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RESUMO

Leucemia Linfoblastica Aguda (LLA) é o tipo de cancer mais frequente em criancas
menores de 15 anos de idade. O 6-mercaptopurina (6-MP) é um dos agentes
quimioterapicos mais amplamente utilizado no tratamento da LLA infantil.
Polimorfismos no gene Tiopurina s-metiltransferase (TPMT) podem estar associados
a variagdes individuais na resposta ao tratamento da LLA infantil, como aumento de
toxicidade grave (grau 3 e 4). O objetivo deste trabalho foi associar polimorfismos do
gene TPMT: TPMT*2 (238G>C), TPMT*3A (460G>A e 719A>G), TPMT*3B
(460G>A), TPMT*3C (719A>G), TPMT*8 (644G>A) e a variante intrbnica
rs12201199 (94T>A) com a ocorréncia de toxicidades graves em pacientes com LLA
tratados com 6-MP, na Regido Norte do Brasil. Foram investigados 137 pacientes
infantis com LLA tratados no Hospital Ophir Loyola, no estado do Para. O
polimorfismo rs12201199 foi genotipado pela técnica de PCR em tempo Real
(equipamento 7500 Real-Time PCR System) e os demais polimorfismos foram
genotipados por sequenciamento direto, utilizando o sequenciador automatico ABI
PRISM 3130 Genetic Analyzer (Applied Biosytems, CA, USA). Os hapl6tipos entre
os polimorfismos investigados foram derivados através de estimativas de maxima
verossimilhanga utilizando o programa PHASE. Foi empregado um painel de 48
Marcadores Informativos de Ancestralidade, como controle genbmico na amostra e
as analises estatisticas foram realizadas no programa SPSS v.20.0 (SPSS, Chicago,
IL, EUA). Todos os testes estatisticos consideraram a probabilidade (p-valor)
significativa quando <0,05. Em relagédo a ascendéncia genémica, observou-se que a
composicao étnica dos pacientes com LLA foi de 44% Europeu, 22% Africano e 34%
Amerindio. Entre as toxicidades relatadas, a infecciosa foi a mais prevalente (86%),
seguida da hematoldgica (65%), da gastrointestinal (64,8%) e toxicidade no sistema
nervoso central (29,9%). A frequéncia alélica do polimorfismo rs12201199 foi de
0,482 entre os individuos estudados. As variantes haplotipicas mais prevalentes
foram TPMT*3A (7,6%), seguido pelo TPMT*3C e TPMT*8, ambos com 7,3%. N&o
foi observada uma associacgao significativa entre o perfil de metabolizacao deficiente
da TPMT com nenhuma das toxicidades graves relatadas nos pacientes com LLA
estudados. No entanto, os dados encontrados mostram que ha uma significativa
relacdo entre o polimorfismo do gene TPMT (rs12201199) e a ocorréncia de
toxicidade infecciosa grave durante o tratamento da LLA infantil. Foi observado que
0S pacientes que possuem o gendtipo homozigoto mutante AA para o polimorfismo
no gene TPMT tém um risco de 4,098 vezes maior de apresentar toxicidade grave
infecciosa durante o tratamento para LLA infantil em relagdo aos que apresentam os
outros genotipos. Este resultado pode ser importante para ajudar a predizer riscos
de toxicidade durante o tratamento, contribuindo para um melhor progndstico
individual dos pacientes com LLA infantil.

Palavras Chave: LLA; Polimorfismo genético; rs12201199; Toxicidades; TPMT.



ABSTRACT

Acute Lymphoblastic Leukemia (ALL) is the most common type of cancer in children
under 15 years of age. 6-mercaptopurine (6-MP) is one of the most widely used
chemotherapeutic agents in the treatment of childhood ALL. Polymorphisms in
thiopurine S-methyltransferase gene (TPMT) may be associated with individual
variation in the response to treatment of childhood ALL, such as increased severe
toxicity (grade 3 and 4). The aim of this study was to associate polymorphisms of
TPMT gene: TPMT*2 (238G>C), TPMT*3A (460G>A and 719A>G), TPMT*3B
(460G>A), TPMT*3C (719A>G), TPMT* 8 (644G>A) and intronic variant rs12201199
(94T>A) with the occurrence of serious toxicities in patients with ALL treated with 6-
MP, in Northern Brazil. One hundred thirty-seven pediatric patients with ALL and
treated at the Ophir Loyola Hospital in the state of Par4 were investigated. The
rs12201199 polymorphism was genotyped by real-time PCR (equipment 7500 Real-
Time PCR System) and other polymorphisms were genotyped by direct sequencing
using the automated sequencer ABI PRISM 3130 Genetic Analyzer (Applied
Biosytems, CA, USA). The haplotypes among the studied polymorphisms were
derived via maximum likelihood estimates using the program PHASE. A panel of 48
markers Ancestry Informative was used as genomic control in the sample and
statistical analyses were performed using SPSS v.20.0 software (SPSS, Chicago, IL,
USA). All statistical tests considered the probability (p) significant when <0, 05. In
relation to the genomic ancestry, it was noted that the ethnic composition of ALL
patients was 44% Caucasian, 22% African and 34% Amerindian. Among the reported
toxicities, infectious was most prevalent (86%), followed by hematological (65%),
gastrointestinal (64.8%) and central nervous system toxicity (29.9%). Allele frequency
of polymorphism rs12201199 was 0.482 among the studied subjects. The most
prevalent haplotype variants were TPMT*3A (7.6%), followed by TPMT*3C and
TPMT*8, both 7.3%. There was no significant association between poor metabolism
profiles of TPMT with none of the serious toxicities reported in the studied patients
with LLA. However, our data show that there is a significant relationship between the
polymorphism of TPMT gene (rs12201199) and the occurrence of severe infectious
toxicity during treatment of childhood ALL. It has been observed that patients who
have mutant homozygous AA genotype for this polymorphism in TPMT gene have
4.098 times higher risk of presenting severe infectious toxicity during the treatment
for childhood ALL compared to those with the other genotypes. This result may be
important to help predict risk of toxicity during treatment, contributing to a better
individual prognosis of patients with childhood ALL.

Keywords: ALL; genetic polymorphism; rs12201199; toxicities; TPMT.
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1 INTRODUCAO
1.1 CANCER

O céancer caracteriza-se como uma doenca genética e epigenética
desencadeada por alteracbes em genes especificos do controle celular, associados
aos fatores ambientais, que resultam um fenoétipo proliferativo em um emaranhado
de células heterogéneas (YASUI et al., 2006; WEINBERG, 2008). O mau
funcionamento do ciclo celular € resultado de eventos mutacionais somaticos
cumulativos, revelados por alteracdes moleculares, bioquimicas e tracos celulares
que conferem capacidades adquiridas e vantagens proliferativas (HANAHAN et al.,
2000; CROCE, 2009).

As caracteristicas das células tumorais englobam autossuficiéncia quanto ao
sinal de crescimento, insensibilidade aos fatores inibitorios, evasao a apoptose,
potencial replicativo ilimitado, angiogénese sustentada, reprogramacdo do
metabolismo energético, evasdo da vigilancia imune, invasdo celular e metastase
(Figura 1), demonstrando o qudo complexa é a doenca neoplasica (HANAHAN;
WEINBERG, 2011).

Embora a maioria das neoplasias seja resultado de interacBes complexas
entre o componente genético do individuo e o ambiente (cancer esporadico), um
percentual de casos decorre de alteracdes herdadas (cancer hereditario), o que
acarreta uma maior predisposicdo ao desenvolvimento de tumores agressivos em
membros da mesma familia. Estima se que cerca de 5% a 10% de muitos canceres
estejam associados a predisposicao hereditaria (INCA, 2010).

Os céanceres podem ser classificados de acordo com os tecidos e o0s tipos
celulares dos quais derivam, podendo ser agrupados em duas grandes categorias:
carcinoma, quando sdo derivados de células epiteliais ou de tecidos que recobrem
alguns o6rgaos, e Sarcoma, quando derivam do tecido conjuntivo ou de células
musculares. Os canceres que nao se enquadram em nenhuma dessas categorias
incluem as varias leucemias, que sdo derivadas de células hematopoiéticas e 0s

canceres do sistema nervoso central (INCA, 2010).
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Figura 1 — Capacidades adquiridas das células tumorais durante os multiplos passos da
carcinogénese. Fonte: HANAHAN; WEINBERG, 2011.

1.1.1 EPIDEMIOLOGIA DO CANCER

De acordo com estimativas mundiais do projeto Globocan 2012, da Agéncia
Internacional para Pesquisa em Cancer (IARC, do inglés International Agency for
Research on Cancer), da Organizacdo Mundial da Saude (OMS), houve 14,1
milhdes de casos novos de cancer e um total de 8,2 milh6es de mortes por cancer,
em todo o mundo, em 2012. A estimativa continuara aumentando nos paises em
desenvolvimento e crescera ainda mais em paises desenvolvidos se medidas
preventivas nao forem amplamente aplicadas.

Nos paises desenvolvidos os tipos de cancer mais frequentes na populacao
masculina foram préstata, pulméo e célon e reto; e mama, colon e reto e pulméao
entre as mulheres. Nos paises em desenvolvimento, os trés canceres mais
frequentes em homens foram pulméo, estdbmago e figado; e mama, colo do utero e
pulmao nas mulheres (INCA, 2014).

Em 2030, a carga global é estimada para ser de 21,4 milhdes de casos novos

de cancer e 13,2 milhdes de mortes por cancer, em consequéncia do crescimento e
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do envelhecimento da populacdo, bem como da redugcdo na mortalidade infantil e
nas mortes por doencas infecciosas em paises em desenvolvimento (INCA, 2015).

E com base nas informacdes de 23 Registros de Cancer de Base
Populacional (RCBP), alimentados por uma rede de 282 Registros Hospitalares de
Cancer (RHC), que se consolida o sistema de morbidade por cancer — com
informagdes oportunas e de qualidade (padronizadas, atualizadas e representativas
da populacéo brasileira). A esse sistema, agrega-se o Sistema de Informacdes sobre
Mortalidade (SIM) para a elaboracdo da estimativa de 19 tipos de cancer,
apresentada para o territorio nacional, estados e capitais, por género (INCA, 2015).

A estimativa para o Brasil, biénio 2016-2017, aponta a ocorréncia de cerca de
600 mil casos novos de cancer. Excetuando-se o cancer de pele ndo melanoma
(aproximadamente 180 mil casos novos), ocorrerdo cerca de 420 mil casos novos de
cancer. O perfil epidemiolégico observado assemelha-se ao da América Latina e do
Caribe, onde os cénceres de prostata (61 mil) em homens e mama (58 mil) em
mulheres serdo os mais frequentes. Sem contar os casos de cancer de pele nao
melanoma, os tipos mais frequentes em homens serdo préstata (28,6%), pulméao
(8,1%), intestino (7,8%), estdbmago (6,0%) e cavidade oral (5,2%). Nas mulheres, os
canceres de mama (28,1%), intestino (8,6%), colo do utero (7,9%), pulméo (5,3%) e
estdmago (3,7%) figurardo entre os principais (INCA, 2015) (Tabela 1).
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Tabela 1 — Estimativas para o ano de 2016 das taxas brutas de incidéncia por 100
habitantes e do numero de casos novos céancer, segundo sexo e

localizacéo primaria, no Brasil para 2016.

Estimativa dos Casos Novos

. . . Homens Mulheres
Localizagdo Primaria da Estado Capital Estado Capital
Neoplasia Maligha T e Taxa Taxa
Casos Bruta Casg Bruta Casos Brut Caso Bruta
a

Préstata 61.200 61,82 13.940 64,93 - - - -
Mama Feminina - - - - 57.960 56,20 18.990 79,37

Colo do Utero - - - - 16.340 15,85 4550 19,07

Traqueia,Brénquio e Pulm&o 17.330 17,49 4.430 20,58 10.890 10,54 3.230 13,49

Coélon e Reto 16.660 16,84 5.560 25,08 17.620 17,10 6.210 25,95
Estdmago 12.920 13,04 3.130 14,54 7.600 7,37 2.180 9,07
Cavidade Oral 11.140 11,27 2.780 12,95 4.350 4,21 1.230 5,04
Laringe 6.360 6,43 1.600 7,50 990 0,94 320 0,97
Bexiga 7.200 7,26 2.110 9,79 2.470 2,39 830 3,21
Es6fago 7.950 8,04 1.460 6,75 2.860 2,76 610 2,27
Ovario - - - - 6.150 5,95 2.170 8,92
Linfoma de Hodgkin 1.460 1,46 450 1,74 1.010 0,93 400 1,33
Linfoma ndo Hodgkin 5.210 5,27 1.550 7,15 5.030 4,88 1.670 7,02
Glandula Tireoide 1.090 1,08 350 1,27 5.870 5,70 1.800 7,46
Sistema Nervoso Central 5.440 5,50 1.290 5,86 4.830 4,68 1.250 5,20
Leucemias 5.540 5,63 1.370 6,38 4.530 4,38 1.180 4,88
Corpo do Utero - - - - 6.950 6,74 2530 10,47
Pele Melanoma 3.000 3,03 840 3,86 2.670 2,59 740 2,96
Outras Localiza¢6es 51.850 52,38 11.890 55,45 47.840 46,36  11.820 49,33
Subtotal 214.350 216,48 52.750 245,63 205.960 199,57 61.710 257,55
Pele ndo Melanoma 80.850 81,66 17.370 80,90 94.910 91,98 21.910 91,65
Todas as Neoplasias 295.200 298,13 70.120 326,51 300.870 291,54 83.630 348,99

Nota: * Nameros arredondados para 10 ou multiplos de 10.

Para o Brasil, no ano de 2016, estimam-se 5.540 casos novos de leucemia
em homens e 4.530 em mulheres. Esses valores correspondem a um risco estimado
de 5,63 casos novos a cada 100 mil homens e 4,38 para cada 100 mil mulheres
(Tabela 1). Sem considerar os tumores de pele ndo melanoma, a leucemia em
homens é o sexto mais frequente na Regido Norte (3,81/100 mil). Nas Regides
Sudeste (6,03/100 mil) e Nordeste (4,41/100 mil), ocupa a nona posi¢cdo. Na Regiao
Sul (8,55/100 mil), ocupa a décima posi¢cdo. Na Regido Centro-Oeste (4,38/100 mil),
ocupa a 112 posi¢cdo. Para as mulheres, é o sétimo mais frequente na Regido Norte
(3,01/200 mil) e o oitavo na Regido Sul (6,62/100 mil). Na Regido Nordeste
(3,71/100 mil), ocupa a décima posicdo. E o 11° mais frequente na Regido Centro-
Oeste (3,62/100 mil), e, na Regido Sudeste (4,45/100 mil), ocupa a 122 posicéo
(INCA, 2015) (Tabela 2).
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Tabela 2 — Estimativas para 0 ano de 2016 das taxas brutas de incidéncia por 100
habitantes e do numero de casos novos cancer, segundo sexo e localizacao

primaria, para a Regido Norte para 2016.

Estimativa dos Casos Novos

. L Homens Mulheres
LO(I:\lahza(;a(_) Pr|m_ar|a da Estado Capital Estado Capital
eoplasia Maligna

Casos g Casos e Casos Taxa Casos Taxa
Bruta Bruta Bruta Bruta

Prostata 2.470 29,50 970 39,94 - - - -
Mama Feminina - - - - 1.810 22,26 1.040 39,98
Colo do Utero - - - - 1.970 23,97 990 37,43
Traqueia,Bronquio ePulmao 680 8,07 310 15,59 410 5,05 230 8,25
Célon e Reto 440 5,34 230 8,78 480 5,89 280 10,45
Estdmago 970 11,62 460 18,29 480 5,82 250 9,05
Cavidade Oral 290 3,46 160 5,74 160 1,76 90 2,35
Laringe 250 3,04 150 5,46 80 0,62 60 0,91
Bexiga 370 4,32 110 3,42 90 0,76 80 1,35
Esb6fago 200 2,20 90 2,87 90 0,73 70 0,94
Ovario - - - - 250 2,92 170 5,55
Linfoma de Hodgkin 110 0,97 80 1,84 70 0,47 50 0,91
Linfoma n&o Hodgkin 230 2,66 130 4,38 170 1,87 110 3,34
Glandula Tireoide 80 0,74 70 1,17 270 3,09 130 4,47
Sistema Nervoso Central 230 2,62 130 4,41 190 2,21 120 3,53
Leucemias 310 3,81 140 5,33 250 3,01 130 4,07
Corpo do Utero - - - - 230 2,71 120 3,57
Pele Melanoma 90 0,84 60 1,31 70 0,65 50 0,94
Outras Localizagbes 1,930 23,19 860 35,00 1,470 17,86 670 25,77
Subtotal 8,650 103,24 3,950 159,06 8,540 103,79 4,640 176,84
Pele ndo Melanoma 2,410 28,89 960 39,05 1,890 23,12 630 24,68
Todas as Neoplasias 11,060 132,00 4,910 197,71 10,430 126,76 5,27 200,85

Nota: * Numeros arredondados para 10 ou multiplos de 10.

1.2 LEUCEMIA

Leucemia é uma patologia de origem na maioria das vezes nao conhecida,

ela € o resultado de anormalidades que ocorrem em uma célula progenitora do

sistema hematopoiético.

Essas anormalidades modificam o programa de

diferenciacéo celular determinando uma vantagem proliferativa do clone leucémico

sobre as demais células normais da medula 6ssea culminando, portanto, no

acumulo dessas células anormais na medula e impedindo a formacdo de células
sanguineas normais (SACHS, 1996; INCA, 2011).

A leucemia caracteriza-se pela proliferacdo de blastos anormais e pela

producdo comprometida de células sanguineas normais (BABA et al., 2010).

Consistem na neoplasia hematologica mais comum entre 0s canceres em criangas e
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adolescentes em todo o mundo e apresentam maior magnitude no sexo masculino e
na faixa etaria de 0 a 4 anos (BABA et al., 2010; BOSETTI et al., 2010).

As neoplasias originadas da medula éssea sdo do ponto de vista historico,
denominadas leucemias e podem ser classificadas de acordo com o tipo de glébulos
brancos afetado, nesse quesito séo classificadas em dois grandes grupos; linfoide,
quando afetam células da linhagem linfocitaria, sendo chamadas de leucemia
linfoide, linfocitica ou linfoblastica; ou mieldide quando afetam as células de origem
mieldide podendo ser denominadas de leucemia mieldide ou mieloblastica. Em
relacdo aos diferentes estagios de maturacdo das células afetadas (linfoide ou
mieldide).

Além disso, as leucemias podem ser classificadas em cronicas e agudas. Na
forma crénica ocorrem proliferacdo e acumulo gradativo de células neoplasicas na
medula éssea, que se apresentam em um estagio tardio de maturacdo. Na forma
aguda a linhagem celular afetada € oriunda de células imaturas, levando a um
bloqueio de maturacdo e a uma proliferacdo descontrolada dessas células
neoplasicas (ROWLEY, 2000; ZAGO et al., 2004; INCA, 2014).

Dessa forma, combinando as duas categorias podem ser classificados quatro
tipos mais comuns de leucemias: a. Leucemia Linfoide Aguda (LLA); b. Leucemia
Linfoide Cronica (LLC); c. Leucemia Miel6ide Aguda (LMA); d. Leucemia Mieloide
Cronica (LMC) (INCA, 2014).

Embora as causas para o desenvolvimento de leucemia ainda ndo sejam bem
conhecidas, existem evidéncias para alguns fatores de risco, como exposicao a
radiacdo ionizante, medicamentos utilizados em quimioterapia e exposi¢ao
ocupacional ao benzeno.

Os primeiros indicios de que a exposicdo a radiacdo ionizante levava ao
desenvolvimento de leucemia foram estudados apds os bombardeios de Hiroshima e
Nagasaki. Observou-se um excesso nas taxas de incidéncia para leucemia
linfoblastica aguda, leucemia mieldide aguda e leucemia mieldide cronica, porém
nao foram observados excessos nas taxas de incidéncia para leucemia linfoblastica
cronica (INCA, 2014).
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1.2.1 EPIDEMIOLOGIA DAS LEUCEMIAS

No contexto mundial, a leucemia constitui a neoplasia mais comum em
criancas menores de 15 anos de idade na maioria das populacdes, sendo a LLA a
mais frequente, representando 30% de cancer na infancia (ONCIU, 2009).

A LMA é mais frequente em adultos e representa apenas 4% dos
diagnésticos em canceres pediatricos (MULLIGHAN, 2009; WAYNE et al., 2010). A
ocorréncia de LMC na infancia é rara, correspondendo a cerca de 1% dos canceres
em criangas de 1 a 4 anos (WAYNE et al., 2010). Foram estimados cerca de 350 mil
casos novos e 265 mil 6bitos por leucemia no mundo para o ano de 2012 (INCA,
2014).

O cancer pediatrico € responsavel por cerca de 2 a 3% de todos os tumores
malignos, e as leucemias e os linfomas sdo os tumores hematolégicos mais
frequentes nessa faixa etaria no Brasil (MONDIAL, 2012).

No Brasil, as leucemias sdo o tipo de tumor mais frequente em criancas e
adolescentes, com percentual médio de 29%, sendo a regido Norte do pais a que
apresenta maiores percentuais para esse tipo de neoplasia, acima de 39% (INCA,
2011). A Figura 2 mostra a distribuicdo percentual da incidéncia dos diferentes tipos
de cancer infanto-juvenil na populacdo de Belém e Ananindeua no periodo de 1997
a 2001 (INCA, 2008).

A incidéncia das leucemias tem aumentado nos ultimos anos na maioria dos
paises desenvolvidos sendo observadas taxas mais altas nos Estados Unidos, no
Norte Europeu e no Japéo (BABA et al., 2010). Por outro lado, menores taxas de
incidéncia foram registradas em paises em desenvolvimento, muito embora em
algumas capitais do Brasil, como Sao Paulo (1998 a 2002) e Goiania (1999-2003),
as taxas sejam similares as dos paises desenvolvidos (RIBEIRO et al., 2007; INCA,
2010).
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Figura 2 — Distribuicdo percentual da incidéncia por tipo de céancer infanto-juvenil, Belém e
Ananindeua, 1997 a 2001. Fonte: INCA, 2008.

Ao contrario do observado para incidéncia, as taxas de mortalidade por
leucemias em criancas e adolescentes tem apresentado reducao desde a década de
1960, principalmente nos paises desenvolvidos. No Brasil, entre 1980 e 2002, houve
reducado significativa da mortalidade por leucemias. Esse fato tem sido atribuido a
melhora no diagnéstico, no tratamento da doenca e no acesso aos servicos de
salde (YANG et al., 2009; BOSETTI et al., 2010; SMITH et al., 2010).

Em virtude das diferencas no acesso ao tratamento, observa-se uma
consideravel diferenca entre populacdes com relacdo a sobrevida. Nos Estados
Unidos e da Europa Ocidental, a sobrevida em cinco anos é de 43%. Enquanto, para
o Japdo, observa-se uma sobrevida de 25%; na América do Sul, 24%; na india,
19%; na Tailandia, 15%; e na Africa subsaariana, 14%. Em &reas com acesso a
tratamentos, a sobrevida relativa em cinco anos, em criangas, alcanca 80% (INCA,
2014).

No Brasil, onde os dados de incidéncia ainda ndo s&o consistentes, 0s
estudos epidemiolégicos sobre cancer na infancia valem-se das taxas de
mortalidade para avaliar o impacto da doencga. Devido as diferencas regionais e de
implantacdo do sistema integrado do Registro de Céncer de Base Populacional no
Brasil (RCBP), ndo existe disponibilidade de uma série historica de incidéncia de
cancer na infancia. Portanto, a analise das tendéncias de mortalidade por tipo de
neoplasia hematologica pode fornecer subsidios para avaliacdo da efetividade das
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estratégias de deteccdo precoce e intervengcdo, voltadas para esse grupo
populacional, que vem sendo executadas no pais (SILVA et al., 2013).

Na Tabela 3, sdo apresentadas as taxas medias trienais de mortalidade por
leucemias, segundo faixa etaria, no Brasil. Houve reducdo das taxas de
mortalidades para esta neoplasia hematoldgica na populagéo brasileira de menores
de 20 anos. As leucemias apresentaram maiores magnitudes de mortalidade para
todo o periodo e para todas as faixas etarias estudadas (SILVA et al., 2013).

Tabela 3 — Taxas médias de mortalidade para leucemia, segundo faixa etaria, em
ambos os sexos. Brasil, 1996-2008.

Faixa etaria
Periodo <lano la4anos 5a09anos 10a 14 15a19 < 20 anos*
anos anos
1996-98 13,19 16,08 13,43 12,76 14,97 14,13
2001-03 12,78 15,30 14,15 12,59 14,90 14,11
2006-08 11,95 13,00 13,51 14,13 15,18 13,92

Fonte:SIM/DATASUS.
Nota: * Padronizado por idade, por 100 1.000.000 de habitantes.

Observando as taxas de mortalidade da leucemia, verificaram-se taxas mais
elevadas para as faixas etérias até 4 anos. Nas faixas etarias de 10 a 14 anos e 15 a
19 anos, houve oscilagdo das taxas no periodo do estudo, sendo observado
aumento entre 2006 e 2008 (SILVA et al., 2013).

Na Figura 3, encontram-se a distribuicAo das taxas de mortalidade e o
resultado da analise da tendéncia para leucemia no Brasil. Observa-se uma
oscilacdo das taxas de mortalidade por leucemias que variaram entre 13,50 por
1.000.000 em 1996 e 14,35 por 1.000.000 em 2008. Entretanto, ndo foi observada
tendéncia estatisticamente significativa no periodo estudado (SILVA et al., 2013).

Na Tabela 4, pode-se observar a tendéncia das taxas de mortalidade para as
capitais brasileiras em que foram obtidos modelos com significancia estatistica. Na
maioria das capitais, foi observado declinio da mortalidade por leucemias, exceto em

Belém, Joao Pessoa e Palmas, onde houve crescimento da mortalidade.
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Na Tabela 5, encontram-se descritas as taxas medias de incidéncia para
leucemia, nos periodos disponiveis nos Registros de Cancer de Base Populacional
(RCBP) das capitais e as taxas de mortalidade correspondentes ao mesmo periodo
(SILVA et al., 2013).
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Figura 3 — Taxas e tendéncias da mortalidade* para leucemia, em menores de 20 anos, de ambos os
sexos. Brasil, 1996-2008.

Tabela 4 — Tendéncia das taxas de mortalidade para leucemia em menores de 20
anos, nas capitais que dispéem de RCBP. Brasil, 1996-2008.

Leucemias
Capital Modelo R(%) P Tendéncia
Belém y=73,885 + 4,186x 73,3 <0,001 Crescente constante
Palmas y=22,268 + 5,533x 78,9 <0,001 Crescente constante
Joéo
y=53,020 + 2,068x 31,7 0,04 Crescente constante
Pessoa

Séo Paulo  y=97,633 — 6,469x + 1,828x%2 68,8 0,003 Decrescente ndo constante

Porto
y=70,856 — 3,373x + 0,717x2 75,6 0,001 Decrescente nao constante

Alegre

Fonte: SIM/DATASUS
Nota: * Padronizado por idade, por 1.000.000 de habitantes
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Tabela 5 — Taxas médias de incidéncia* e mortalidade** e razdo de taxas, de
incidéncias/mortalidade para leucemia, em capitais com RCBP. Brasil.

Leucemias
Capitais Incidéncia Mortalidade Razao das

taxas
Aracaju (1996-2000) 27,18 57,98 0,47
Belém e Ananindeua (1997-2001) 31,57 62,99 0,50
Belo Horizonte (2000-2001) 40,99 63,04 0,65
Campo Grande (2000-2001) 53,72 40,20 1,34
Cuiaba e Varzea Grande (2000-2003) 70,19 51,18 1,37
Curitiba (1998-2002) 64,90 22,26 2,92
Fortaleza (1998-2002) 38,87 46,30 0,84
Goiéania (1999-2003) 67,51 83,07 0,81
Joédo Pessoa (2000-2004) 34,89 57,02 0,61
Manaus (1999-2002) 68,38 34,37 1,99
Natal (1998-2001) 48,15 69,82 0,69
Palmas (2000-2003) 07,67 17,72 0,43
Porto Alegre (1998-2002) 47,73 86,40 0,55
Recife (1997-2001) 49,18 75,24 0,65
Salvador (1998-2002) 22,04 33,55 0,66
Séo Paulo (1998-2002) 48,57 32,12 1,51

Fonte: DATASUS/MS. As taxas de mortalidade aqui descritas sdo equivalentes ao periodo

disponibilizado das taxas de incidéncia de RCBP.
Fonte: INCA, 2008.
Nota: * Padronizado por idade por 1.000.000 de habitantes.

A incidéncia anual do cancer infantil no mundo vem se estabilizando desde

1990 e varia entre 70 a 160 casos por um milhdo de habitantes menores de 15 anos

(LINABERY; ROSS, 2008). No Brasil, a ocorréncia do cancer varia segundo regiao

geografica e, em diversas capitais que dispdem de RCBP, ndo se tem observado

estabilidade das taxas de incidéncia (INCA, 2010).

Sendo assim, observou-se redugcao nas taxas de mortalidade por leucemias

em menores de 20 anos no Brasil com variagdo entre 0os grupos etarios, sendo

observadas taxas mais elevadas para as leucemias no periodo (2006-2008) para a

faixa etaria de 10 a 19 anos. Corroborando esses achados, pode-se citar o estudo

realizado nos Estados Unidos que observou reducéo das taxas de mortalidade por

leucemias na faixa etaria de 0 a 19 anos, no periodo de 1975 a 20066. No Japao,
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entre 1970 e 2006, também houve reducdo da mortalidade por neoplasias
hematologicas em menores de 15 anos, similarmente ao que ocorreu em outros
paises como Canada, Itdlia, Inglaterra e Nova Zelandia (YANG et al., 2009). Na
Colémbia, no periodo de 1985 a 2008, houve reducdo da mortalidade por leucemia
em menores de 14 anos de ambos os sexos (PINEROS et al., 2011). Em Madri, na
Espanha, a semelhanca de nosso estudo, houve reducdo da mortalidade por
neoplasias hematolégicas em menores de 20 anos no periodo de 1997 a 2001,
exceto para as leucemias, nas faixas etarias de 5 a 14 anos para meninos e de 10 a
19 anos para meninas, para as quais foi observado incremento nas taxas, no
periodo de 1997 a 2001 (GRANDE, 2005).

Na maioria dos paises europeus, foi observado um declinio da mortalidade
por leucemia para o periodo de 1970 a 2007 com estabilizacdo das taxas (BOSETTI
et al., 2010). Nos Estados Unidos, houve declinio das taxas de mortalidade por
leucemias entre 1975 a 2006, ocorrendo declinio mais lento dessas taxas na Ultima
década, correspondendo, aproximadamente, a 2 % ao ano (SMITH et al., 2010).
Yang et al.(2009) realizaram um estudo comparativo da mortalidade em menores de
15 anos no Japdo com aquela de outros paises desenvolvidos (Canada, Estados
Unidos, Reino Unido, Nova Zelandia e Italia) e concluiram que houve tendéncia de
declinio importante da mortalidade por leucemias entre 1970 e 2006 nos paises
estudados.

Varios estudos (YANG et al., 2009; BOSETTI et al., 2010; SMITH et al., 2010)
sugerem que a mortalidade por neoplasias hematolégicas reflete a melhora da
sobrevida do cancer em geral na faixa etaria de 0 a 19 anos. Em estudo realizado
pelo EUROCARE (European Registry-Based Study on Survival and Care of Cancer)
na Europa entre 1983 e 1995, a maior sobrevida entre os canceres em menores de
15 anos foi constatada para as leucemias e os linfomas, em consequéncia dos
avangos no tratamento dessas neoplasias no periodo estudado (GATTA et al,
2002).

No geral, a mortalidade por doencas malignas da infancia e, em particular a
leucemia infantil, tem sido utilizada como um indicador de qualidade do cuidado
médico em todo mundo, pois a incidéncia dessas doencas ndo varia
substancialmente em relacdo ao tempo e ao espacgo. Além disso, os dados de
mortalidade s&o considerados indicadores mais sensiveis da acessibilidade e
efetividade do cuidado médico (VECCHIA et al., 1998; CURADO et al., 2011).
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Observou-se tendéncia de incremento da mortalidade por leucemias em
Belém e Palmas e declinio constante em S&o Paulo e Porto Alegre. Estudos
brasileiros recentes tém demonstrado que o declinio das taxas de mortalidade por
leucemias difere segundo as regibes geograficas e o status socioecondmico
(RIBEIRO et al., 2007; BOSETTI et al., 2010; GRABOIS et al., 2011). Grabois et al.
(2011), ao descreverem as variagfes geograficas do acesso aos servi¢cos de saude
em menores de 18 anos com cancer no Brasil, constataram iniquidade no acesso
aos servicos de quimioterapia, radioterapia e cirurgia nas regiées Norte e Nordeste.
Os servigcos especializados para o tratamento oncologico estdo concentrados nas
regides Sul e Sudeste, o que pode explicar, em parte, o declinio da mortalidade por
leucemias e linfomas nas capitais localizadas nessas regifes. Outra explicacdo para
0 aumento da mortalidade observado neste estudo pode ser a melhora da qualidade
da certificacdo do 6bito nessas localidades (SILVA et al., 2013).

O fato de as taxas de mortalidade por leucemias serem maiores do que as
taxas de incidéncia em nove capitais que dispdem de RCBP sugere que existem
diferencas na qualidade dos sistemas de informacdo. Grabois et al. (2011)
mostraram que criancas com leucemia linfocitica aguda que moram em regionais de
saude com condi¢cbes de saude desfavoraveis tiveram pior acesso aos centros
especializados, sugerindo que elas chegam a esses locais com doenca em fase
muito avancada ou ndo conseguem chegar, ocasionando, como substrato, o
subdiagnostico e o0 sub-registro. Portanto, e importante reduzir as iniquidades
geograficas e garantir 0 acesso aos centros especializados para o diagndstico
precoce e o tratamento de qualidade, sobretudo nas regides Norte e Nordeste do
pais. Existe também a possibilidade de sub-registro de O&bitos por erros na
codificacdo da causa basica de morte. Outro aspecto e a baixa detec¢cdo dos casos,
pela necessidade de testes diagndésticos de boa qualidade que possibilitem realizar
as analises morfologica, imunofenotipica e citogenética dos tumores (MONTEIRO et
al., 1997; RIBEIRO et al., 2007; INCA, 2010).

Outra limitacdo diz respeito a mortalidade por causas mal definidas. A
proporcao de Obitos por causas mal definidas no Brasil reduziu de 25,6% em 1980
para 4,6% em 2008. Entretanto, ha variacdo entre as regibes geograficas com
percentual mais alto nas regides Nordeste (2004: 28,4%) e Norte e menor percentual
na regido Sul (2004: 8,3%). Apesar de ter havido reducdo dos 6bitos por causas mal
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definidas nas regides Norte e Nordeste, esses valores ainda sao elevados (SILVA et
al., 2013).

1.2.2 LEUCEMIA LINFOBLASTICA AGUDA

A LLA é o tipo de leucemia mais frequente em criancas e compreende apenas
20% das leucemias agudas em adultos (APPELBAUM, 1999; ZAGO et al., 2004,
GAYNON et al., 2010) mais frequente em criancas na faixa etaria de 2 a 5 anos,
sendo mais incidente no sexo masculino e em criancas brancas. A LLA é o cancer
mais comum diagnosticada em criancas. Tem uma sobrevivéncia global de cerca de
80-98% (GAYNON et al., 2010).

A classificacdo da LLA pela a OMS baseia-se em critérios morfoldgicos,
imunofenotipicos, citogenéticos e biologia molecular, que inclui leucemia linfoblastica
aguda de percussores T ou B (Figura 4) ou neoplasias precursoras de células B
maduras do subgrupo leucemia/linfoma de Burkitt (cujos blastos tem origem de
células B do centro germinativo) (WIEMELS, 2012). Em 80% dos casos a expansao
clonal das células leucémicas na LLA decorre de linhagem de linfécitos B e em 20%
decorrem da linhagem dos linfécitos T (PUI et al.,, 2004; CHEOK; EVANS, 2006;
ONCIU, 2009). Subtipos imunofenotipicos de linfoblastos de células B exibem uma
variedade de anormalidades genéticas. Varias vias moleculares estao envolvidas na
patogénese (WIEMELS, 2012).

Na maioria dos casos de LLA na infancia, sdo observadas alteracdes
genéticas caracteristicas, incluindo as alteragcbes cromossdmicas numeéricas e
estruturais como hiperdiploidia (>46 cromossomos, um Ou mais Cromossomos
supranumerarios) ou translocagcdes, bem como mudancas mais sutis na forma de
mutacdes pontuais e delecbes de genes. Essas anormalidades citogenéticas tém
significado relevante no progndstico do paciente, visto que os blastos hiperploides
tém prognosticos favoraveis e algumas translocagdes como a t(9;22), t(4;11) e
t(1;19) estdo associadas ao mau prognostico da doenca (JABBOUR et al., 2005;
WIEMELS, 2012).
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Figura 4 — Subtipos da LLA de acordo com a Classificacdo da OMS A Leucemia linfoblastica
percussor B. Esfregaco de medula 6ssea. Varios linfoblastos com uma relacdo nucleo citoplasma alta
e varidvel e com condensacao de cromatina. B Leucemia linfoblastica percussor T. Esfregaco de
sangue. Os linfoblastos variam de tamanho em células grandes e pequenas com uma alta relagéo
ndcleo citoplasma. Fonte: JAFFE et al., 2001.

As alteracdes genéticas, mas comuns incluem hiperdiploidia e translocacdes
(BCR-ABL, E2A-PBX1, TCR). Entre as células T de pacientes com LLA, a metade
apresenta cariotipo normal enquanto que as translocacdes recorrentes sédo vistas em
um terco dos pacientes (JABBOUR et al., 2005).

A LLA é uma doenca que se caracteriza pelo acumulo de linfoblastos em
numerosos 0rgdo e tecidos, notadamente na medula 0ssea e sangue periférico.
Devido a vantagem proliferativa das células leucémicas sobre as células normais na
medula 6ssea, a funcdo do sistema hematopoiético fica prejudicada o que resulta
em anemia, trombocitopenia e diminuicdo da imunidade celular. A infiltracdo pelas
células leucémicas para outros oOrgdos determina o aumento do figado
(hepatomegalia), bago (esplenomegalia) e linfonodos (linfadenomegalias). Outros
orgaos como timo, rim, pele, gbnadas e sistema nervoso podem também ser
comprometidos (ZAGO et al., 2004).

Os pacientes apresentam sintomas relacionados a diminui¢do da producéo de
células normais da medula 6ssea e, consequentemente, a reducédo de componentes
do sangue da circulagdo: a) diminuicdo na producdo de globulos vermelhos e
hemoglobina (palidez, cansaco facil e sonoléncia); b) diminuicdo na producédo de
plaguetas (hematomas nao traumaticos, petéquias e sangramentos prolongados de
pequenos ferimentos); c¢) diminuicdo na producdo de glébulos brancos (aumento do
risco de infecgdes).

Os linfoblastos leucémicos podem se acumular no sistema linfatico levando
aumento dos linfonodos. Tais células podem também se alojar no liquido céfalo-

raquidiano, causando cefaléia e vomito.
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1.2.3 DIAGNOSTICO LABORATORIAL DA LEUCEMIA LINFOBLASTICA AGUDA

O diagnostico definitivo da leucemia tem base no exame da medula 0ssea,
considera-se o diagnostico de leucemia quando em torno de 20% a 30% das células
nucleadas da medula éssea consiste de blastos (BENNETT et al., 1976).

O hemograma esta na maioria dos casos alterados, anemia, trombocitopenia
e presenca de blasto sdo alteracGes frequentes encontrados na leucemia, em 20%
dos individuos com leucemia linfoblastica aguda ndo € possivel evidenciar a
presenca de blastos (GAJJAR et al.,, 1995). Para determinar a classificacdo dos
subtipos de Leucemia sdo realizados exames citogenético (cariotipo) e
imunofenotipico.

Os exames radiograficos comumente mostram alteracdes que sao sugestivas
de leucemia (GALLAGHER et al., 1996). Também sédo feitos exames do liquido
cefalorraquidiano (LCR) para atestar infiltracdo das células leucémicas no sistema
nervoso central (ZAGO et al., 2004).

1.2.4 TRATAMENTO DA LEUCEMIA LINFOBLASTICA AGUDA

Até meados dos anos 1980, as leucemias eram a causa mais comum de
mortes em criangas acometidas com cancer em todo mundo (MILLER; MCKAY,
1984). A regresséo da mortalidade comecou com o progresso terapéutico devido a
acdo dos agentes quimioterapicos contra os blastos leucémicos (INCA, 2011). A
sobrevida livre de leucemia por mais de cinco anos é condicionado como critério de
cura nessa doenca, atualmente a leucemia linfoblastica aguda é curada em cerca de
80% nas criancas submetidas a regimes quimioterapicos (PUI, 2000; PUI; EVANS,
2006).

O objetivo no tratamento das leucemias é extinguir as células leucémicas para
que a medula Ossea possa ter o seu funcionamento normalizado (PUI; EVANS,
2006; INCA, 2011).

Uma das caracteristicas do tratamento da LLA na infancia € a dependéncia de
estratificacdo com base no risco. Os pacientes podem ser classificados em grupos
com base em risco de falha do tratamento. Aqueles com caracteristicas favoraveis
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podem ser tratados com regimes menos toxicos, enquanto que 0s regimes mais
agressivos sao reservados para aqueles com doenca de risco elevado.

Vérias caracteristicas clinicas tém sido mostradas para ajudar nesta
classificacdo, incluindo idade e contagem de células brancas do sangue na
apresentacao. ldade entre 1 e 10 anos € uma caracteristica de risco normal, com
doenca mais agressiva observada em lactentes e aqueles com mais de 10 anos
(MORICKE et al., 2005). A contagem de células brancas superior a 50.000/microL
também constitui um fator de mau prognadstico.

Os pacientes tratados com corticosterdides antes de sua investigacdo
diagnoéstica completa também sdo considerados como de alto risco, como a
tremenda eficacia de esterbides para tratar LLA pode subestimar contagem de
células brancas do sangue inicial e limitar a confianca no estadiamento.

As caracteristicas das células leucémicas, também, podem ser utilizadas para
determinar se os pacientes estdo em maior risco. A imunofenotipagem descreve as
células leucémicas em termos das proteinas que sao expressas, € se 0S mesmos
sdo mais semelhantes as células que se transformam eventualmente linfocitos B ou
linfécitos T. Esta determinacdo também tem mostrado afetar o prognaostico.

Em aproximadamente 80%, a maioria dos pacientes pediatricos com LLA tem
imunofenotipo B, que abrange uma ampla gama de pacientes, incluindo muitos dos
pacientes de menor risco com LLA pediatrica.

Por outro lado, aqueles com imunofenotipagem de células T compreendem
aproximadamente 10% a 15% de todas as LLA pediatrica, e tém sido historicamente
associada com uma taxa de cura mais baixa. No entanto, a identificacdo desses
pacientes e tratamento com regimentos mais agressivas levou a taxas de
sobrevivéncia que se aproximam do tipo B (REITER et al.,, 1994; GAYNON et al.,
2010), embora um subconjunto especifico de LLA de células T tem sido associada a
um prognaostico pobre em alguns estudos (HAYDU; FERRANDO, 2013). Ha grupos
leucemias agudas indiferenciadas que ndo podem ser suficientemente
caracterizadas como linféide ou mielbide, quer de origem, bem como agquelas
linhagens bifenotipica que incluem marcadores de origem mieldides e linfoides
e/lou tanto de células B e de células T. Estes imunofendtipos ambiguos estédo
associados a um pior prognostico (GERR et al., 2010).

Anomalias citogenéticas recorrentes nos blastos leucémicos permite uma

classificacdo molecular de risco. As duas mais bem estabelecidas aberracdes
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citogenéticas favoraveis incluem alta hiperdiploidia e a proteina de fusao
ETV6/RUNXL, resultado da translocacgao t(12;21).

Alta hiperdiploidia é visto em 20% a 25% dos casos de LLA tipo B, é definida
como 51 a 65 cromossomas por célula ou um indice de DNA maior do que 1,16, e é
particularmente favoradvel quando associado com trissomia simultanea 4 e 10
(HARRIS et al., 1992). A translocacao t(12; 21) também € visto em cerca de 20% a
25% dos casos de LLA tipo B, e esta associada com a melhoria da sobrevivéncia,
incluindo a melhora da sobrevida, mesmo depois de recaida (SEEGER et al., 2001).
Ambos os subgrupos favoraveis ocorrem em menor freqiiéncia em afro-americanos
(africanos subsaarianos) (POLLOCK et al.,, 2000; RUBNITZ et al., 2008). Vérias
alteracbes citogenéticas desfavoraveis também foram identificados. Uma
caracteristica fortemente associada com mau resultado é hipodiploidia, definido
como menos de 44 cromossomos ou um indice de DNA de menos de 0,81.
Alteracdes citogenéticas adicionais associados com maior risco LLA incluem a fusédo
BCR-ABL de t (9; 22), conhecido como o cromossoma Filadélfia (observados em 3%
de todos os casos de LLA pediatrica), e mais recentemente identificado,
amplificagéo intracromossomal do cromossomo 21 (iIAMP21, visto em 1% -2% do
LLA tipo B) (HEEREMA et al., 2013).

Além destas caracteristicas que sédo usados para informar progndstico, a
resposta a terapia inicial surgiu como um preditor independente particularmente
potente. Tradicionalmente uma remissdo completa foi definida como menos do que
5% de blastos detectaveis sobre a morfologia microscépica, no final da inducéo.
Falha de inducdo é observada em cerca de 3% a 5% das criancas com diagndstico
recente de LLA e indica um progndstico muito mau, com uma sobrevivéncia global
de cerca de 33%. Ele é mais associado com pacientes com imunofenétipo de células
T, imunofenotipo de células B com uma alta contagem de leucécitos , 0 cromossoma
Filadélfia e idade avancada (SCHRAPPE et al., 2012).

Os regimes terapéuticos para LLA sdo realizados por grupos cooperativos
multicéntricos de varios paises. O protocolo quimioterapico mais utilizado por
grandes centros de tratamento da LLA no Brasil € o protocolo GBTLI LLA-99 de
2009 (Grupo Brasileiro para Tratamento de Leucemia Linfoide Aguda na Infancia). O

esquema terapéutico GBTLI LLA-99 esta descrito na Tabela 6 e 7.
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Tabela 6 — Medicamentos e doses especificas no protocolo GBTLI-99 para o
tratamento de LLA com baixo risco de recaida.

Etapa (Duracéo)

Medicamentos (Doses)

Inducédo da remissao
(4 semanas)

Prednisona (40 mg/m2/dia)
Vincristina (1,5 mg/m2/sem)
L-asparaginase (5000 Ul/mz2/dia)
Daunorrubicina (25mg/mz/semana)
MADIT

Consolidagéo da
remissao
(2 semanas)

Ciclofosfamida (1 g/m?/dose)
Citarabina (75 mg/mz/dose)
6-Mercaptopurina (50 mg/m2/dia)
MADIT

Intensificacéo
(8 semanas)

Metotrexato (2 g/m2/dose)
6-Mercaptopurina (50 mg/mz2/dia)
MADIT

Consolidagéo tardia
(8 semanas)

Dexametasona (6mg/m2/dia)
Vincristina (1,5 mg/m2/dose)
Doxorrubicina (30mg/m2/dose)
L-asparaginase (5000 Ul/m2/dose)
Ciclofosfamida (1 g/m?/dose)
Tioguanina (60mg/m2/dia)
MADIT

Manutencao
(1 ano e meio —
pacientes sédo
aleatoriamente
colocados em um dos
grupos

GRUPO 1
6-Mercaptopurina (50
mg/m?/dia) + Metotrexato (25
g/m?/dose) continuos
Pulso de Vincristina (1,5
mg/m?/dia) + Dexametasona
(4mg/mz/dia)

MADIT

GRUPO 2
6-Mercaptopurina (100
mg/m?/dia) + Metotrexato
(200 g/m?) intermitentes
Pulso de Vincristina (1,5
mg/m?/dia) + Dexametasona
(4mg/mz/dia)

MADIT

Nota: GBTLI = Grupo Brasileiro de Tratamento da Leucemia na Infancia;
MADIT = Combinagdo de Metotrexato, Citarabina e Dexametasona administrada

intratecalmente.
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Tabela 7— Medicamentos e doses especificas no protocolo GBTLI-99 para o

tratamento de LLA com alto risco de recaida.

Etapa (Duracéo)

Medicamentos (Doses)

Inducao da remisséo
(4 semanas — pacientes sao
aleatoriamente colocados
em um dos grupos)

Prednisona (40 mg/m2/dia)
Vincristina (1,5 mg/m3/sem)
L-asparaginase (5000
Ul/m2/dia)
Daunorrubicina
(25mg/m?/semana)
MADIT

Prednisona (40 mg/mz2/dia)
Vincristina (1,5 mg/m#/sem)
L-asparaginase (5000
Ul/m2/dia)
Daunorrubicina
(25mg/m?/semana)
Metotrexato (1 g/m?/dose)
MADIT

Consolidagdo — Bloco A
(1 semana)

Metotrexato (2 g/m2/dose)
Tioguanina (100mg/m?/dia)
Citarabina (2 mg/m2/dose)
Ciclofosfamida (200 g/m#/dose)
MADIT

Consolidagéo — Bloco B

Vincristina (1,5 mg/m2/dose)

(1 semana) Metotrexato (2 g/m2/dose)
6-Mercaptopurina (150 mg/m2/dia)
Citarabina (2 mg/m2/dose)
MADIT
Intensificacéo Dexametasona (6mg/mz2/dia)

(8 semanas)

Vincristina (1,5 mg/m2/dose)
Doxorrubicina (30mg/mz2/dose)
L-asparaginase (5000 Ul/m2/dose)
Ciclofosfamida (1 g/m2/dose)
Citarabina (75 mg/m2/dose)
Tioguanina (60mg/m2/dia)
MADIT

Consolidacéo — Bloco C
(1 semana)

Metotrexato (2 g/m2/dose)
6-Mercaptopurina (150 mg/m2/dia)
Etopoésido (150 mg/m2/dia)
Citarabina (2 mg/m3/dose)

Consolidacéo — Bloco D
(1 semana)

Ifosfamida (1,8 g/m2/dia)
Etopésido (150 mg/m#/dia)
MADIT

Consolidacéo tardia
(8 semanas)

Dexametasona (6mg/m?3/dia)
Vincristina (1,5 mg/m2/dose)
Doxorrubicina (30mg/mz2/dose)
L-asparaginase (5000 Ul/m2/dose)
Ciclofosfamida (1 g/m2/dose)
Citarabina (75 mg/m2/dose)
Tioguanina (60mg/m?/dia)
MADIT

Manutencao
(1 ano e meio)

6-Mercaptopurina (50 mg/mz2/dia) + Metotrexato (25
g/m2/dose) continuos
Pulso de Vincristina (1,5 mg/m?/dia) + Dexametasona
(4mg/ma/dia)
MADIT

Nota: GBTLI = Grupo Brasileiro de Tratamento da Leucemia na Infancia;
MADIT = Combinacdo de Metotrexato, Citarabina e Dexametasona administrada

intratecalmente.
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A base terapéutica da leucemia linfoblastica aguda foi estabelecida por
(PINKEL, 1971) e consiste na combinacao de diferentes quimioterapicos. Esse autor
determinou a administracao de diferentes farmacos durante trés fases de terapia; a
inducao, consolidacdo e manutencdo em um periodo 2,5 a 3 anos de tratamento. Os
nomes dessas fases variam dependendo do tipo de leucemia (linfoide ou mieldide),
na LLA as fases sdo denominadas inducéo, consolidacéo, reinducdo, manutencéo e
tratamento dirigido ao sistema nervoso central (INCA, 2011).

A primeira etapa, inducéo, tem a finalidade de diminuir as células leucémicas
ao ponto de permitir o retorno do funcionamento normal da medula Ossea e
consequente melhoria do estado do paciente, o tratamento consiste na utilizacao de
pelo menos trés quimioterapicos: Glicocorticoide (Prednisona e/ou dexametasona) o
antimitotico vincristina e L-asparaginase e em caso de leucemias de alto risco, é
administrada uma quarta medicacado geralmente antraciclina. A remissdo completa
das células leucémicas € conseguida entre um e dois meses ap0s 0 inicio do
tratamento. Isso ocorre quando os exames de sangue e da medula ¢ssea (remissao
morfolégica) e o0 exame fisico (remissdo clinica) ndo demonstram mais
anormalidades (INCA, 2011). As fases seguintes (consolidacdo, reinducao,
manutencao e tratamento dirigido ao sistema nervoso central) possuem a finalidade
de eliminar definitivamente as células leucémicas malignas da medula éssea (PUI;
EVANS, 2006).

Daqueles que ndo atingem a conclusdo da remissao até o final de inducéo,
metade sofre falha de inducdo e o restante sucumbem a mortalidade relacionada
com o tratamento. Para aqueles com falha de inducdo, um transplante de medula
Ossea alogénico é geralmente indicado, embora ndo exista uma norma de consenso
dos cuidados em relacdo a quimioterapia usada para atingir remissdo antes do
transplante (SCHRAPPE et al., 2012).

Na consolidacdo visa-se erradicar a doenca residual que permanece apos a
remissao completa obtida; para isto, sdo administrados farmacos antimetabdlitos,
geralmente metotrexato (MTX) e 6-mercaptopurina (6-MP). Nas primeiras semanas
apos a remissao ser obtida, o tratamento da inducéo é repetido duas vezes em um
intervalo de oito semanas o que €& chamado de reinducdo (repeticdo dos
medicamentos usados na fase de inducao) (SEIBEL et al., 2008; INCA, 2011).

O tratamento da manutencao varia de acordo com a severidade da LLA, em

pacientas com alto risco o tratamento € mais intensivo, e em pacientes com baixo
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risco sdo administrados semanalmente metotrexato e diariamente 6-mercaptopurina.
O tratamento direcionado ao sistema nervoso tem a finalidade de evitar recidivas de
células leucémicas no sistema nervoso central, e € feito através de radioterapia ou
quimioterapia intensiva (ZAGO et al., 2004). Geralmente dura pelo menos 2 anos
(prorrogado até trés anos para 0os meninos em alguns protocolos), é administrado
em regime de ambulatério, e normalmente estd associada a toxicidade menos
perturbadora. A grande dificuldade da terapia de manutencdo é a terapia com
metotrexato e mercaptopurina, ambos disponiveis em formulagcdes orais, tornando a
estrita observancia crucial (BHATIA et al., 2012). Além disso, novas evidéncias sobre
os farmacogenOmica destas drogas destaca a importancia das diferencas
interindividuais no metabolismo. Por exemplo, polimorfismos genotipicas na enzima
tiopurina-metiltransferase esta associada com o aumento da mielossupressao e
outras toxicidades, ao passo que outros polimorfismos conferem um estado
"hipermetabolizador”, com niveis diminuidos do metabdlito ativo (BRACKETT et al.,
2014). Entender essas diferencas no metabolismo € particularmente importante
porque estudos mostraram que o grau de mielossupressao correlaciona com o risco
de recaida (SCHMIEGELOW et al., 1995, 2010). Consequentemente, muitos
protocolos incluem orientacdes para ajustes de dose para ajudar a alcancar a meta
de equilibrar os riscos de mielosupressédo inadequada com 0s riscos de pancitopenia
grave (infeccdo, sangramento, e assim por diante) . Alguns regimes também incluem
vincristina mensal e esteroides (EDEN et al., 2010).

O quarto componente do tratamento de todos € a terapia dirigida contra o
Sistema nervoso central (SNC). Esta abordagem inclui tanto o tratamento de
pacientes com doenca clinica do SNC no diagnostico e profilaxia de doentes com
doenca sub-clinica. A importancia deste componente foi claramente demonstrado
antes da deécada de 1970, quando o tratamento ndo tinham este componente.
Embora a remissdo da medula éssea fosse alcancada utilizando a quimioterapia
sistémica, a maioria das criancas desenvolveram eventualmente recidiva no SNC na
auséncia de terapia especifica dirigida a esse local de refugio (EVANS et al., 1970).

Existem varios métodos de conseguir o objetivo de erradicacdo de doencas
do SNC, incluindo a administracéo direta intratecal de quimioterapia, a administracao
sistémica de quimioterapia capaz de penetrar a barreira hemato-encefélica, e a
radiacdo craniana. Opcdes para quimioterapia intratecal incluem metotrexato,

incluindo intratecal ou uma combinacdo de metotrexato intratecal, citarabina, e
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hidrocortisona (conhecido como intratecal tripla) (MATLOUB et al., 2006).
Quimioterapia administrada sistemicamente com efeitos sobre o SNC inclui
dexametasona, metotrexato em altas doses, citarabina, e asparaginase.

Dado o risco de toxicidade da radiagcdo craniana, manifestando-se
principalmente como deficiéncia intelectual (principalmente com pacientes mais
jovens) e como segunda neoplasias malignas, a sua utlizacdo tem sido
progressivamente em declinio. Muitos protocolos reservam a sua utilizacdo somente
para aqueles com maior risco de recaida no SNC. Para os pacientes com doenca do
SNC evidente, varios estudos tém demonstrado o aumento das dosagens das
medicacbes sistémicas e intratecal, adiam ou suspendem o uso da radiacao
craniana. No entanto, estudos maiores S&80 nhecessarios para confirmar esta
estratégia (PUI et al., 2009; SIRVENT et al., 2011).

O papel do transplante de células estaminais hematopoiéticas (TCEH) é
considerado para aqueles pacientes com o mais alto risco de recidiva e/ou falha do
tratamento. Principios gerais de transplante para todos, incluem o uso de irradiacédo
total do corpo (ITC) no regime preparatorio. O doador ideal tem sido historicamente
um irmdo compativel, apesar de avancos com fontes de doadores alternativos estéo
agora também se mostrando uma boa opcédo (HOCHBERG et al., 2013).

Apesar dos avancgos significativos no tratamento, aproximadamente 15% a
20% dos pacientes sofre recaidas, a causa mais comum de recidiva é falha do
tratamento. Com a terapia intensiva, que pode incluir o transplante, a sobrevida
global da recaida de LLA é de aproximadamente 40% (LOCATELLI et al., 2012).
Para pacientes com recaida de LLA de células tipo B, dentro de 18 meses da data
do diagnéstico é pior, agueles que ocorrem entre 18 e 36 meses tem progndstico
intermediario, e recaidas tardias que ocorrem mais de 3 anos tém o melhor
prognaéstico, com sobrevida livre de eventos de 50% (CHESSELLS, 1998).

Sitio de recaida € outro fator de risco importante a considerar na recidiva da
doenca, com recorréncias na medula como o local mais comum, ocorrendo em 50%
a 60% dos casos. O restante compreende doenca do SNC, em cerca de 20%,
doenca testicular em cerca de 5%, e uma combinacdo de medula e doenca
extramedular no restante. Recaidas extramedular tem o melhor progndstico, com os
piores resultados observados em recaidas de medula isoladas. Aqueles combinam
recidiva medula combinada com a extramedular tém um prognostico intermediario
(NGUYEN et al., 2008).
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O grupo de risco no diagnéstico inicial demonstrou desempenhar também um
papel na definicdo de recaida. Esta descoberta é particularmente verdade quando se
considera aqueles com imunofenétipo de células T, que experimentam um
progndéstico particularmente ruim apos recaida. Tal como acontece com pacientes
com diagnostico recente de tudo, a resposta a quimioterapia tem significancia
prognostica. Aqueles com doenca morfoldgica persistente apos o primeiro ciclo de
quimioterapia de reinducdo tem mau progndstico, e aqueles com uma remissao
morfolégica (COUSTAN-SMITH et al., 2004; ECKERT et al., 2013).

A aplicacdo de anormalidades citogenéticas na estratificacdo do risco de
recidiva LLA tem sido limitada. Por exemplo, aqueles com recidiva de doenca que
demonstram mutacdo ETV6-RUNX1 tém um progndstico relativamente favoravel,
com uma sobrevida livre de eventos de mais de 80% em 36 meses (GANDEMER et
al.,, 2012). Por outro lado, mutacdo TP53 mostrar um particularmente pobre
prognéstico (HOF et al., 2011).

Reinducéo quimioterapica apds a primeira recaida € bem sucedido em induzir
a remissao completa em 65% a 85% (PARKER et al.,, 2010). Os regimes de
quimioterapia utilizados variam por instituicdo e protocolo, mas € muitas vezes a
mesma usada no diagndstico inicial, porém ainda ndo existe consenso. Uma vez que
uma segunda remissdo completa foi obtido, o tratamento pds-remissdo varia de
acordo com o risco.

Os pacientes com imunofenétipo de células T ou doenca de células tipo B sdo
geralmente tratadas com o transplante. Aqueles com recaidas tardias de LLA de
células tipo B pode ser curada com apenas quimioterapia (RIVERA et al., 1996).

Doentes com recidiva no sistema nervoso central (SNC) isolada geralmente
recebem uma combinacdo de quimioterapia e radioterapia craniana, com
quimioterapia administrado em primeiro lugar para evitar uma recaida medular.
Radiacéo espinhal ndo tem aumentado a eficacia, e, portanto, a adicado de radiacao
espinal tem sido amplamente abandonada em ensaios contemporaneos. Para as
recidivas no SNC de LLA de células que ocorrem mais de 18 meses a partir do
diagnoéstico, as taxas de sobrevivéncia de 70% podem ser conseguido com
radioguimioterapia sozinho e, portanto, o transplante geralmente ndo € necessaria.
Para aqueles com inicio recaidas isoladas no SNC e/ou imunofenotipo de células T,
0 prognastico é pior, e o transplante € muitas vezes necessario, embora néo existem

dados claros sobre se o transplante leva a resultados superiores.
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Tratamento de recaida isolada testicular também depende da duracdo da
inducao inicial, com piores resultados para 0s pacientes que experimentam uma
recaida testicular isolado enquanto continua a receber a terapia inicial. A terapia
para recaida testicular geralmente consiste de quimioterapia intensiva reindugao
(frequentemente incluindo metotrexato de dose elevada), seguida por radiacao
testicular ou orquidectomia se a remissdo completa ndo é conseguida (WOFFORD
et al., 1992).

A terapia para a segunda e subsequentes recidivas € variada e sem
orientacdo baseada em evidéncias claras. Sobrevivéncia a longo prazo € geralmente
pobre para estes pacientes. Infusbes de leucdcitos doador sdo geralmente mal
sucedida em conseguir remissdes duradouras em recaida de LLA ap6s o

transplante, particularmente quando usado como monoterapia (LEVINE et al., 2008).

1.2.4.1 GLICOCORTICOIDES

No tratamento da LLA, os glicocorticéides (prednisona e dexametasona) sao
administrados no inicio do tratamento (Inducao). O principal mecanismo de acéo dos
glicocorticéides é induzir a apoptose das células blasticas, portanto apresentam um
papel fundamental no tratamento da LLA, os pacientes que nao respondem a
quimioterapia apresentam pior prognostico de sobrevida (P1ZZO; POPLACK, 2011).

O corticosterdide geralmente usado é a prednisona ou dexametasona, com
dexametasona demonstrando melhorada penetracdo no SNC e com menor risco de
recaida, mas com o aumento da incidéncia de toxicidade, incluindo a necrose
avascular, infeccdo, e reducdo no crescimento linear, obesidade centripeta,
imunossupressao, miopatia, oesteonecrose, ulcera péptica, pancreatite, desordens
psiquiatricas, cataratas, hipertensado, déficit de crescimento, diabetes e amenorreia
(PUI; EVANS, 2006; P1ZZO; POPLACK, 2011).

1.2.4.2 ASPARAGINASE

Asparaginase sintetase (ASNS) € uma enzima que realiza a hidrélise da
asparaginase em acido aspartico um dos farmacos utilizados na terapia para LLA
(PUI; EVANS, 2006).
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A quimioterapia com acido aspartico parte do principio que células tumorais
nao sdo capazes de converter asparagina por apresentarem baixas expressao do
gene ASNS em contraste com células normais. Desta forma a terapia com
asparagina em pacientes com LLA induz apoptose celular direcionada as células
tumorais. Logo niveis elevados de expressdo do gene ASNS em células tumorais
podem contribuir para um mecanismo de resisténcia a terapia (CHEOK et al., 2009).

As principais manifestacfes clinicas associadas ao uso da asparaginase sao
em decorréncia de reacdes alérgicas ao seu substrato, também s&o observadas
Coagulopatias, diabetes, encefalopatia grave, trombose de seio cavernoso e
pancreatite hemorragica (PUI; EVANS, 2006; P1ZZO; POPLACK, 2011).

1.2.4.3 METOTREXATO

O metotrexato (MTX) € amplamente utilizado no tratamento da LLA na
infancia. O MTX é um inibidor competitivo do &cido félico, componente essencial na
sintese de purinas e pirimidinas (JONSSON; KAMEN, 1991; CHEOK et al., 2009). O
gene MTHFR (Metiltetrahidrofolato redutase) codifica uma enzima importante no
metabolismo do folato, que catalisa a conversao de 5,10-methilenotetra-hidrofolato
(5,10-MTHF) a 5-metilenotetrahidrofolato (5-MTHF).

O gene MTHFR esta associado a metabolizacdo do Metotrexato,
polimorfismos nesse gene provocam alteracfes no pool de folato que pode levar a
um aumento de toxicidade em pacientes tratados com MTX durante o tratamento da
LLA infantil (GOTO et al., 2001).

A reacdo adversa do MTX geralmente esta relacionada com a concentragéo
da droga e periodo de exposicdo. Seu principal efeito é mielossupressdo e mucosite
gastrointestinal que ocorre 5 a 14 dias apos a administracdo do farmaco. A
nefrotoxicidade pode ocorrer direta ou indiretamente em nivel de tubulos renais e
prejudicar a excrecdo do MTX promovendo a piora de outros efeitos adversos. A
toxicidade hepatica é observada através do aumento transitorio de transaminases,
hiperbilirrubinemia e em casos raros é observado fibrose hepética em pacientes que
utilizam baixas doses de MTX por longos periodos. Alteracdes dermatolégicas como
dermatite, reacao alérgica podem ser notadas assim como pneumonites e osteopatia

incluindo dor Ossea, osteoporose com relatos de risco de fratura. Neurotoxicidade
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com altas doses de MTX pode desencadear convulsbes, encefalopatia aguda ou
cronica (PUI; EVANS, 2006; PIZZO; POPLACK, 2011).

1.2.4.4 6-MERCAPTOPURINA

A 6-mercaptopurina (6-MP) € um dos principais medicamentos utilizados
durante o tratamento da LLA, consisti em um antimetabdlito que faz parte das
Tiopurinas, farmacos utilizados em uma variedade de condi¢cdes clinicas
(Sahasranaman et al., 2008).

A 6-MP é amplamente estudado na literatura, com varios polimorfismos
relacionados ao gene Tiopurina Metiltransferase (TPMT) (BOSON et al., 2003; REIS
et al., 2003; STANULLA et al., 2005; ZHOU, 2006; KAPOOR et al., 2009; RELLING
et al., 2011). MutacBGes nesse gene podem alterar a resposta terapéutica do paciente
ao 6-MP, resultando em sérios efeitos adversos, podendo ser fatal em muitos casos
(RELLING et al., 1999).

1.3 MECANISMO DE ACAO DA 6-MERCAPTOPURINA

A 6-MP é andloga das purinas e atuam como antagonista das purinas
endoégenas que sdo componentes esséncias do DNA, RNA e de algumas
coenzimas. A 6-MP é um analogo da adenina e guanina, uma das bases
necessarias para a biossintese do 4cido nucléico. Portanto age como antimetabdlito
e interfere na sintese dos acidos nucléicos de células em proliferagdo (SWANN et
al., 1996; INAMOCHI et al., 1999).

Como a maioria das bases puricas a 6- MP requerer passar por um processo
de bioativacdo para ter os seus compostos citotoxicos ativos (SANDBORN et al.,
1999; CHABNER et al., 2001). A conversao da 6-MP em nucleotideos analogos da
tioguanina é um processo gradativo e requer a participacdo de algumas enzimas
(Figura 5).

A 6-MP sofre ativacdo metabdlica, especialmente no figado e no intestino, e
apos administracdo oral as transformacdes quimicas sofridas pela droga ocorre por
uma via com trés passos competitivos. O primeiro metabolismo é realizado pela

enzima Xantina Oxidase (XO) que converte a 6-MP em &cido tioarico (6-TU) um
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composto inativo, que pode ser observado na urina e no plasma apos a
administracdo da mercaptopurina (ELION, 1989).

O inicio da ativacdo é feito pela enzima Hipoxantina-guanina fosforibosil
transferase (HGPRT) resultando em nucleotideos citotoxicos (TGN) como o 6-
tioguanina (6-TGN) responsavel pela atividade imunossupressora (TIDD;
PATERSON, 1974; LENNARD; SINGLETON, 1992).

A terceira via metabdlica da 6-MP é realizado pela enzima TPMT formando
compostos inativos chamados metilmercaptopurina (MMP) (CHALMERS et al., 1969;
TAY et al., 1969; ELION, 1989; KRYNETSKI; EVANS, 1999). Uma via alternativa
para a citotoxicidade é feita pela enzima TPMT por meio da reacdo de metilacdo da
tiomecaptopurina (TIMP) que leva a formacédo dos 6-TGN. A formacdo da 6-metil
tioinosina 5 monofosfato (6-MeTIMP) a partir da TIMP € um processo importante
uma vez que este composto é um potente inibidor da sintese de novas purinas
impedindo, portanto, o ciclo celular (CHALMERS et al., 1969; TAY et al., 1969;
ELION, 1989; KRYNETSKI; EVANS, 1999).

MMP (inativo) ~ 6-MeTIMP (ativo)

A A
IPMT IPMT
3
2 IMPD GMPS
6-Mp | —— TMP— TXMP —* TGMP — — 6-TGN
SR (ativo)
1 /
X0
Insercao no DNA e RNA:
' principal mecanismo de a¢do
Acido tiotrico (inativo) da 6-MP

Figura 5 — Mecanismo de metabolizacdo do farmaco 6-MP. 1, 2 e 3 evidenciam os passos da via
metabolica da 6-MP. IMPD (Inosina monofosfato desitrogenase), TXMP (tioxantina monosfosfato),
GMPS (Guanosina monofosfato sintase) e TGMP (Tioguanina monofosfato). Fonte: SILVA, 2007.
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O principal mecanismo de acdo do farmaco 6-MP é a incorporacdo dos
metabolitos 6-TGN ao DNA e RNA, esses compostos séo incorporados ao DNA pelo
pareamento incorreto com a timina, essa incorporacdao anormal é reconhecida pelo
sistema de reparo das células resultando na parada do ciclo celular das células em
proliferacdo (SWANN et al., 1996; GIVERHAUG et al., 1999).

A deficiéncia no gene TPMT leva a um acumulo excessivo de nucleotideos
tioguanina- TGNs nos tecidos hematopoiéticos, levando a uma grave toxicidade que
pode ser observada em pacientes tratados com esse farmaco (EVANS et al., 1991,
RELLING et al., 1999; ZHOU, 2006).

1.3.1 EFEITOS ADVERSOS AO FARMACO 6-MERCAPTOPURINA

E ampla a descricdo na literatura especializada de diferentes efeitos adversos
associados a administracdo da 6-MP (PRESENT et al., 1980; LENNARD et al., 1997,
KIRSCHNER, 1998; DERVIEUX et al., 1999; SANDBORN et al., 1999; DUBINSKY,
2003; HERRLINGER et al.,, 2004; MARINAKI et al., 2004; SANDERSON et al.,
2004). O aparecimento de diferentes efeitos adversos e a intensidade das
manifestacbes desses efeitos pode sofrer varia¢cdes de individuo para individuo, em
decorréncia do nivel de atividade do gene TPMT.

Pacientes que apresentam a atividade baixa ou intermediaria da enzima
TPMT possuem grande risco de desenvolver toxicidade, quando administrado doses
padroes do 6-MP, para esses pacientes sdo administrados doses reduzidas desse
medicamento, para que possam tolerar a terapia (LENNARD et al., 1990, 1993;
EVANS et al., 2001; ARICO et al., 2005; CHEOK; EVANS, 2006).

A 6-MP é amplamente utilizado no tratamento da LLA durante a fase de
manutencao (PUl; EVANS, 2006; INCA, 2010). O principal efeito adverso associado
a 6-MP é a mielotoxicidade, seguida de neutropenia. A 6-MP €& hepatotdxico e a
incidéncia de hepatotoxicidade em pacientes €& variavel e pode ocorrer na
administracdo de qualquer dosagem, mais frequentemente quando se excede a
dose recomendada diariamente de 50 mg/m? (ARICO et al., 2005; CHEOK; EVANS,
2006).
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Pacientes com leucemia aguda tém maior predisposicao para desenvolver
neutropenias geralmente associado a quimioterapia agressiva durante o tratamento
por agentes antineoplasicos (P1ZZ0, 1993; DONOWITZ et al., 2001).

Em pacientes com LLA observa-se com mais frequéncia neutropenia quando
a contagem de neutrdfilo € inferior a 500/mm3. Além da neutropenia, observam-se
alteracbdes na funcdo fagocitica e dano da barreira da mucosa resultando em
mucosite (COREY; BOECKH, 2002).

A neutropenia associada ao tratamento de leucemia € a principal causa
relacionada a infecgdes, com um risco maior para bacteremia e sepse (NOSKIN et
al., 1997). As infeccOes decorrentes da neutropenia sdo as principais causas de
mortes em criancas com cancer em tratamento quimiotergptico (BROWN et al.,
1993; PAGANINI, 1999; RAY-COQUARD et al., 2001; MIRANDA et al., 2002).

Os principais efeitos adversos relatados em diferentes publicagdes,
associados com o uso do 6-MP sdo: Neutropenia, mielossupressdo, nauseas,
episodios de voémito, ictericia, anorexia, febre, erupcdes cuténeas, pancreatite,
hepatotoxicidade, leucopenia leve, sintomas  gripais, trombocitopenia,
granulocitopenia e anemia (PRESENT et al., 1980; LENNARD et al.,, 1997,
KIRSCHNER, 1998; DERVIEUX et al., 1999; DUBINSKY, 2003; HERRLINGER et
al., 2004; SANDERSON et al., 2004; SANDBORN et al., 2009).

1.4 LEUCEMIA LINFOBLASTICA AGUDA NO ESTADO DO PARA

SILVA et al., (2011) realizaram um estudo de levantamento de dados de 92
criangas portadoras de LLA na infancia atendidos periodo de Janeiro de 2005 a
Janeiro de 2008 no servico de quimioterapia no Hospital Ophir Loyola, referéncia no
tratamento de cancer da regido Norte do Brasil. O estudo observou taxas de cura em
torno de 34% em criancas submetidas ao tratamento para LLA, este indice é
considerado baixo quando comparado a outras regides nacionais e mesmo outros
paises onde a taxa de cura para LLA é de aproximadamente 80% (PUI; EVANS,
2006; SILVA et al., 2011). Os protocolos de quimioterapia empregada no tratamento
das criancas portadoras de LLA atendidas no Hospital Ophir Loyola foram as
mesmas utilizadas em outros centros de tratamento de leucemias tanto nacionais
(regido Sul e Sudeste do Brasil) quanto internacionais (em populacdes Européias e

americanas).
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Este estudo demonstrou a procedéncia e nimero de casos de pacientes
pediatricos com LLA no estado do Para, 59% das criancas provem do interior do
Pard, 30% da regido metropolitana de Belém (Figura 6).

No estudo foi descrito 0s aspectos toxicos da terapia submetida aos pacientes
de LLA Hospital Ophir Loyola, segundo os critérios do Instituto Nacional de Cancer
dos Estados Unidos (NCI/NIH). Observou-se que a maior incidéncia de toxicidades
nos pacientes com LLA provinham de neutropenia e infeccbes, conforme

evidenciado pela Figura 7. O indice de mortalidade dos pacientes com LLA nesse

estudo foi de 55,5 %.

B 38 casos
B 5 casos
W 4 casos
| 3 casos

M 2 casos

1 caso

Figura 6 — Procedéncia e nimeros de casos por municipio de pacientes pediatricos portadores de
LLA no estado do Paréa. Fonte: SILVA et al., 2011.
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Figura 7 — Frequéncia de Toxicidade em pacientes pediatricos portadores de LLA provenientes do
estado do Par4. Fonte: SILVA et al., 2011.
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A hipétese principal do presente estudo envolve a variabilidade genética em
gene de resposta ao quimioterapico 6-MP a qual pode se explicar, em parte, a baixa
taxa de sobrevida de pacientes portadores de LLA. Pesquisas em farmacogenética
podem contribuir para melhor caracterizar o perfil de resposta farmacologica desses

pacientes e dessa forma, contribuir para um melhor prognéstico terapéutico.

1.5 FARMACOGENETICA

Em todo mundo é conhecido a grande variabilidade na eficacia e na
toxicidade causadas pelos medicamentos usados no tratamento de diferentes
enfermidades (EICHELBAUM et al., 2006). Diversos fatores tais como: sexo, idade,
etnia, fumo, etilismo e variacbes genéticas podem influenciar na resposta de um
paciente ao medicamento (EVANS; JOHNSON, 2001; SADEE; DAI, 2005). Neste
contexto a farmacogenética se enquadra por estudar como as diferencas genéticas
influenciam na resposta a agentes farmacoldgicos (EVANS et al., 2001; MCLEOD;
EVANS, 2001; MEYER, 2004).

Duas das primeiras investigacfes sobre farmacogenética envolviam a acao da
enzima colinesterase sérica em resposta a administracdo de Suxameténio
(anestésico) e o0 estudo em pacientes tratados com antimalaricos, com hemdlise
grave causada por deficiéncia da enzima glicose-6- fosfato desidrogenase (G6PD)
(MEYER, 2004).

A abordagem tradicional da farmacogenética baseia-se em estudar
polimorfismos na sequéncia de DNA de genes que, provavelmente, afetam a
resposta aos medicamentos. Portanto, o objetivo dos estudos farmacogenéticos é
buscar uma terapia individualizada que possa maximizar a eficacia dos
medicamentos e minimizar os efeitos colaterais associados aos farmacos
(WEINSHILBOUM; WANG, 2005).

E importante que em estudos de associacdo a populacdo estudada seja
homogénia com relacdo a ancestralidade. Em populacbes miscigenadas essa
homogeneidade n&o € possivel devido a elevada estratificacdo populacional. Logo
compreender a diversidade genética das populacdes é importante em estudos
farmacogenéticos. Desta forma, investigar a diversidade de polimorfismos
farmacogenéticos em grupos miscigenados € importante uma vez que a maioria dos

estudos sdo realizados em populacbes europeias. As investigacdes
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farmacogeneticas em diferentes grupos humanos podem identificar populagbes que
podem se beneficiar mais de um farmaco, ou identificar efeitos colaterais que nao
sao vistos em outras populacées (SUAREZ-KURTZ, 2005).

Desde o inicio, em meados do século passado, 0 objetivo das pesquisas em
farmacogenética foi buscar uma terapia individualizada para maximizar a eficacia
dos medicamentos e minimizar os efeitos colaterais associados a utilizacdo destes.
Mais recentemente, uma nova linha de acdo tem sido desenvolvida, a
farmacogendmica, a qual considera que o efeito farmacolégico de um farmaco
depende da interacdo de diferentes genes envolvidos na metabolizacdo deste
medicamento (WEINSHILBOUM; WANG, 2005; SUAREZ-KURTZ et al., 2010).

1.5.1 FARMACOGENETICA APLICADA AO CANCER

A quimioterapia emprega medicamentos ou substancias quimicas, que podem
estd em diferentes combinacfes, para matar ou lesar células cancerigenas. Essas
substéancias interferem no crescimento das células atuando de maneiras distintas. A
maioria dos medicamentos utilizados na quimioterapia ndo sédo seletivos, ou seja,
afetam ndo sé as células cancerigenas mas também as células normais. A baixa
seletividade dos farmacos antineoplasicos contribui para a grande toxicidade que
leva a uma frequente morbidade e mortalidade decorrente dos tratamentos, uma vez
que os alvos moleculares dos quimioterdpicos também estdo presentes em células
nao-tumorais (REIS, 2006). A aplicacdo da farmacogenética na area oncolbgica é
um processo complexo, por que envolve o dificil manejo clinico da quimioterapia
aplicada a dois genomas: O do individuo (representada por muta¢gdes germinativa) e
o do tumor (representada por mutacdes somaticas) este ultimo apresenta um papel
critico na resposta a terapia antineoplasica (REIS, 2006; WANG et al., 2011).

As variagcfes farmacogenéticas em ambos 0os genomas podem interferir na
reposta terapéutica, nesse quesito a farmacogenética pode ser aplicada na
identificacdo de marcadores moleculares que ajudem na otimizacdo de farmacos,
dose e duracado de tratamentos, fornecendo conhecimentos para o desenvolvimento
de novas terapias (EICHELBAUM et al., 2006; WANG et al., 2011).

Existe uma grande variedade de farmacos em que a farmacogenética pode
contribuir para o aprimoramento da terapia oncolégica, para esses medicamentos a

FDA (Food and Drug Administration) recomenda a utilizacdo de testes
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farmacogeneticos especificos capazes de predizer a resposta do paciente ao
medicamento (WANG et al.,, 2011). Desta forma € possivel maximizar a eficacia
terapeutica e evitar efeitos toxicos decorrentes da terapia.

Diversos trabalhos no mundo associam polimorfismos genéticos, em especial
SNP (Polimorfismos de Nucleotideos Unicos), em genes de metabolizagcdo de
drogas a resposta terapéutica. (ULRICH et al., 2003; ABRAHAM et al., 2006;
DANESI et al., 2008; STEARNS; RAE, 2008). A identificacdo de genes (e de formas
alternativas desses genes) responsaveis por efeitos adversos em resposta aos
farmacos pode ser muito Util no estabelecimento de politicas de saude publica e no
desenho e interpretac@o de ensaios clinicos (SUAREZ-KURTZ, 2007).

A Figura 8 demonstra os principais modelos farmacogenéticos aprovados pela
FDA utilizados na pratica clinica para terapia antineoplasicas. Entre esse
marcadores a FDA recomenda a investigacdo de polimorfismos no gene TPMT

associado a resposta farmacologica do 6-MP e Tioguanina.

1.5.2 FARMACOGENETICA DA 6-MP

Um dos melhores exemplos da aplicacdo da farmacogenética na medicina
clinica é caracterizado pelos polimorfismos presentes no gene TPMT que influencia
tanto na toxicidade quanto na eficdcia do tratamento terapéutico em diferentes
farmacos (WEINSHILBOUM et al., 1999).

A Tiopurina metiltransferase é uma enzima citosélica que participa da
metabolizacdo de varios quimioterapicos comumente usados no tratamento de
diversas doengas. Entre os medicamentos metabolizados pela TPMT estdo os
analogos de purina como a azatioprina (AZA), 6-mercaptopurina (6-MP), e 6-
tioguanina (6-TG) a estrutura quimica das tiopurinas € demonstrada na Figura 9
(WOODSON; WEINSHILBOUM, 1983). Esses farmacos sdo amplamente utilizados
em uma variedade de condic¢des clinicas, sendo comumente utilizadas no tratamento
de doencas inflamatorias crbnicas como inflamacgdes intestinais, neoplasias
hematolégicas como leucemias, disturbios auto-imunes e em receptores de
transplantes de orgaos (TIDD; PATERSON, 1974; ZIMM et al., 1983; LENNARD;
SINGLETON, 1992).
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Tipo de Biomarcadores e FArmacos associados

Biomarcadores com efeito farmacocinético
TPMT
Mercaptopurina
Tioguanina
UGT1Al
Irinotecano

Nilotinib
Biomarcadores com efeitos farmacodinamicos
EGFR
Cetuximab
Erlotinib
Gefitinib
Panitumumab
KRAS
Cetuximab
Panitumumab
ABL
Imatinib
Dasatinibe
Nilotinib
C-Kit (Kit)
Imatinib
HER2 (ERBB2)
Lapatinib
Trastuzumab
RECEPTOR DE ESTROGENIO
Tamoxifeno

Figura 8 — Farmacos aprovados pela FDA referentes a marcadores farmacogendmicos. Fonte: WANG
etal., 2011.

O 6-MP é um dos quimioterapicos mais utilizados em todo mundo no
tratamento de leucemia linfoblastica aguda na infancia. O 6-TP é recomendado no
tratamento de leucemia mieléide aguda e no tratamento mais intensivo de leucemia
linfoblastica aguda em criangas. AZA é amplamente utilizada no tratamento de
doencas inflamatorias intestinas, hepatite auto-imune, artrite reumatéide e em
receptores de transplantes de orgaos (JOHNSON et al., 1995; SHAPIRO et al.,
2005).
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Figura 9 — Estrutura quimica dos farmacos tiopurina. Fonte: Modificado de Zhou (2006).

A metabolizacdo desses farmacos ocorre a partir de um processo de S-
metilacdo catalisada pela enzima TPMT (WOODSON; WEINSHILBOUM, 1983).
Polimorfismos genéticos presentes na sequéncia de DNA do gene TPMT controlam
0s niveis de atividade dessa enzima nos tecidos humanos (WEINSHILBOUM,;
SLADEK, 1980).

Pacientes com LLA, submetidos a tratamento com 6- MP, que possuem
atividade baixa ou intermediaria dessa enzima apresentam risco elevado de
desenvolver toxicidade hematopoiética quando submetidos a doses padrées desses
medicamentos, enquanto 0s que apresentam uma alta atividade dessa enzima estao
sujeitos a uma ineficicia terapéutica (LENNARD; LILLEYMAN, 1989; LENNARD et
al., 1990; WEINSHILBOUM et al., 1999). Portanto, polimorfismos no gene TPMT
influenciam na toxicidade e na eficacia terapéutica de diversos agentes
metabolizados por essa enzima (ELION, 1989).

E importante identificar se o paciente que sera submetido a um tratamento
que envolva a 6-MP apresenta metabolizacdo intermediaria ou deficiente, para que
haja uma redugcdo da dose a ser administrada (LENNARD et al., 1990, 1993;
RELLING et al., 1999; EVANS et al., 2001).

Séo relatados na literatura diversos medicamentos que podem influenciar na
resposta da atividade da enzima TPMT quando co-administrados com os farmacos
tiopurinas. Por exemplo, Aspirina em doses terapéuticas pode levar a inibicdo da
TPMT, assim como sulfassalazina e seus metabdlitos, e a olsalazina sdo potentes
inibidores da TPMT. Os diuréticos, furosemida, bendroflumetiazida e triclormetiazida
também possuem efeito inibitorio sobre TPMT (GLAUSER et al., 1993;
SZUMLANSKI; WEINSHILBOUM, 1995; LYSAA et al., 1996; LEWIS et al., 1997).
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1.6 GENE TPMT- POLIMORFISMOS GENETICOS

A enzima TPMT € responsavel pela metabolizacdo do farmaco 6-MP.
Diversas investigacfes na literatura especializada indicam que polimorfismos no
gene TPMT influenciam intensamente a atividade da 6-MP no organismo levando a
sérios efeitos adversos. Pacientes que apresentam atividade baixa dessa enzima
estdo sujeitos a sérias toxicidades hematopoiéticas devido ao acumulo de
compostos metabdlitos ativos de 6-TGN (KRYNETSKI; EVANS, 1999; RELLING et
al., 1999; MCLEOD et al., 2000; CHEOK; EVANS, 2006). A TPMT é uma enzima
citosolica humana presente na maioria dos tecidos, como coracdo, células
sanguineas, placenta, pancreas, intestino e figado. O gene TPMT esta localizado no
cromossomo 6p22.3 e possui aproximadamente 25Kb com 10 exons e 9 introns (TAI
et al., 1997). As alteracbes na atividade do gene TPMT sdo decorrentes
predominantemente de polimorfismos de nucleotideo Unico (SNP). Atualmente ja
foram descritos mais de 30 variantes alélicas do TPMT. A tabela 8 demonstra a

relacdo entre os alelos e seus respectivos genotipos.
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Tabela 8 — Relacdo entre os alelos e seus respectivos genaotipos.

Alelo? Constituido pelo Gendtipo
*1 Tipo selvagem
*1S G>A no rs2842934
*2 C>G no rs1800462
*3A C>T no rs1800460 e T>C no rs1144345
*3B C>T no rs1800460
*3C T>C no rs1142345
*4 C>T no rs1800584
*5 A>G no rs72552740
*6 T>A no rs75543815
*7 A>C no rs72552736
*8 C>T no rs56161402
*9 T>G no rs151149760
*10 C>G no rs72552737
*11 C>T no rs72552738
*12P G>A (NM_000367.2:c.374 C>T)
*13 T>A no rs72552742
*14 T>C no rs9333569
*15 C>T no rs9333570
*16 C>T no rs144041067
*17° G>C (NM_000367.2:c.124 C>G)
*18P° C>T (NM_000367.2.c.211 G>A)
*19° T>G (NM_000367.2.¢.365 A>C)
*20 T>C no rs150900439
*21P G>C (NM_000367.2:c.205 C>G)
2P C>G (NM_000367.2:¢.488 G>C)
*23 G>C no rs74423290
*24 C>A no rs6921269
*25° A>G (NM_000367.2:¢.634 T>C)
*26 A>G no rs72556347
*Q7P A>C (NM_000367.2:c.319 T>G)
*28° C>G (NM_000367.2:c.349 G>C)
*29 A>G no rs267607275
*30 (*24)° C>T (NM_000367.2:c.106 G>A)
*31 (*28)° A>G (NM_000367.2:¢.611 T>C)

Fonte: RELLING et al., 2013.

Diversos estudos relatam que existe uma grande variacao inter individual na
atividade do TPMT. A atividade desse gene é herdada como uma caracteristica
autossbmica co-dominante e os seus polimorfismos genéticos ja foram descritos na
maioria das grandes populagdes, conforme evidenciado na Tabela 9. Na Tabela 10
observa-se a relacdo entre as variantes alélicas e a atividade da enzima TPMT
(WEINSHILBOUM, 2001; MCLEOD; SIVA, 2002; RELLING, 2013).



Tabela 9 — Frequéncia das variantes alélicas do TPMT em diferentes populacdes.
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Alelo Caucasiano Mediterraneo S.UI Africano M.Edlo Mexicano Asiatico Su'dle.ste
americano Oriental asiatico
*1 0,95726 0,95233 0,95233 0,93901 0,96987 0,92500 0,98347 0,97837
*2 0,00190 0,00408 0,00876 0,000792 0,00749 0,00592 0 0,00250
*3A 0,0356 0,0254 0,0287 0,00198 0,0114 0,0533 0,000118 0,00583
*3B 0,000461 0,00426 0,000486 0 0,00562  0,00690 0 0
*3C 0,004205 0,00545 0,00924 0,0495 0,00562 0,00888 0,0157 0,0133
0,0000576 (*7)
0,0002304 (*9)
*4 — 0,0000576 (:11) 0,000486 0,00872 0,000706
26 0,0000576 (*12) N/A (*4) 8) N/A N/A *6) N/A

0,0000576 (*16)
0,0000576 (*17)
0,0000576 (*18)

Fonte:RELLING et al., 2013.

Tabela 10 — Relacéo entre as variantes alélicas e atividade da enzima TPMT.

Categoria Funcional

Alelos

Funcional / atividade normal / tipo

selvagem?

*1, *1S

Nao funcional, variante ou mutante / sem

atividade

*2, *3A, *3B, *3C, *4

Provavel fungéo reduzida / decréscimo
de atividade (muitos desses alelos sédo

muito raros sendo que a maioria

apresenta reducdo em vez de auséncia

de atividade)

*5, *6, *8, *9, *10, *11, *12, *13, *16, *17,
*18

Desconhecido / Incompreendido / Dados

conflitantes

*7, *14, *15, *19, *20, *21, *22, *23, *24,
*25, *26, *27, *28, *29, *30, *31

Fonte: RELLING et al.,

2013.

Aproximadamente 90% da populagédo branca e afro-descendente possuem

uma alta atividade da enzima devido a homozigose para alelos de alta atividade da

TPMT, 6% a 11% apresentam uma atividade intermediaria devido a heterozigose do

locus TMPT e 0,33% apresenta a baixa atividade da enzima TPMT devido a
homozigose para alelos de baixa atividade (WEINSHILBOUM; SLADEK, 1980;
LENNARD et al., 1990; MCLEOD et al., 1994; GISBERT et al., 2007). A Figura 10

demonstra a distribuicdo populacional da atividade da TPMT.
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S/S

% Populagao

Atividade TPMT

Figura 10 — Distribuicdo Populacional da Atividade da enzima TPMT. Individuos que apresentam
atividade enzimética alta apresentam o genoétipo homozigoto selvagem (S/S). Individuos que
apresentam atividade intermedidria apresentam genoétipo heterozigoto (S/M). Individuos que
apresentam atividade enzimética baixa ou indetectavel apresentam dois alelos mutantes (M/M).
Fonte: RELLING, 2013.

O alelo selvagem é denominado de TPMT*1 e os individuos que apresentam
uma alta atividade da enzima TPMT sdo homozigotos para este alelo. A mutacao
474C, presente no Exon 7 do gene TPMT que caracteriza o alelo TPMT*1S
corresponde a uma mutacdo silenciosa e também caracteriza uma alta atividade
enzimatica da TPMT. Essa mutacdo foi frequentemente encontrada em populacées
Norte Portuguesas, com frequéncia de 21% (ALVES et al., 1999).

Os alelos mutantes mais frequentemente encontrados em diversas
populacdes estudadas incluem o TPMT*2, TPMT*3A, TPMT*3B, TPMT*3C
(LOENNECHEN et al., 1988; KRYNETSKI et al., 1995; TAl et al., 1997). Esses alelos
ja foram descritos em cerca de 80% a 95% das populacdes brancas, afro-
descendentes, africanas e asiaticas estudada com atividade baixa e/ou intermediaria
para enzima TPMT (YATES et al., 1997; EICHELBAUM et al., 2006).

O alelo mutante TPMT*2 € definido por uma mudanca de um Unico
nucleotideo, G>C, na posi¢cao 238 do gene. Essa modificacdo leva a uma mudanca
do aminoécido Alanina por Prolina no cédon 80, o que resulta em uma reducdo 100
vezes da atividade da TPMT em relacdo ao alelo selvagem (KRYNETSKI et al.,
1995).

O alelo TPMT*3A é caracterizado por duas mutagdes do tipo SNP (G460A e

A719G) que resulta em mudanca do aminoacido formado no cédon 154 (mudanca
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da Alanina por Treonina) e no cédon 240 (mudanca da Treonina por Cisteina) (TAl
et al., 1996).

O alelo TPMT*3B resulta de uma mutacgéo no cédon 154 (mudanca da Alanina
por Treonina) e o alelo TPMT*3C resulta em uma mudanca no cédon 240 (mudanca
da Treonina por Cisteina) (KRYNETSKI et al., 1995). A Figura 11 mostra as
principais variantes alélicas no locus TPMT.

Existe um grande numero de alelos mutantes raros do gene TPMT (TPMT*
3D, *4*5,*6, *7,*8, * 10, * 11, * 12, * 13, * 14, * 15, * 16 e * 19) que ja foram
descritos na literatura. Desses alelos a variante TPMT*4 resulta de uma transposicéo
(G>A) na juncéo do intro 9-exon 10, que interrompe o nucleotideo final do intron 3’
da sequéncia (OTTERNESS et al., 1997, 1998; HON et al., 1999; HAMDAN-KHALIL
et al., 2005).

O alelo TPMT*8 apresenta um SNP (G644A) que resulta na mudanca de um
aminoéacido no codon 215 (Arg>His) (HON et al., 1999). A Tabela 11 descreve as 22
variantes alélicas do gene TPMT mais descritas na Literatura.

AT

+2 M
AT

2BRG5 =
Alao=Fro
"3A M
ATE
AGDG=A F19G=C
Ao =The Tyr=Cys
3B M
AT
ABDG =4
A= ThHi
*3C M
AT
FUAGG=C
Tyr=Cys

Figura 11 — Variantes alélicas predominantes do locus TPMT. O alelo selvagem TPMT*1 codifica para
alta atividade enzimatica. Os alelos mutantes TPMT*2, *3A, *3B e *3C codificam para baixa atividade
da enzima. Modificado de Reis (2006).
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A variante rs12201199 presente em uma regiéo intrébnica do gene TPMT vem
sendo bastante associada com efeitos ototdxicos em pacientes pediatricos tratados
com cisplatina (ROSS et al., 2009; PUSSEGODA et al., 2013; CARLETON et al.,
2014). Estudos tém sugerido que essa variante esta em forte desequilibrio de
ligagdo com alelos de baixa metabolizagdo do gene TPMT como os TPMT*3C
(rs1142345) e TPMT*3B (rs1800460) (TAMM et al.,2008; ROSS et al.,, 2009,
CARLETON et al., 2014). A genotipagem das variantes do gene TPMT rs1142345 e
rs1800460 é particularmente importante para identificar os individuos com maior
probabilidade de toxicidade se tratados com doses padrdo de mercaptopurina
(AYDOGDU et al., 2000) dessa forma, é concebivel que a variante rs12201199 pode
ser um potencial marcador para atestar toxicidades em pacientes tratados com 6-
MP.

Tabela 11 — Alelos da Tiopurina metiltransferase e fenotipos associados a atividade da

enzima TPMT.
Alelos do Gene Alteracéo de Mudanca de Fendtipo
TPMT nucleotide aminoacido associado
. e Alta
*2 G238C Ala 80 Pro Baixa
G460A Ala 154 Ter )
*
3A A719G Tri 240 Cis Baixa
*3B G460A Ala 154 Ter Baixa
A719G Tri 240 Cis .
*
3¢ G292T Glu 985 TOP Baixa
G460A Ala 154 Tri .
N ,
3D A719G Tr 240 Cis Intermediaria
*4 Gi1o(-nHA - Baixa
*5 T156C Leu 49 Ser Intermediaria
*6 AB39T Tri 180 Fen Baixa
*7 T681G His 227GIn Intermediaria
*8 G644A Arg 215 His Intermediaria
*9 A356C Lis119Tri —eee-
*10 G430C Gli144Arg -




53

*11 G395A Cis 132 Tri Baixa
*12 C374T Ser125Leuy -
*13 A83 T Glu28val -

Tabela 11 — Alelos da Tiopurina metiltransferase e fenétipos associados a atividade da enzima
TPMT (continuacéo).

*14 AlG Met 1 Val Baixa
*15 Perda dos nucleotideos Perda dos aminoacidos Baixa
419-494 (Exon 7) de 140 a 165

*16 G 488 A Arg 163 His Intermediaria
*17 Cl1l42G GIn42 Glu Intermediaria
*18 C121A Gli 71 Arg Intermediaria
*19 A365TC Lis 122 Tri Baixa
*20 A712 G Lis 238 Gili Intermediaria
*21 C205G Leu 69 Val Intermediaria
*22 G488C Arg 163 Pro Intermediaria

Fonte: SALAVAGGIONE et al., 2005.

1.7 DOSAGEM RECOMENDADA DE 6-MP

A 6-MP possuem um papel Unico no tratamento da LLA. A abordagem para
ajuste de dosagem com base na atividade enziméatica da TPMT pode variar
dependendo da indicacéo clinica da doenca (ARICO et al., 2005).

As doses convencionais de partida utilizado Tiopurinas, como 6-MP, séo
geralmente altas, uma vez que estas doses foram derivadas de ensaios
pensadamente ponderados para a grande parcela da populacdo (cerca de 90 %)
gue possuem alelos do TPMT com atividade enzimética alta (alelo tipo selvagem)
(LENNARD; LILLEYMAN, 1996; STOCCO et al., 2010; RELLING et al., 2011).

Para os pacientes com LLA com atividade enzimatica da TPMT alta a dose
inicial de 6-MP tendem a ser elevadas (75 mg/m2 de 6-MP). Doses iniciais menores
gue o normal devem ser administrados em pacientes heterozigotos e em pacientes
homozigotos deficientes as doses inicias de 6-MP devem ser reduzidas em pelo
menos 10 vezes (SCHMIEGELOW et al., 2009; RELLING et al., 2011).

A abordagem de reducdo de dosagem para heterozigotos e homozigotos
deficientes tem diminuido o risco de toxicidade aguda em pacientes com LLA,

fortalecendo a necessidade de empregar ensaios clinicos para estudar o estado
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enzimatico do TPMT nesses pacientes, independentemente da raridade da doenca
e/ou dos polimorfismos no gene TPMT (RELLING et al., 2011).

A Tabela 12 evidencia as doses recomendadas de 6-MP para pacientes com
LLA de acordo com a atividade enzimatica da TPMT, ressaltando as implicacdes

clinicas de acordo com o fenoétipo observado (RELLING et al., 2011).
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Fenotipo (Genotipo)

Homozigotos tipo
selvagem ou normal,
atividade alta (dois
alelos funcionais * 1)

Heterozigoto ou
atividade
intermediaria (um
alelo funcional - *1,
além de um alelo

nao funcional - *2,

Tabela 12 — Dosagem recomendada de 6-MP de acordo com o fenétipo do TPMT.
Ex_d Medidas farmacoldgicas: Classificagédo
X. de
. Implicagcdes para Recomendacdes de dosagem para mercaptopurina das
haplotipos _ .
mercaptopurina recomendagdes
Comecar com dose inicial normal (por exemplo, 75
. _ _ mg/m2/d ou 1,5 mg/kg/d) e ajustar doses de
Concentra¢des mais baixas _ .
o mercaptopurina (e de qualquer outra terapia
de metabdlitos TGN, alta de . R . Altamente
*1/*1 _ ] . mielossupressora) sem qualquer énfase especial em
metilTIMP, este é o padrédo _ - recomendado
. . mercaptopurine comparado a outros agentes. Permitir
norma
duas semanas para alcancar o estado estavel apés
cada ajuste de dosagem.
Comecar com doses reduzidas (inicio em 30-70% da dose
total: por exemplo, a 50 mg/m?d ou 0,75 mg/kg/d) e
ajustar doses de MP com base no grau de
w10 mielossupresséao e orientacdes de doencas especificas.
*1/*3A’ Concentracbes moderadas a Permitir duas a quatro semanas para alcancar o estado
*1/*3B’ elevadas de metabdlitos estavel apds cada ajuste de dosagem. Naqueles que Altamente
*1/*3C’ TGN, baixas concentracfes necessitam de uma reducdo da dose com base em recomendado
1/ ’ de metilTIMP mielossupressao, a dose mediana pode ser 40% menor
(44 mg/m?) do que tolerado em pacientes do tipo

*3A, *3B, *3C,*8, ou
*4)

selvagem (75 mg/m2). Na definicdo de mielossupressao,
e dependendo de outras terapias, a énfase deve ser na
reducdo mercaptopurina sobre outros agentes.



Tabela 12 — Dosagem recomendada de 6-Mercaptopurina de acordo com o fenétipo do TPMT (continuagéo).
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Variante
o *3A/*3A,
homozigética,
o *2[*3A,
mutante, atividade
_ o *3C/*3A,
baixa ou deficiente
_ *3C/*4,
(dois alelos néo-
_ _ *3C/[*2,
funcionais - *2, * 3A,
*3A/*4

*3B, *3C, ou * 4).

Concentracbes

extremamente elevadas de

metabdlitos TGN; possivel
toxicidade fatal sem
decréscimo de dose; sem

metilTIMP metabdlitos

Para nocividade, comecar com doses drasticamente
reduzidas (reducéo diaria das doses por 10 plissagens e
reducao para trés vezes semanais ao invés de diarias, e.g.,
de 10mg/m?/d para 10mg/m2/3dias/semana) e ajustar
doses de MP com base no grau de mielossupresséo e
orientacdes de doencgas especificas. Permitir quatro a
seis semanas para alcangar o estado estavel apos cada
ajuste de dosagem. Na definicdo de mielossupressao a
énfase deve ser na reducdo mercaptopurina sobre outros
agentes. Para condi¢des ndo nocivas, considerar

alternativas sem terapia tiopurina imunossupressora.

Altamente
Recomendado

Fonte: www.pharmgkb.org.
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1.8 INFLUENCIA ETNICA EM ESTUDOS FARMACOGENETICOS

A definicdo de raca e etnia tem uma historia longa e tumultuada na pesquisa
médica e um ponto focal de discordia € se ha ou ndo uma base biologica da
classificacédo racial e étnica (BAMSHAD et al., 2004; BLOCHE, 2004). Nos ultimos
cem mil anos, surgiu inevitavelmente variagdo genética em todo o genoma como
resultado de mutacdo, selecdo aleatéria ou imposta por fatores ambientais,
formando a base da variabilidade inter-individual em uma vasta gama de
caracteristicas fenotipicas. Os individuos eram mais propensos a acasalar com o
outro se eles viviam em estreita proximidade e este padrdo de acasalamento seja a
provavel forca motriz de diferencas genéticas entre populacbes geograficamente
divididas (RAMACHANDRAN et al., 2005; LI et al., 2008).

No entanto, € comum dividir os individuos em grupos, com base em sua a
aparéncia fisica, sem a valorizacdo da genética humana (ou seja, ascendéncia
genética). Portanto, dependendo dos critérios utilizados, raca e etnia podem ser
completamente baseadas em genética (ascendéncia genética) ou nao-genéticos
(idioma). Isto introduz enorme heterogeneidade dentro de grupos raciais e étnicos
auto-reportados. Com diferentes graus de mistura entre europeus, africanos e
nativos americanos, a composicdo ascendéncia genética dos hispanicos é
extremamente diversificada (MAO et al., 2007; WANG et al., 2007). Hispanicos na
Flérida sdo mais propensos a ser de origem cubana e tém muito maior ascendéncia
genética Africano, em comparac¢do com os hispanicos na Califérnia de ascendéncia
mexicana com altos niveis de ancestralidade genética do nativo americano. Por
outro lado, a substituicdo raca autodeclarada ou etnia por ancestralidade genética
pode ignorar contribuicbes potencialmente criticos de fatores ambientais ou
culturais. Portanto, € prudente reconhecer as limitacbes do uso de raca auto-referida
e etnia, bem como aqueles associados com ascendéncia genética. A discusséo
sobre as disparidades raciais e étnicas na cancer nao seria abrangente sem
considerar recursos genéticos e nao-genéticos, bem como as interagcbes entre 0s
dois.

A etiologia da LLA é provavel que seja complexo com fatores genéticos e
ambientais contribuindo coletivamente para oncogénese. Varias anomalias

genéticas congénitas tém sido associados a predisposicdo a LLA na infancia. Por
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exemplo, as criancas com Sindrome de Down (trissomia do cromossomo 21) correm
um risco significativamente elevado de desenvolver leucemia aguda (HASLE et al.,
2000; MULLIGHAN; COLLINS-UNDERWOOD; et al., 2009).

Variacfes genéticas herdadas inter-individuais (por exemplo, as diferencas na
sequéncia de DNA entre os individuos) sdo comum em todo o genoma humano e
estdo frequentemente relacionadas com ascendéncia geografica dos grupos raciais
ou étnicos (LI et al., 2008). Assim, polimorfismos genéticos podem contribuir para
diferencas raciais e étnicas em todas as incidéncias se a frequéncia de uma variante
a susceptibilidade difere por raca ou etnia, e/ou quando variantes genéticas
associadas a todas de uma maneira especifica populacao.

A contribuicdo das variacfes genéticas nas vias (por exemplo: o metabolismo
carcinogénico, metabolismo do folato, reparo de DNA) foi extensamente examinado
ao longo das ultimas duas décadas, com resultados inconsistentes. Uma recente
meta-analise de 47 estudos resumidos de 25 polimorfismos em 16 genes e observou
estatisticamente  significativa  (P<0,05) embora  associacbes modestas
suscetibilidade para LLA para apenas 8 variantes (por exemplo: GSTML1 eliminagéo,
SLC19A1 GB8O0A), com uma probabilidade de falso-positivo estimado de 20%
(VIJAYAKRISHNAN; HOULSTON, 2010). A analise agrupada semelhante de
polimorfismos MTHFR em 12 estudos observaram uma associacdo significativa para
a variante C677T mas ndo ao polimorfismo A1298C (KOPPEN et al.,, 2010).
Germline SNPs no IL12A e os genes HLA-DP também foram ligados a todos os
riscos em hispanicos (CHANG et al., 2010; URAYAMA et al., 2012), sugerindo que a
modulacdo imune desempenha um papel na etiologia da LLA. No entanto, uma
analise abrangente do complexo principal de histocompatibilidade em 824 pacientes
com LLA de células tipo B e 4.737 controles de ascendéncia genética Europeia nao
encontrou associagcdo estatisticamente significativa entre variantes de HLA e
suscetibilidade ALL (HOSKING et al., 2011).

Avangos na genotipagem agora permite que os estudos de associagdo do
genoma para interrogar um grande numero de variagbes genéticas em todo o
genoma humano para as associagcbes com uma variedade de caracteristicas
fenotipicas. A genotipagem ndo dependem de conhecimento prévio sobre a biologia
da doenga, mas examina sistematicamente variantes genéticas de forma agnostica.

O estudo de associacdo do genoma de LLA na infancia tém descobertos 5 loci
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gendmica ao nivel de significancia de todo o genoma (P<5x10 ) (PAPAEMMANUIL
et al., 2009; TREVINO et al., 2009; SHERBORNE et al., 2010; XU et al., 2013):
ARID5B (10021.2), IKZF1 (7p12.2), CEBPE (14q11.2), CDKN2A (9p21.3), e Bmil-
PIP4K2A (10p12.31-12.2).

H& evidéncias convincentes implicando todos 0os 5 genes na patogénese LLA.
Por exemplo, variantes da linha germinativa em ARID5B tem a associacao mais forte
com susceptibilidade para LLA em todo o genoma e a perda de ARID5B no rato
conduz a defeitos significativos no desenvolvimento de células linfoides (LAHOUD et
al., 2001). IKZF1, um importante fator de transcricdo em todas as linhagens linféides,
é frequentemente alterado em células blasticas neoplasicas (particularmente em
alto risco LLA), e a delecdo IKZF1 esta associado a um mau prognostico
(MULLIGHAN; SU; et al., 2009). Perda de CDKN2A/CDKN2B ocorre em até 40% do
LLA de células tipo B (MULLIGHAN et al.,, 2007). CEBPE esta relacionado
especificamente a maturacdo mieldide e diferenciacdo celular terminal (YAMANAKA
et al., 1997; NAKAJIMA et al., 2006), mas translocacdes intracromosomal
envolvendo IGH e CEBPE também foram descritas na LLA na infancia (AKASAKA et
al., 2007).

A heterogeneidade de miscigenacdo da populacéo brasileira, entre os trés
grupos ancestrais: os Amerindios, Europeus e Africanos, proporciona grande
implicacbes na implementacdo de ensaios clinicos de resposta farmacoldgica. A
frequéncia alélica de importantes locus farmacogenéticos varia entre diferentes
populacées geograficas. Essas variacdes entre populacbes provavelmente sdo o
resultado de deriva genética, mas podem também refletir na adaptacdo ao local e a
fatores seletivos como condi¢des climaticas e dieta alimentar (PENA et al., 2011).

Baseado nisso, a resposta a alguns medicamentos, cujos polimorfismos
farmacogenéticos ja estdo descritos em resposta aos mesmos, tem algumas
indicacOes para determinadas populacdes. Entre os exemplos mais proeminentes
estd o Coumadin (Warfarina) medicamento utilizado no tratamento para evitar
coagulos (anticoagulante), a resposta a esse medicamento sofre grande influéncia
dos polimorfismos presentes no gene VKORCL1. A frequéncia desses polimorfismos
varia muito em todo mundo sendo extremamente alta em populacbes asiaticas
(89%) dessa forma € recomendada a redugdo da dose administrada nessas
populacdes (PENA et al., 2011). Outro exemplo é representado pelo gene CYP3A5,
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7

cuja enzima € responsavel pela inativacdo de véarios farmacos utilizados
frequentemente na medicina atual, como 0s imunossupressores: Tacrolimus e
Ciclosporina. As variantes polimérficas ndo funcionais dessa enzima sdo mais
frequentes em populacdes européias (90%) (PENA et al., 2011).

Um exemplo importante na observacdo de tolerancia farmacolégica entre
diferentes populacfes étnicas esta na implementacdo do esquema S-1, que é ativo
contra cancer de estbmago, colorretal, pulméo, pancreas, cabeca e pescoco (PENA
et al.,, 2011). A dose maxima tolerada de S-1 é substancialmente menor em
pacientes ocidentais do que em pacientes japoneses (AJANI et al., 2005). Essa
diferenca de tolerancia pode estar associada a polimorfismos presentes no gene
CYP2A6, cuja atividade mostra variabilidade interindividual consideravel (FUJITA,
2006).

Diferencas étnicas na sobrevivéncia de pacientes com LLA infantil foram
relatadas em varios estudos (PUI et al., 2003), com piores resultados reportados
para as criancas negras do que para criangcas brancas (PUI et al., 2003).
Adicionalmente, poucos estudos relatam resultados do tratamento na LLA infantil
entre outros grupos éticos, como amerindios ou asiaticos (YANG et al., 2011). Yang
et al. 2011, relatou piores resultados terapéuticos em criangcas com LLA com maior

ascendéncia amerindia.

1.8.1 CONTROLE GENOMICO DE ANCESTRALIDADE

A existéncia de diferencgas interétnicas em relacdo a variabilidade encontrada
em genes envolvidos com resposta aos farmacos, pode ser um fator importante para
a interpretacdo errbnea dos resultados (SUAREZ-KURTZ, 2005). O controle
gendmico é particularmente importante nas amostras que serdo investigadas, pois
foi estimado na populagdo do Norte brasileiro um elevado grau de
subestruturamento populacional que justifica a utilizacdo deste controle em estudos
de associagcao com doencas (SANTOS et al., 2010).

Desta maneira é importante empregar tecnologias capazes de realizar um
controle gendmico entre casos e controles. Quantificando individualmente a
proporcao de mistura entre as populacdes ancestrais, logo corrigir o provavel efeito

do subestruturamento populacional na amostra investigada.
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Uma ferramenta importante que pode ser empregada nestas analises sdo 0s
Marcadores Informativos de Ancestralidade (MIAs), também chamados de
“‘marcadores populacao-especificos” (PARRA et al., 2003).

Para atingir o objetivo proposto o presente trabalho utilizara um painel de 48
Marcadores Informativos de Ancestralidade (MIAS), capazes de estimar com
precisdo a mistura individual e global interétnica em popula¢des miscigenadas com
diferentes grupos étnicos (SANTOS et al., 2010).

1.9 APLICABILIDADE CLINICA

Na regido norte do Brasil, a Leucemia Linfoblastica Aguda é a neoplasia
infantil mais frequente, com percentuais superiores a outras regidées do pais (INCA,
2011). O estado do Para apresenta alta mortalidade a LLA por conta de casos de
resisténcia e toxicidade relacionada a quimioterapia ao quais os fatores
predisponentes sdo mal compreendidos (SILVA et al., 2011).

A Leucemia linfoide aguda representa mais de 80% dos casos de leucemias
infantis, sendo a regido Norte do Brasil a que apresenta maiores percentuais para
esse tipo de neoplasia, acima de 39%. Embora nos ultimos anos as taxas de
sobrevida dos pacientes com LLA tenham aumentando devido ao progresso
terapéutico, cerca de 30% das criancas nado respondem ao tratamento
guimioterapico convencional, apresentando sérias complicacdes toxicologicas.

Nesse contexto, pesquisas voltadas para a identificacdo de individuos com
maior risco de apresentar reacdes adversas na terapéutica melhorariam o
aconselhamento e as opcbes de tratamento, podendo garantir um aumento nas
taxas de sobrevida da doenca (KISHI et al., 2007).

Levantamentos epidemioldgicos realizados em pacientes tratados para LLA
na regido Norte do Brasil mostrou que cerca de 70% dos pacientes oriundos dessa
regido ndo respondem ao tratamento quimioterapico convencional, o que contribui
para um maior indice de mortalidade nessa regido se comprado com outras regides
do Brasil. Os estudos de como as variagbes geneéticas do gene TPMT podem
interferir na resposta ao medicamento 6-MP, um dos farmacos mais importantes
usados no tratamento da LLA, € de extrema importancia para o desenvolvimento de

novas drogas e ajuste da dosagem recomendada a esses pacientes, o que
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melhoraria a sobrevida das pessoas submetidas ao tratamento da LLA, pela
diminuicdo dos efeitos adversos decorrentes da terapia convencional. Para predizer
a frequéncia desses polimorfismos relacionados a respostas aos farmacos,
pesquisas farmacogenéticas necessitam serem empregadas em populacdes
brasileiras miscigenadas, como é caso das populacdes da regido Norte do Brasil. O
presente trabalho pretende investigar a frequéncia dos polimorfismos genéticos no
gene TPMT em uma populagéo de pacientes com LLA em tratamento com 6-MP.

O emprego de métodos capazes de identificar precocemente a predisposicao
genética a doenca e aos feitos terapéuticos sdo 0s primeiros passos para possibilitar
a criacdo de politicas publicas capazes de realizar um tratamento personalizado
para 0 cancer de maneira a maximizar a eficacia terapéutica e diminuir as
toxicidades (SUAREZ-KURTZ, 2005).

A aplicacdo de biomarcadores moleculares na pratica clinica como fator de
risco no desenvolvimento neoplasico pode revolucionar o entendimento das
neoplasias, criar subsidios para novos alvos terapéuticos e reduzir custos
desnecessarios com terapias e internacdes (THUMAR et al., 2012; WILLARD;
KOOCHEKPOUR, 2012; CRAVEN et al., 2013; HAWLEY et al., 2013). Dessa forma,
estudos que investigam polimorfismos em genes que codificam enzimas
metabolizadoras de carcindgenos e que podem modificar ndo sé a susceptibilidade a
LLA infantil como também o risco de malignidade recorrente e resposta a terapia,
podem ser validos. A hipétese principal do presente estudo envolve a identificacao
de polimorfismos relacionados ao risco de desenvolver toxicidades a terapia da
doenca. Nosso grupo de pesquisa é pioneiro na regido Norte do Brasil nesse tipo de

investigacdo voltada para a Leucemia Linfoblastica Aguda.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo do nosso trabalho foi associar polimorfismos do gene TPMT:
TPMT*2 (238G>C), TPMT*3A (460G>A e 719A>G), TPMT*3B (460G>A), TPMT*3C
(719A>G), TPMT*8 (644G>A) e a variante intrénica rs12201199 (94T>A) com a
ocorréncia de toxicidades graves em pacientes com LLA tratados com 6-MP, na

Regido Norte do Brasil.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Estimar o grau de desequilibrio de ligacédo, para identificar os haplotipos
derivados dos polimorfismos do gene TPMT nas amostras de pacientes com LLA.

2. Investigar e comparar a distribuicdo de frequéncias dos alelos TPMT*2
(238G>C), TPMT*3A (460G>A e 719A>G), TPMT*3B (460G>A), TPMT*3C
(719A>G), TPMT*8 (644G>A) e a variante intronica rs12201199 (94T>A) entre 0s
pacientes com LLA que apresentarem e ndo apresentarem toxicidades graves no
tratamento com o 6-MP.

3. Investigar a associacdo entre o gendtipo do paciente com LLA com a

presenca de toxicidades graves nos pacientes com LLA tratados com 6-MP.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 AMOSTRAS ESTUDADAS

Na investigacao foi utilizada amostras de 137 pacientes os quais tiveram
como critérios de inclusdo: pacientes com diagnostico confirmado de LLA; com idade
inferior a 18 anos; em tratamento convencional para Leucemia Linfoide Aguda no
periodo de 2006 a 2012; que apresentaram toxicidade grau 3 e 4, englobando as
fases de consolidacdo e manutencdo do tratamento para LLA infantil; atendidos no
Hospital Ophir Loyola, referéncia no tratamento de cancer da regido Norte do Brasil,
localizado na cidade de Belém, no Estado do Para. Os dados clinicos foram obtidos
por meio de pesquisa em prontuérios cedidos pelo servico de arquivo médico do
hospital.

As toxicidades foram classificadas de acordo com NCI Common Toxicity
Criteria versédo 2.0, incluindo: gastrointestinal (diarreia ou estomatite), infeccao,
neurotoxicidade e hematolégica. Foram incluidas exclusivamente as toxicidades de
grau 3 a 4 englobando as fases de consolidacdo e manutencéo do tratamento para

LLA infantil (Inducéo, Consolida¢do, Manutenc¢ao).

3.2 EXTRACAO DE DNA

Para o isolamento do DNA genémico foram utilizados como material sangue
periférico. O sangue total foi obtido no momento das coletas de rotina para
realizacdo de hemogramas. Portanto o sangue néo foi coletado exclusivamente para
a realizacdo do estudo. O anticoagulante utilizado é o EDTA (4cido etilenodiamino
tetra-acético).

O material genético foi extraido a partir de uma amostra de 300 uL do sangue
total pelo método convencional com fenol-cloroformio e precipitagdo com etanol,
conforme descrito por Sambrook et al. (1989).

O sangue foi processado inicialmente com tampéao salino PBS (NaCl 0,14 M;
KCI 2,7 mM; Na,HPO,4 5,4 M; KH,PO, 1,8 mM; pH 8,4) em uma propor¢gao de 2
partes de tampdo para uma parte de camada celular, agitando a mistura

suavemente. ApoOs essa etapa, centrifuga-se o material a 4.000 rpm por 10 minutos.



65

O sobrenadante (solucdo + restos organicos indesejaveis) € retirado e
adicionado 500 pL de solugéo de lise celular (NaCl 0,3 M; EDTA 100 mM com pH
75 e uréia 7,0 M) que promove a ruptura dos leucécitos. A solucdo é
homogeneizada e adiciona-se 500 yL de SDS a 20% e, em seguida, incuba-se a
solugcédo em banho-maria a 37°C por 16 horas.

Apéds o periodo de incubagéo, adiciona-se 500 pL de fenol-cloroférmio (1:1),
agitando a mistura suavemente por 10 minutos e, posteriormente, centrifuga-se a
4.000 rpm por minuto. A primeira fase é transferida para outro tubo onde se repete a
utilizac@o do fenol-cloroférmio (1:1).

O sobrenadante obtido é adicionado a uma solucdo de cloroférmio-
isopropanol (24:1), homogeneizado por 10 minutos e centrifugado nas mesmas
condicBes anteriores. Depois é repetido o procedimento por mais uma vez. Em
seguida, transfere-se a primeira fase para outro tubo e adiciona-se uma solugéo de
acetato de sodio a 3,0 M (pH: 5,2) na proporcdo de 10% do valor obtido. Esta
solucédo precipita o DNA juntamente com o Etanol absoluto gelado (2,5 vezes o
volume da mistura), agitando-se suavemente até a observacdo do precipitado de
DNA.

A hidratacdo do material extraido, DNA, é realizada em &gua deionizada
estéril, agitando-se até homogeneizacao total. O material extraido é deixado a
temperatura ambiente por 24 horas para a completa diluicdo. Apds a extracdo é
processada a quantificacdo do DNA, apdés o processo de quantificacdo o DNA é

diluido para 10 ng/uL, a concentracao de uso.

3.3 QUANTIFICACAO DO DNA

A concentracdo do DNA das amostras foi calculado pelo indice de
absorbéancia (A) das bases a 260 nm em espectrofotometro NanoDropTM ND-1000

(Thermo Scientific).
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3.4 SELECAO DOS SNP

Foi selecionados polimorfismos do tipo SNP no gene TPMT descritos na
literatura como associados a resposta ao 6-MP no tratamento da LLA. A Tabela 13
estdo descritos os polimorfismos selecionados e com seus respectivos fenétipos

associados a atividade enzimatica da TPMT.

Tabela 13 — Polimorfismos farmacogenéticos selecionados do gene TPMT
associados a resposta terapéutica do 6-MP.

Polimorfismo Gene rs da Fenotipo Alelos
TPMT mutacao associado
238G>C (TPMT *2) 1800462 Baixa G C
460G>A (TPMT*3B) 1800460 Baixa G A
644G>A (TPMT*8) 56161402 Intermediaria G A
719A>G(TPMT*3C) 1142345 Baixa A G
94T>A 12201199 Baixa G T

3.5 DESENHO DOS INICIADORES

Foram selecionados trés iniciados empregando-se o Programa Primer 3. Os
parametros utilizados na escolha dos iniciadores sdo: niumero de nucleotideos=25,
tamanho do produto=200-400 pares de bases, temperatura de fusdo=60°C. A Tabela
14 descreve os iniciadores utilizados e as mutacdes correspondentes a cada

iniciador.
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Tabela 14 — Descricéo dos iniciados utilizados na genotipagem dos polimorfismos do

gene.
Primer Sequéncia dos Primes inl\\jlgst,?izzzzs Tgr;zggh Temp()oeé;;ltura
primes
PRIMER 1E STTTCCAAATTTTTATTGTTTCCTGAS3 25 54,7
PRIMER 1R 5 TACCCAAATCAAAACAAACCTTAAAZ 2386>¢ 25 56,4
PRIMER 2 F 5' AACGCAGACGTGAGATCCTAAT 3 460G>A 22 60,8
PRIMER2 R 5 CACAGCTTGAAAGTGATTGAGC 3 644G>A 22 60,8
PRIMER 3F 5" AGAATCCCTGATGTCATTCTTCAT 3' 719A>G 24 59,4
PRIMER 3R 5 ACAGGTAACACATGCTGATTGGT 3' 23 61

3.6 REACAO EM CADEIA PELA POLIMERASE (PCR)

A amplificacdo foi realizada em um termociclador ABI Verity (Applied

Biosystems, Foster City, CA, USA). O protocolo padrédo para os trés primers

utilizados emprega: 20 pmol de cada oligonucleotideo, 2,5 mM de MgCI2, 0,25mM

de dNTP, 3 mM de Taq polimerase (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA,
USA), 10 mM de Tris-HCI (pH 8,3), 50 mM de Kcl e 10 ng de DNA gendémico em
cada 25 pL de volume de reagédo. As amostras sao incubadas a 95°C por 3 minutos,

posteriormente por 35 ciclos de 94°C por 4 0 segundos, 62°C por 1 minuto e 72°C

por 2 minutos, com a extensdo final de 70°C por 30 minutos e 4° por 5 minutos.

As regides de interesse foram amplificadas com a utilizagcdo de pares de

primers especificos para as sequéncias analisadas no presente trabalho, as quais

tém suas sequéncias complementares as regidbes que flanqueiam o0s sitios

estudados (Tabela 14). O produto da amplificacéo € analisado por eletroforese em

gel de agarose a 1,5% para posterior sequenciamento direto das amostras.
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3.7 SEQUENCIAMENTO DIRETO DO DNA

O sequenciamento direto do DNA, utilizando ABI PRISM 3130 Genetic
Analyzer, sequéncia uma regido em torno de 446 pb do gene TPMT por reacdo. A
reacdo se desenvolve em um volume de 15 pL, contendo 10 pL de agua; 1 pyL do
produto amplificado (PCR); 0,5 pL do Kit Big Dye®© (Terminator Cicle Sequence v
3.0) 3,0uL do tampao Save Money; e 0,5 uL de iniciador por 35 ciclos (96°C por 50
segundos; 60°C por 30 segundos; 72°C por 3 minutos).

As sequéncias foram analisadas e comparadas com sequéncias ja descritas
de referéncia para posterior deteccdo dos seis SNP associados com variacdo da
atividade enzimatica da TPMT. Através das técnicas de PCR e sequenciamento foi
possivel analisar conjuntamente os seis polimorfismos estudados em trés reacfes

por individuo.

3.8 GENOTIPAGEM DA VARIANTE RS12201199

A analise molecular do polimorfismo 94T>A (rs12201199) foi realizada por
PCR em tempo real com sondas TagMan® (Applied Biosystems®, Foster City,
Califérnia, EUA) utilizado o equipamento 7500 Real-Time PCR System (Applied
Biosystems). O protocolo utilizou 3,5 pL de Master Mix, 0,157 pL de sonda TagMan,
3,325 uL de agua e 1,0 uL de DNA. O mix final foi amplificado com o seguinte
programa: 10" a 95°C, 40 ciclos de 15" a 92°C, e 1" a 60°C.

3.9 GENOTIPAGEM DOS MARCADORES DE ANCESTRALIDADE

As analises de ancestralidade foram realizadas empregando um painel de 48
Marcadores autossomicos Informativos de Ancestralidade (MIAs), conforme o
descrito por SANTOS et al., (2010). O software STRUCTURE v.2.3.3 foi empregado
para estimar as propor¢des individuais de ancestralidade genética de Europeu,
Africano e Amerindio.
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3.10 ANALISE ESTATISTICA

As analises de ancestralidade foram realizadas empregando um painel de 48
Marcadores autossomicos Informativos de Ancestralidade, conforme o descrito por
Santos et al. (2010). O software STRUCTURE v.2.3.3 foi empregado para estimar as
proporcdes individuais de ancestralidade genética de Europeu, Africano e

Amerindio.

A frequéncia dos alelos foi estimada por contagem génica. Os hapl6tipos
entre os SNPs investigados foram derivados através de estimativas de maxima
verossimilhancga utilizando o programa PHASE (STEPHENS et al., 2001).

Todas as outras analises estatisticas foram realizadas usando o programa
estatistico SPSS v.20.0 (SPSS, Chicago, IL). Os grupos foram comparados por
variaveis categéricas utilizando o teste do y? enquanto o teste t Student é utilizado
para as analises de variaveis continuas. A taxa de risco (Odds ratios-OR) e o
Intervalo de confianca (IC= 95%) também sé&o calculados. A utilizacdo da regressao
logistica considera como variavel dependente: os desfechos clinicos e toxicidades
decorrentes do tratamento da LLA, e como Vvariaveis independentes sao
empregadas: idade, sexo e outras variaveis clinicas que pudessem ser fator de

confusao nas analises.

Todos os testes estatisticos considerardo probabilidade (p-valor) significativa
quando < 0, 05.
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4. RESULTADOS
4.1 DADOS CLINICOS E DEMOGRAFICOS DOS PACIENTES

Um total de 137 pacientes foram incluido no estudo (90 do sexo masculino e
47 do sexo feminino). Na tabela 15 sdo apresentadas as caracteristicas clinica dos
individuos estudados, a média de idade dos pacientes foi de 4,86 + 2.88 anos
(variando de 1 a 15 anos), 92, 5% dos pacientes com LLA eram

imunofenotipicamente do tipo B.

Tabela 15 — Caracteristica clinica dos pacientes com LLA.

Caracteristica Numero de pacientes (%)
Sexo

Masculino 90 (65, 7)
Feminino 47 (34, 3)
Média de ldade 4, 86+2.88
Idade ao diaghostico (anos)

<10 113 (87, 6)
210 16 (12, 4)
Contagem de Leucdécitos no momento do

diagnéstico /ul

<50,000 105 (85, 4)
>50,000 18 (14, 6)
Imunofenotipagem

Células B 123 (92, 5)
Células T 10(7,5)
Grupo de Risco

Standard 9 (6, 8)
Alto 77 (56, 6)
Baixo 50 (36, 8)

Em relacdo a ascendéncia gendmica, observou-se que a composi¢cao étnica
dos pacientes com LLA foi de 43,6% Europeu, 22% Africano e 34% Amerindio

(Figura 12), conforme descrito na Tabela 16.
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Tabela 16 — Média de ancestralidade genética dos pacientes com LLA

Ancestralidade Genética Média
Europeu 0,436 +0,117
Africano 0,222+0,971
Amerindio 0,343+0, 112
K2
K1 . 8 K3
Group @ European Amerindian| ® | African Subjects
Figura 12 — Representagdo de mistura interétnica individual. Os pacientes com LLA sé&o

representadas por pontos em amarelo e sua localizacdo no grafico corresponde as propor¢des de
mistura. A mistura é estimada por comparacado com populagdes-méaes de individuos representados
nos vértices do tridngulo: Europeia (vermelho), Amerindio (verde) e Africano (azuis).

Na tabela 17 é apresentado os dados de frequéncia de toxicidade grave (grau
3 e 4) nos pacientes investigados durante o tratamento para LLA infantil. Entre as
toxicidades relatadas, a infecciosa foi a mais prevalente (86%), seguida da
hematologica (65%), da gastrointestinal (64,8%) e toxicidade no sistema nervoso
central (29,9%).

A presenca de toxicidade no tratamento da LLA também foi testada em

relacdo a ancestralidade genbmica dos pacientes, entretanto ndo foi observada

diferenca estatisticamente significante para as toxicidades estudadas (p>0,05).
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Table 17 — Toxicidade grave 3 e 4, relatada nos pacientes com LLA durante o

tratamento.
Toxicidades N (%)

Toxicidade Géstrica
Presenca 83 (64, 8)
Auséncia 45 (35, 2)
Toxicidade Infecciosa
Presenca 111 (86)
Auséncia 18 (14)
Toxicidade SNC
Presenca 38(29,9)
Auséncia 89 (70, 1)
Toxicidade Hematolégica
Presenca 84 (65, 1)
Auséncia 45 (34, 9)

4.2 FREQUENCIA DOS ALELOS DO GENE TPMT EM PACIENTES COM LLA

A tabela 18 descreve a frequéncia em pacientes com LLA para as quatro
polimorfismos principais do gene TPMT e seus respectivos haplétipos associados
com a resposta terapéutica da 6-MP. Nossos dados demonstraram que o haplotipo
mais frequente foi TPMT*3A (7,6%) caracterizado pelos polimorfismos 460A e 719G,
seguido pelo haplétipo TPMT* 3C e TPMT* 8, ambos com 7,3%.
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Tabela 18 — Frequéncia estimada nos pacientes com LLA para os haploétipos
derivados do gene TPMT.

Nucleotideo* 238 C 460 A 644 A 719G
Mod.Amin**  Ala80Pro Alal54Thr Arg215His Tyr240Cys

Frequéncia 0,058 0,112 0, 073 0, 149

Haplotipos G238C G460A G644A A719G Frequéncia Fendtipo

TPMT*1 G G G A 0, 682 Alta
TPMT*2 C . . . 0, 058 Baixa
TPMT*3A . A . G 0, 076 Baixa
TPMT*3B . A . . 0, 036 Baixa
TPMT*3C . . . G 0, 073 Baixa
TPMT*8 . . A . 0, 073 Intermediario

Nota: *polimorfismos definidores do fenétipo.
** Modificagdo do aminoéacido.

A tabela 19 apresenta a frequéncia genotipica e alélica do polimorfismo
rs12201199 do gene TPMT entre os pacientes com LLA. A frequéncia do alelo

mutante foi de 0, 482 entre os individuos estudados.

Tabela 19 — Frequéncia genotipica e alélica do polimorfismo
rs12201199 do gene TPMT nos pacientes com

LLA.

Gendtipo No. (%)
AA 60 43,8
AT 22 16,1
TT 55 40,1

Alelo T 0, 518

Alelo A 0, 482
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A Tabela 20 apresenta a distribui¢cdo dos individuos estudados de acordo com
0 gendtipo e sua capacidade de metabolizacdo do 6-MP. Trés grupos de genaétipos
foram definidos conforme a atividade enzimatica da TPMT: a) Atividade baixa ou
deficiente; portadores de dois alelos de baixa ou intermediaria atividade da TPMT; b)
Intermediaria; Individuos portadores de um alelo de atividade alta e um alelo de
atividade baixa ou intermediéria da TPMT; c) Atividade alta; Individuos portadores de
dois alelos de alta atividade da TPMT.

Na amostra total investigada representada por 137 individuos, 58 (43, 3 %)
apresentam atividade alta da TPMT, 42 (30, 6%) apresentam atividade intermediaria
e 43 (31,3%) apresentaram atividade deficiente da TPMT. O gendtipo mais frequente
entre os portadores de atividade deficiente foi o TPMT*3A/TPMT*3A, encontrado em
7,3% e entre os individuos de atividade intermediaria 0 gendétipo mais frequente foi
TPMT*1/ TPMT*3A, encontrado em 16,8% na amostra estudada.

Tabela 20 - Distribuicdo dos pacientes estudados de acordo com o
gendtipo do TPMT e sua capacidade de metabolizacao

do 6-MP.
Pacientes com LLA
N=137
Fendtipo

No. (%)
!)ois alelo.s’ d.e atividade baixo- 43 (31, 3)
intermediaria
TPMT*3A / TPMT*3A 10 (7, 3)
TPMT*3A/ TPMT*3B 3(2,2)
TPMT*3A / TPMT*3C 5(3, 6)
TPMT*3A [/ TPMT*2 2(,5)
TPMT*3A / TPMT*8 32,2
TPMT*3B / TPMT*3B 1(,7)
TPMT*3B / TPMT*8 1(,7)
TPMT*3C / TPMT*3C 32,2
TPMT*3C / TPMT*8 1(,7)
TPMT*2 /| TPMT*2 7(5,1)
TPMT*8/ TPMT*8 7(5,1)
!Jm alelo .d’e.atividade baixo- 42 (30, 6)
intermediaria
TPMT*1/ TPMT*3A 23 (16,8)
TPMT*1/ TPMT*3B 4(2,9)
TPMT*1/ TPMT*3C 8 (5, 8)
TPMT*1/ TPMT*8 7(5,1)
Dois alelos de atividade alta 58 (42, 3)

TPMT*1/ TPMT*1 58 (42, 3)
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4.3 ASSOCIACAO DAS FREQUENCIAS DAS VARIANTES DO GENE TPMT EM
RELACAO AS TOXICIDADES GRAVE DURANTE O TRATAMENTO
ANTILEUCEMICO.

A Tabela 21 mostra a distribuicdo dos individuos estudados que tiveram
toxicidades graves durante o tratamento para LLA infantil (toxicidade gastrointestinal,
infecciosa, do sistema nervoso central e hematoldgico) de acordo com o respectivo
gendtipo e o seu estado de metabolizacao previsto para metabolizacdo do 6-MP.
Entre os pacientes que tiveram toxicidade gastrointestinal, 33, 7% eram
metabolizadores deficientes da TPMT, dos que apresentaram toxicidade infecciosa
30, 6% eram metabolizadores deficientes do gene, e entre 0os que apresentaram
toxicidade do SNC e hematolégica 23, 7% e 32, 1% respectivamente, tinham
atividade baixa da TPMT.

N&do foi observada uma associacdo significativa entre o perfil de
metabolizacdo deficiente da TPMT com nenhuma das toxicidades graves relatadas

nos pacientes com LLA estudados (P>0, 05).

Tabela 21 — Caracterizacdo do genétipo do gene TPMT e determinacdo do perfil de
metabolizagdo do 6-MP em pacientes com LLA com e sem toxicidades

grave.
Fenotipo Toxicidades 3 e 4 P value® OR (1C95%)*
Toxicidade Sem toxicidade
Gastrointestinal Gastrointestinal
No. (%) No. (%)
N=45
N=83

Do.|s a]elos de allt,|\./|dade 28 (33, 7) 13 (29) 0,530 1,424 (0, 610-3, 324)
baixo-intermediaria
TPMT#*3A / TPMT*3A 6 (7, 2) 4(8,9)
TPMT*3A / TPMT*3B 2(2,4) 0
TPMT*3A / TPMT*3C 2(2,4) 2(4,4)
TPMT*3A / TPMT*2 2(2,4) 0
TPMT*3A / TPMT*8 2(2,4) 1(2,2)
TPMT*3B / TPMT*3B 1(1,2) 0
TPMT*3B / TPMT*8 1(1,2) 0
TPMT*3C / TPMT*3C 2(2,4) 1(2,2)
TPMT*3C / TPMT*8 0 1(2,2)
TPMT*2 /| TPMT*2 6 (7,2) 1(2,2)
TPMT*8/ TPMT*8 4(4,9) 3(6,7)
Um alelo de atividade baixo- 21 (25, 3) 14 (31)

intermediaria
TPMT*1/ TPMT*3A 11 (13, 3) 11 (24, 4)



76

Tabela 21 — Caracterizacdo do genoétipo do gene TPMT e determinacdo do perfil de
metabolizacdo do 6-MP em pacientes com LLA com e sem toxicidades
grave (continuacgao).

TPMT*1/ TPMT*3B 3(3,6) 1(2,2)
TPMT*1/ TPMT*3C 6 (7, 2) 2(4,4)
TPMT*1/ TPMT*8 1(1,2) 0
Dois alelos de atividade alta 34 (41) 18 (40)
TPMT*1/ TPMT*1 34 (41) 18 (40)
Toxicidade Sem toxicidade
Infecciosa Infecciosa
No. (%) No. (%)
N=111 N=18
l[:))o.is a]elos de Qt,i\_/idade 34 (30, 6) 7 (39) 0, 565 0, 675 (0, 232-1, 966)
aixo-intermediaria
TPMT#*3A / TPMT*3A 7 (6, 3) 3 (16, 7)
TPMT*3A / TPMT*3B 2(2,7) 0
TPMT*3A / TPMT*3C 32,7 1(5,5)
TPMT*3A [ TPMT*2 2(0,9) 0
TPMT*3A / TPMT*8 3(2,7) 0
TPMT*3B / TPMT*3B 1(0,9) 0
TPMT*3B / TPMT*8 1(0,9) 0
TPMT*3C / TPMT*3C 2(2,7) 1(5,5)
TPMT*3C / TPMT*8 1(0,9) 0
TPMT*2 /| TPMT*2 6 (5, 4) 1(5,5)
TPMT*8/ TPMT*8 6 (5, 4) 1(5,5)
_Um aIeIo_t;Ie_ atividade baixo- 33 (29, 7) 2 (11)
intermediaria
TPMT*1/ TPMT*3A 21 (18, 9) 1(5,5)
TPMT*1/ TPMT*3B 4 (3, 6) 0
TPMT*1/ TPMT*3C 7 (6, 3) 1(5,5)
TPMT*1/ TPMT*8 1(0,9) 0
Dois alelos de atividade alta 44 (39, 6) 9 (50)
TPMT*1/ TPMT*1 44 (39, 6) 9 (50)
Toxicidade SNC Sem toxicidade
SNC
No. (%) 0
N=38 No. (%)
N=89
lIj?o_is a_IeIos de at,i\_/idade 9(237) 31 (34, 8) 0,510 0, 683 (0, 276-1, 690)
aixo-intermediaria
TPMT*3A / TPMT*3A 3(7,9) 7(7,9)
TPMT*3A / TPMT*3B 1(2, 6) 1(1,1)
TPMT*3A / TPMT*3C 0 4 (4, 5)
TPMT*3A / TPMT*2 1(2, 6) 1(1,1)
TPMT*3A / TPMT*8 1(2, 6) 1(1,1)
TPMT*3B / TPMT*3B 1(2,6) 0
TPMT*3B / TPMT*8 0 1(1,1)
TPMT*3C / TPMT*3C 0 33,4
TPMT*3C / TPMT*8 0 1(1,1)
TPMT*2 /| TPMT*2 1(2,6) 6(6,7)
TPMT*8/ TPMT*8 1(2,6) 6(6,7)
_Um aIeIo_gIe_) atividade baixo- 12 (31, 6) 23 (25, 8)
intermediaria
TPMT*1/ TPMT*3A 12 (31, 6) 10 (11, 2)
TPMT*1/ TPMT*3B 0 4 (4, 5)
TPMT*1/ TPMT*3C 0 8(9)
TPMT*1/ TPMT*8 0 1(1,1)
Dois alelos de atividade alta 17 (44, 7) 35(39, 4)



77

Tabela 21 — Caracterizacdo do genotipo do gene TPMT e determinagdo do perfil de
metabolizacdo do 6-MP em pacientes com LLA com e sem toxicidades

grave (continuagao).

TPMT*1/ TPMT*1 17 (44, 7) 35(39, 4)
Toxicidade Sem toxicidade
Hematolégica Hematologica
No. (%) No. (%)
N=84 N=45
tII))o_|s a_IeIos de a_lt,|\_/|dade 27 (32, 1) 14 (31) 0, 835 1, 165 (0, 507-2, 678)
aixo-intermediaria
TPMT*3A / TPMT*3A 4 (4, 8) 6 (13, 3)
TPMT*3A / TPMT*3B 2(2,4) 0
TPMT*3A / TPMT*3C 4 (4, 8) 0
TPMT*3A / TPMT*2 2(2,4) 0
TPMT*3A / TPMT*8 2(2,4) 1(2,2)
TPMT*3B / TPMT*3B 0 1(2,2)
TPMT*3B / TPMT*8 1(1,2) 0
TPMT*3C / TPMT*3C 2(2,4) 1(2,2)
TPMT*3C / TPMT*8 1(1, 2) 0
TPMT*2 [ TPMT*2 5(5,9) 2(4,4)
TPMT*8/ TPMT*8 4 (4, 8) 3(6,7)
pm aIeIo'(,JIe' atividade baixo- 23 (27, 4) 13 (29)
intermediéria
TPMT*1/ TPMT*3A 13 (15, 5) 10 (22, 2)
TPMT*1/ TPMT*3B 3(3,6) 1(2,2)
TPMT*1/ TPMT*3C 6(7,1) 2(4,4)
TPMT*1/ TPMT*8 1(1,2) 0
Dois alelos de atividade alta 34 (40, 5) 18 (40)
TPMT*1/ TPMT*1 34 (40, 5) 18 (40)

?Dois alelos de atividade baixa/intermediaria vs. outros fenotipos.

A tabela 22 mostra a distribuicdo do gendétipo da variante rs12201199 do gene

TPMT entre os pacientes com toxicidade grave ao tratamento para LLA. Foi

observado que os pacientes que possuem o genétipo homozigoto mutante AA para

essa variante tém um risco de 4, 098 vezes maior de apresentar toxicidade grave

infecciosa durante o tratamento para LLA infantil em relagéo aos que apresentam os
outros gendtipos (P=0, 037; OR=4, 098; IC95%=1, 123-14, 959).
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Tabela 22 — Distribuicdo das frequéncias da variante RS12201199 do gene TPMT em relagdo a presenca de toxicidades grave
durante o tratamento para LLA infantil.

Toxicidade Toxicidade Toxicidade I—iTeor)r;gg%%?c
Lo Gastrointestinal P 02 Infecciosa P 02 SNC P om@ P 0@
Gendtipos N=83 value® OR (IC95%) N=111 value® OR (IC95%) N=38 value® OR (1C95%) N—aS4 value? OR (IC95%)
0 0 0 -
No. (%) No. (%) No. (%) No. (%)
m 33 (39, 8) 0, 708 0, 825 50 (45) 18 (47, 4) 35(41,7)
' ' (0, 396-1, 719) ' '
TA 9 (10, 8) 12 (10, 8) 2(5,3) 10 (11, 9)
4,098 1, 456 0, 977
AA 41 (49, 4) 49 (44,1) 0,037 (1, 123-14, 959) 18 (47,4) 0,431 (0. 676-3, 135) 39 (46, 4) 1 (0. 469-,469)
Nota:  genétipo homozigoto mutante AA vs. outros genétipos.
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5 DISCUSSAO

No presente trabalho foi investigada a relacdo de polimorfismos do gene
TPMT com a presenca de toxicidades graves (3 e 4) em pacientes pediatricos com
LLA tratados com 6-MP.

A incidéncia de LLA é aproximadamente 20% maior no sexo masculino do
que do sexo feminino (MEISSNER et al.,, 2014), e o subtipo imunofenotipico de
linfoblastos de células B (LLA-B) € o mais prevalente, responsavel por 80% dos
casos da expanséo clonal das células leucémicas na LLA e esta em muitos casos
ligados a uma melhor resposta terapéutica do paciente (ONCIU, 2009). De forma
semelhante, o sexo masculino e o subtipo de linhagem de linfécitos B foram
predominantes entre os pacientes com LLA aqui estudados.

A literatura relata que o tratamento da LLA pode sofrer influéncias étnicas
(PUl et al., 2003; FOUCAR et al.,1991; POLLOCK et al., 2000; STILLER et al., 2000;
BHATIA et al., 2002; Relling et al., 2011). Criancas hispanicas e negras geralmente
apresentam piores resultados no tratamento do que criancas brancas (PUI et al.,
2003; YANG et al., 2011; POLLOCK et al., 2000; BHATIA et al., 2002). Dessa forma,
€ concebivel que variagcdes gendmicas relacionadas com ancestralidade podem
contribuir para as disparidades étnicas no tratamento da LLA (YANG et al., 2011; XU
et al., 2012).

Estudos populacionais concluiram que 0s caucasianos mostraram a maior
frequéncia de variantes TPMT, e eles contém também algumas variantes que séo
raramente relatados em qualquer outro grupo (TPMT*2, TPMT*20, TPMT*21,
TPMT*22, TPMT*23, TPMT*24, TPMT*25). Ocorre com maior frequéncia da variante
TPMT*3C neste grupo. Asiaticos sdo0 menos propensos a ter variantes do gene
TPMT. Poucos casos de variantes TPMT foram relatados em chineses e japoneses,
sendo a variante TPMT*3C a mais frequente. Indianos e Paquistaneses sdo o0s
menos propensos a compartilhar variantes TPMT. Através de estudos de populagéo,
torna-se claro que caucasiano e afro-americanos sao 0s grupos mais afetados e
permanecem em alto risco de reacao adversa ao medicamento quando submetidos
a dosagem padrdo de medicamentos tiopurina. Nestes sentido, 0s asiaticos,

especialmente o sudoeste asiatico (indianos, paquistaneses) tém atividade de TPMT
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normal, ndo sao suscetiveis de experimentar qualquer reagdo adversa ao
medicamento a partir das doses normais de tiopurinas ( KATARA et al., 2015).

Dessa forma, no presente trabalho foi aplicado um painel de 48 marcadores
informativos de ancestralidade (SANTOS et al., 2010) como controle gendmico da
ancestralidade, a fim de evitar interpretacdes espurias resultantes da subestrutura
da populagédo. O papel importante do controle de ancestralidade gendmica em
estudos de associacao € claro, especialmente em popula¢cées com um elevado grau
de mistura entre grupos étnicos, tais como a populacéo brasileira.

A presenca de toxicidades graves no tratamento da LLA foi testada em
relacdo a ancestralidade gendmica, e ndo foi observada diferenca estatisticamente
significante para as toxicidades relatadas (p>0,05). Ou seja, a presenca de
toxicidades graves nédo sofreu distor¢cdo da influencia ancestralidade genémica na
amostra estudada.

Em relagcdo as toxicidades relatadas no estudo, a infecciosa foi a mais
prevalente (86%), seguida da hematologica (65%), da gastrointestinal (64,8%) e
toxicidade no sistema nervoso central (29,9%).

As toxicidades representam um dos principais desafios enfrentados pelos
oncologistas no tratamento da LLA pediatrica, reacdes adversas graves podem levar
a interrupcdo do tratamento com efeitos importantes sobre o resultado e, assim,
afetar a qualidade de vida do paciente, mesmo dos que sobrevivem, em longo prazo
(SCHMIEGELOW et al., em 2010; AIRTUM, 2012; FRANCA et al., 2015).

As infecgcbes constituem a principal causa de mortalidade em criangas
oncoldgicas, incluindo as com LLA (TAMBURRO, 2005; LUND et al., 2010). Nossos
resultados corroboram o trabalho de Silva et al. (2011) que observou uma alta
frequéncia de mortalidade (55%) em pacientes pediatricos da regido Amazbnica
decorrente principalmente de toxicidade infecciosa e hematolégica.

O tratamento da LLA infantil envolve a combinacdo de uma grande variagao
de farmacos em diferentes dosagens, que compreende glicocorticoides, analogos de
purina, antimetabdlitos, agentes alquilantes, medicamentos antimitéticos e
antraciclinas (PUI; EVANS, 2006; BHATIA et al., 2012). Toxicidades graves ao
tratamento sédo decorrentes de fatores que envolvem a administracao prolongada do
farmaco, uso intensivo e simultaneo dos medicamentos, efeitos farmacol6gicos

sobre o tecido alvo e ao tecido saudavel, além de fatores do hospedeiro, incluindo
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polimorfismos genéticos que influenciam a metabolizacdo de drogas e funcéo
imunolégica (SCHRAPPE et al., 2011; OHTA; SITKOVSKY, 2001; KISHI et al., 2007;
HELLER et al., 2004). Portanto, em terapias com multiplos farmacos, pode ser muito
dificil de identificar o agente causador de reacfes adversas, dessa forma a genética
do paciente pode ter um papel importante para definir os efeitos toxicos decorrentes
da terapia (GERVASINI; VAGACE et al.,2012; STOCCO et al., 2012).

O farmaco 6-MP é um antimetabdlito, componente essencial na terapia de
manutencao/consolidacdo da LLA pediatrica (RELLING et al., 1999; EL-RASHEDY
et al., 2015). A variabilidade individual de toxicidade relacionada a 6-MP pode ser
atribuida em parte a polimorfismos genéticos presentes no gene TPMT (ZHOU,
2006; KAPOOR et al., 2009; RELLING et al., 2011; EL-RASHEDY et al., 2015). Mais
de 30 variantes do TPMT foram descritos (UJIIE et al., 2008; RELLING et al., 2013),
as variantes mais comuns incluem a TPMT*3C (A719G), TPMT*3B (G460A),
TPMT*3A (G460A e A719G) e TPMT*2 (G238C), sendo responsavel por 89-95%
dessas variacbes genéticas (UJIIE et al., 2008; EVANS, 2002; RUTHERFORD;
Daggett, 2008; KATARA et al., 2015). variantes genéticas de TPMT

Tem sido reportado que aproximadamente 11% na populagéo global possui
algum grau de diminuicdo na atividade da TMPT e 0,3% tém uma verdadeira
deficiéncia de TPMT (KATARA et al.,, 2015). Entre 36 variante do gene TPMT, a
mais comum é TPMT*3A, que € comum em caucasianos (frequéncia de 5%). A
segunda variante mais frequente é TPMT*3C, que € mais comum em populacdes
asiaticas (2% de frequéncia) (KATARA et al., 2015).

No presente trabalho as variantes mais prevalentes foram TPMT*3A (7, 6%),
seguido pelo TPMT*3C e TPMT*8, ambos com 7,3%. As variantes menos frequentes
foram TPMT*2 (5,08%) e TPMT*3B (3%).

Na literatura consultada foram encontrados alguns trabalhos envolvendo
investigacoes do gene TPMT em populacdes brasileiras (BOSON et al., 2003; SILVA
et al., 2008; CHIABAI, 2010; GASTAL et al., 2012).

O trabalho de Boson et al. (2003) investigou 202 individuos com idade de 18
anos ou mais, que frequentavam o Hospital das Clinicas da Universidade Federal de
Minas Gerais, nenhum dos individuos investigados tinham diagnéstico de leucemia.
A frequéncia das variantes estudadas foi TPMT*2 2,2%, TPMT*3A 1,5%, TPMT*3B
0,2%, TPMT*3C 1,0%, TPMT*5 e TPMT*6 ndo foram encontrados na analise.
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Um estudo desenvolvido por Silva et al. (2008) estimou a frequéncia das
principais variantes alélicas do gene TPMT em uma popula¢do de 116 criangas e
adolescentes com LLA, tratados com 6-MP, no Hospital das Clinicas de Minas
Gerais - Belo Horizonte. As frequéncias das variantes alélicas foram: TPMT*3A 3,9
%, TPMT*3C 0,9%, TPMT*2 0,4%. N&o foi detectado o alelo TPMT* 3B.

O estudo desenvolvido por Chiabai (2010) investigou trés polimorfismos
(TPMT*2, TPMT*3B, TPMT*4) relacionados a resposta farmacogenética do gene
TPMT em 95 pacientes atendidos pelo Nucleo de Onco-Hematologia Pediatrica da
secretaria de Saude do Distrito Federal (SES/DF) que se encontrava em diferentes
fases de tratamento para a LLA. Nesse estudo a frequéncia encontrada do
polimorfismo TPMT*2 foi 1,6%, n&o foram encontrados os alelos TPMT*3B e
TPMT*4 na populagéo estudada.

O trabalho de Gastal et al. (2012) analisou um amostra de 199 doadores de
sangue do Hemocentro Regional de Joinville, SC, Brasil. A frequéncia encontrada
das variantes do gene TPMT foi: TPMT*3A 3,5%, TPMT*3B 1%, TPMT*2 1% e
TPMT*3C 0,5%.

De maneira geral em todos os trabalhos em populac¢des brasileiras (BOSON
et al.,, 2003; SILVA; 2008; CHIABAI, 2010; GASTAL et al.,, 2012) a variante
TPMT*3A foi a mais frequente, enquanto que um dos alelos menos frequente foi o
TPMT*3B, corroborando com os nossos achados.

A frequéncia das variantes do gene TPMT foi mais alta no nosso trabalho, do
gue nos observados em outros estudos das populacdes brasileiras (BOSON et al.,
2003; SILVA; 2008; CHIABAI, 2010; GASTAL et al., 2012). Esse fato pode ser
justificado por existirem diferengas étnicas nas frequéncias dos alelos variantes de
baixa atividade da TPMT (COLLIE-DUGUID et al., 1999; RELLING et al., 2011).
Dessa forma, o perfil genético do gene TPMT pode variar dependendo da regiédo
geografica estudada, ja que a populacdo brasileira sofre grande influéncia do efeito
da subestruturacdo genética, gerada pela contribuicdo desigual dos agrupamentos
ancestrais formadores da populagdo (europeus, africanos e amerindios) em cada
regido geografica brasileira (SANTOS et al., 2010).

Nenhum dos trabalhos encontrados nas populacdes brasileiras associou as
variantes de baixa atividade da TPMT com a presenca de toxicidades a terapia da

LLA infantil. No presente trabalho ndo foi observada uma associacdo significativa
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entre o perfil de metabolizac&o deficiente da TPMT (TPMT*2, TPMT*3A, TPMT*3B,
TPMT*3C, TPMT*8) com nenhuma das toxicidades graves (infecciosa,
hematoldgica, gastrointestinal e toxicidade no sistema nervoso central) relatadas nos
pacientes com LLA estudados (P>0,05).

No entanto, os dados encontrados mostram que h& uma significativa relagédo
entre o polimorfismo do gene TPMT (rs12201199) e a ocorréncia de toxicidade
infecciosa grave durante o tratamento da LLA infantil. Foi observado que os
pacientes que possuem 0 gendétipo homozigoto mutante AA para o polimorfismo no
gene TPMT tém um risco de 4,098 vezes maior de apresentar toxicidade grave
infecciosa durante o tratamento para LLA infantil em relagdo aos que apresentam o0s
outros gendtipos (P=0, 037; OR=4, 098; IC95%=1, 123-14, 959).

A variante do gene TPMT rs12201199 vem sendo bastante estudada em
associacdo com ototoxicidade em criancas oncoldgicas tratadas com cisplatina
(ROSS et al., 2009; PUSSEGODA et al., 2013; CARLETON et al., 2014). A cisplatina
€ um agente quimioterapéutico largamente utilizado para o tratamento de tumores
sélidos, incluindo hepatoblastoma, tumores cerebrais e tumores de células
germinativas, e tem contribuido para um aumento significante na taxa de
sobrevivéncia dos pacientes (PERILONGO et al., 2009). Um dos fatores que podem
influenciar a ototoxicidade por cisplatina € o uso concomitante de vincristina. Se a
prépria vincristina € ototdxica ainda ndo estad claro. Estudos sugerem que a
vincristina pode ser ototéxica (LUGASSY; SHAPIRA et al., 1990; AYDOGDU et al.,
2000) ou transientemente ototoxico em doses elevadas (BOKEMEYER et al., 1998),
ao passo que ensaios clinicos sisteméaticas tém relatado que a vincristina sozinha
nao é ototoxica (LUGASSY; SHAPIRA, 1996; RIGA et al., 2006). Bokemeyer et al.
(1998) relataram um aumento da prevaléncia dos sintomas ototdxicos nos pacientes
que receberam vincristina em conjunto com cisplatina.

A variante rs 94T>A rs12201199 do gene TPMT estéa presente em uma regido
intrdbnica do gene e alguns estudos tém sugerido que essa variante esta em forte
desequilibrio de ligacdo com alelos de baixa metabolizacdo do gene TPMT como o0s
TPMT*3C (rs1142345) e TPMT*3B (rs1800460) (TAMM et al.,2008; ROSS et al.,
2009, CARLETON et al., 2014). O trabalho de Ross et al. (2009) investigou os
polimorfismos do gene TPMT e COMT com o efeito ototoxico da cisplatina em

pacientes oncoldgicos, os resultados revelaram que a variante rs12201199 estava
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presente em 17 dos 25 (68%) individuos que tiveram ototoxicidade, assim como a
variante rs1142345 (TPMT*3C) que esteve presente em todos os 17 individuos com
ototoxicidade, e a variante rs1800460 (TPMT*3B) presente em 15 desses individuos
e nenhum dos controles (sem ototoxicidade). Individuos que carregam tanto a
variante rs1142345 (TPMT*3C) e rs1800460 (TPMT*3B) sao definidas como
portadores do haplétipo TPMT*3A. O trabalho de Ross et al. (2009) sugere que a
associacdo de efeitos ototoxicos da cisplatina com rs12201199 é provavelmente
devido a ligagdo com rs1142345 e rs1800460 (ROSS et al., 2009).

A genotipagem das variantes do gene TPMT rs1142345 e rs1800460 é
particularmente importante para identificar os individuos com maior probabilidade de
de toxicidade se tratados com doses padrdao de 6-MP (AYDOGDU et al., 2000)
dessa forma é concebivel que a variante rs12201199 pode ser um marcador
candidato para atestar toxicidades em pacientes tratados com 6-MP. Além disso, a
pesar de pacientes com LLA infantil ndo fazerem uso se cisplatina durante a terapia
padréo, a vincristina € um farmaco importante utilizado durante o tratamento da LLA
pediatrica 0 que pode justificar o a investigacdo da variante rs12201199 nesses
pacientes.

Poucos trabalhos tém investigado a variante rs12201199 em associagdo com
0 metabolismo de tiopurina e da resposta clinica da leucemia linfoblastica aguda em
criancas (MATIMBA et al., 2014), portanto nossos dados precisam ser confirmado
em estudos posteriores. A pesar disso, este resultado poder se importante para ajudar a
predizer riscos de toxicidade durante o tratamento, contribuindo para um melhor prognostico
individual dos pacientes com LLA infantil.

E bem estabelecido na literatura que as variantes polimérficas do gene TPMT
desempenham um papel importante na resposta terapéutica do 6-MP (MCLEOD et
al., 2000; ADAM et al., 2012), no entanto, ainda existe uma grande variabilidade
interindividual na farmacocinética dos metabolitos ativos do 6-MP, uma vez que
algumas toxicidades permanecem inexplicaveis (ADAM et al., 2012). Assim, é
recomendavel que além da monitorizacdo através de genotipagem das variacdes
genéticas do TPMT, a medicdo das concentracdes de metabolitos ativos de 6-MP
seja empregada, como uma ferramenta complementar ao genétipo do TPMT na
previsdo de toxicidade em pacientes em tratamento com tiopurinas, como o 6-MP
(ADAM et al., 2012).
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Além disso, apesar dos polimorfismos do gene TPMT explicarem em parte a
variabilidade farmacocinética do 6-MP, outros genes podem estar envolvidos no
metabolismo do 6-MP, e polimorfismos nesses genes podem ter um grande impacto
sobre a resposta terapéutica da LLA (FRANCA et al., 2015) Dessa forma fica claro
gue estudos mais amplos devem ser empregados para melhor descrever o efeito

farmacogenético na resposta terapéutica do 6-MP no tratamento da LLA infantil.
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6 CONCLUSAO

N&do foi observada uma associacdo significativa entre o perfil de
metabolizacdo deficiente da TPMT (TPMT*2, TPMT*3A, TPMT*3B, TPMT*3C,
TPMT*8) com nenhuma das toxicidades graves (3-4) relatadas nos pacientes com
LLA estudados (P>0,05).

Ha uma significativa relagdo entre o polimorfismo do gene TPMT
(rs12201199) e a ocorréncia de toxicidade infecciosa grave durante o tratamento da
LLA infantil.

Os pacientes que possuem 0 genétipo homozigoto mutante AA para o
polimorfismo no gene TPMT tém um risco de 4, 098 vezes maior de apresentar
toxicidade grave infecciosa durante o tratamento para LLA infantil em relacdo aos
que apresentam os outros genaétipos (P=0, 037; OR=4, 098; IC95%=1, 123-14, 959).

Este resultado pode ser importante para ajudar a predizer riscos de toxicidade
durante o tratamento, contribuindo para um melhor prognoéstico individual dos

pacientes com LLA infantil.
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