. Procedéncia:

5. Naturalidade:

6. Historia prévia de quimioterapia S (..) N(..)

7. Leucometria inicial:

8. DHL:

9.Classificacdo LLA : Morfologia (..) Imunofenotipagem (..)

Ambas (..)
10. Esquema de Quimioterapia utilizado  BFM 95/2002 ( ) GBTLI 99 (..)
11. Risco de Estratificagdo BFM Alto ( ) Intermediario ( ) Baixo (..).......
GBTLI Alto (..) Baixo(..)
12.Resposta ao tratamento inicial (D33): DRM (...) positivo (...) negativo
13. Status atual: Remissao (..) Recidiva (..)  Refratariedade (..) Abandono (..)
Obito (...)
13. Fase de RecCidiva @ ......ccciiiiiiiiiiieieeeeee e Sem Recidiva ( )
14. Obito Presente ( )  Ausente ( )
15. Causa de Obito: Toxicidade ( ) Progress&o de Doenca ( ) Outros ( )
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ANEXO A

INSTITUTO DE CIENCIAS DA
SAUDE DA UNIVERSIDADE W
FEDERAL DO PARA - ICS/

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: lDEN]’IFICA(;AO GENETICA E ANCESTRALIDADE GENOMICA DE PACIENTES
PEDIATRICOS PORTADORES DE LEUCEMIA LINFOIDE AGUDA EM UMA REGIAO
DA AMAZONIA

Pesquisador: alayde vieira wanderley

Area Tematica: Area 1. Genética Humana.

Versao: 1

CAAE: 009055812.1.0000.0018

Instituigdo Proponente: Instituto de Ciéncias da Salde da Universidade Federal do Para - ICS/ UFPA

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 119.649
Data da Relatoria: 10/10/2012

Apresentagao do Projeto:

A pesquisa Identificagdo genética e ancestralidade gendmica de pacientes pediatricos portadores de
Leucemia linfoide aguda LLA € um estudo observacional, descritivo, transversal, realizado no Hospital
Hophir Loyola em pacientes cadastrado no setor de oncologia infantil no periodo de 2006 a 2013.

Objetivo da Pesquisa:
Verificar se ha diferencas no perfil genético das células leucémicas dos pacientes pediatricos portadores de
LLA provenientes da regido amazdnica em relagdo ao subestruturamento populacional

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

Os riscos da pesquisa ndo causardo prejuizos aos sujeitos visto que serdo utilizados os protuarios em uma
primeira etapa para coleta de informac¢des € em uma segunda etapa a coleta de material sera em laminas
de mielograma do paciente amazenados no HOL para analise de DNA e ancestralidade.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

O projeto encontra-se em adeqwuagio

Consideragoes sobre os Termos de apresentagdo obrigatoria:

A pesquisa encontra-se em adequacdo as exigéncias legais com apresentacéo de todos os

Enderego: Rua Augusto Corréan® 01-51do ICS 13- 2° and.

Bairro: Campus Universitario do Guama CEP: 66.075-110

UF: PA Municipio: BELEM

Telefone: (21)3201-7735 Fax: (91)3201-8028 E-mail: cepccs@ufpa.br
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INSTITUTO DE CIENCIAS DA
SAUDE DA UNIVERSIDADE W
FEDERAL DO PARA - ICS/

documentos requeridos
Recomendagdes:

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:
Aprovado sem pendéncias

Situagao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagao da CONEP:
N&o

Consideragoes Finais a critério do CEP:

BELEM, 10 de Outubro de 2012

Assinador por:

Wallace Raimundo Araujo dos Santos
(Coordenador)

Enderego: Rua Augusto Corréan® 01-Sl1do ICS 13- 2° and.

Bairro: Campus Universitario do Guama CEP: 66.075-110

UF: PA Municipio: BELEM

Telefone: (21)3201-7735 Fax: (91)3201-8028 E-mail: cepccs@ufpa.br



