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“A mente que se abre para uma nova idéia

jamais voltara ao seu tamanho original”
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1- INTRODUCAO

O céancer na infancia constitui um conjunto de doencas raras perfazendo
0,5 a 3% de todos os tumores nas populacdes (Reis et al., 2007). As leucemias
da infancia (criangas com idade inferior ou igual a 5 anos) constituem um grupo
heterogéneo de doencgas, tanto no que diz respeito as expressoes
imunofenotipicas e morfoldgicas, quanto a seus mecanismos etiologicos.
Embora constituam uma doenca rara, a incidéncia da leucemia aguda
corresponde a cerca de 30% dos diagnosticos de cancer na infancia, sendo
mais comum em menores de 15 anos (Turner et al., 2010; Belson et al., 2007;
Buffler et al., 2005; Pui, 2003; Braga et al.,2002; Linet et al., 1999).

Na Europa, a taxa de incidéncia global de Leucemia Linféide Aguda
(LLA), em criancas na faixa etaria entre 0 e 14 anos, € de 36 por milhdo de
criangas (Coebergh et al., 2006). A taxa € semelhante nos Estados Unidos, 43
por milhdo (Buffler et al., 2005). Em paises africanos e asiaticos a incidéncia
chega a ser 10 vezes menor (Greaves, 2006). As diferencas nao séao
percebidas apenas geograficamente, mas também por meio de fatores raciais,
de acordo com o registro de cancer norte-americano, cujos dados de 2006
demonstram taxas maiores em criancas brancas frente negras (SEER, 2006).

No Brasil, a taxa de incidéncia global varia de 36 a 41 por milhdo de
criancas no sexo feminino e masculino, respectivamente (Ferlay et al., 2004).
De acordo com dados do Registro de Cancer de Base Populacional (RCBP), as
taxas de incidéncia variam por faixas etarias, por estados brasileiros e por
sexo, sendo maior no sexo masculino em quase todas as localidades. As taxas
meédias de incidéncia ajustadas por idade variaram entre 0,33/100.000 em Joéo
Pessoa e 2,13/100.000 em S&o Paulo, para o sexo feminino e 1,11/100.00 em
Jodo Pessoa e 3,19/100.000 em Natal, para o sexo masculino (Reis et al.,
2007).

Considerando a mortalidade por leucemia em menores de 15 anos, as
taxas apresentam decréscimo desde a década de 70 em paises desenvolvidos
(La Vecchia et al., 1998). Esta queda pode ser observada também no Brasil,
pois 0 mesmo foi observado em Goiania no periodo de 1979 a 1995 (Braga,
2000).



As diferengas entre as taxas de incidéncia e mortalidade podem estar
relacionadas a diversos fatores, entre o0s quais diferentes métodos
diagnésticos, falta de registros populacionais, fatores nutricionais, e fatores
relacionados a exposi¢cdes ambientais distintos em paises desenvolvidos e em
desenvolvimento. Acredita-se que em paises em desenvolvimento, que cursam
com melhora do nivel s6cio-econémico, 0 aumento na incidéncia em criangas
seja decorrente de mudancas no estilo de vida ou ambiental, uma vez que o
status econdmico se configura como um indicador de exposicdo a
carcindgenos potenciais como radiacdo e substancias quimicas advindas da
dieta (Edgar & Morgan, 2008).

Por se tratar de uma doenga com etiologia mdultipla, os estudos
epidemioldgicos tém concentrado seus esforcos na distingdo dos fatores de
risco (Pelissari et al.,, 2009; Hamerschlak, 2008). Dentre os ambientais,
genéticos e infecciosos se destacam o consumo de &lcool, o tabagismo, a
exposicdo a substancias quimicas, infeccdes e outros agentes que possam
estar associados aos polimorfismos e fusdes génicas.

Nessa perspectiva, uma parceria entre pesquisadores da Escola
Nacional de Saude Publica Sérgio Arouca — ENSP e do Instituto Nacional do
Cancer — INCA, foi estabelecida. Conseguimos através dos estudos realizados
até o momento, conhecer e entender melhor a biologia e como a mutacéo do
gene MLL afeta a clinica do paciente. Entretanto, temos o intuito de aprofundar
0 conhecimento acerca da etiologia das leucemias, esclarecendo o mecanismo
de leucemogénese e contribuindo para a sobrevida destas criancas.

Este estudo foi constituido de duas partes: como primeira proposta de
artigo da dissertacdo de mestrado foi realizada uma analise exploratoria dos
dados secundérios obtidos através da aplicacdo de questionarios com maes
brasileiras de lactentes portadores de leucemia e nao portadores, utilizadas
como controles, a fim de buscar as relacbes inaparentes associadas as
leucemias, utilizando a analise fatorial exploratéria como ferramenta estatistica.

E em um segundo momento, comparou-se as exposi¢cdes a pesticidas
durante o periodo pré-concepcional, gestacional e pds-natal e as fusdes do
gene MLL em lactentes portadores de leucemias agudas.



2- REFERENCIAL TEORICO
2.1-Hematopoiese e Leucemogénese

A hematopoiese compreende o processo de formacéo, desenvolvimento
e maturacdo da linhagem hematopoiética a partir de um precursor celular
indiferenciado que se encontra na medula 6ssea. Tem como pré-requisito um
microambiente normal, capaz de sintetizar fatores de crescimento necessarios
as ceélulas progenitoras de modo que possam desempenhar suas funcdes
especificas (Martins et al., 2001).

A célula inicial pluripotente, também chamada de célula-tronco, é capaz
de se auto-regenerar, isto €, se dividir assimetricamente dando origem a uma
nova célula-tronco e a uma célula progenitora com linhagem especifica definida
(fig.1), ocorrendo a perda potencial de auto-regeneracdo nesta ultima. Em um
processo de hematopoiese normal, as Unidades Formadoras de Colbnia
(UFC), sdo estimuladas por fatores especificos (citocinas), podendo se
diferenciar em progenitoras linféides e mieldides, seguida da diferenciacdo dos
elementos figurados do sangue: granuldcitos, eritrcitos, mondcitos, linfocitos e

plaquetas, conforme a figura abaixo.

Figura 1 — Hematopoiese Normal (Hitzler et al., 2005).
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Sendo assim, a leucemia pode ser vista como alteragcbes nos
mecanismos homeostaticos que regulam a producédo e diferenciacdo celular
sanguinea, acarretando em uma desordem do sistema hematopoiético,
decorrente de uma ou mais mutacdes. Essas alteracbes podem culminar em
um processo multifatorial através da combinacdo de fatores genéticos,
ambientais e de susceptibilidade individual (Pombo-de-Oliveira et al., 1986;
Perera, 1996; Hunger et al., 1998; Bhatia et al., 2000; Greaves, 2002; Labuda
et al., 2002).

O efeito dos fatores externos € modulado pelos genes, cujas alteracdes
podem comprometer os processos de metabolismo, detoxificagdo e eliminacao
dos carcinégenos exdégenos podendo levar a alteracdes celulares
leucemogénicas. Desta forma, o estudo das alteragcbes genéticas assumem
grande relevancia para a compreensao dos processos de desenvolvimento das

leucemias.

2.2- Classificacao das Leucemias

As leucemias séo classificadas em quatro grupos: Leucemia Linféide ou
Mieoide Aguda (LLA ou LMA) e Leucemia Linféide ou Miel6ide Cronica (LLC ou
LMC). Essa classificacdo depende da velocidade de progressdo da doenca,
rapida (nas leucemias agudas) e lenta (nas crénicas) e também o tipo celular
afetado (linféide ou mieldide) (Martins et al., 2001).

As leucemias agudas sdo as mais comuns na infancia, sendo
caracterizadas por células imaturas, que perdem a capacidade de
diferenciacao celular e que se proliferam exacerbadamente, acumulando 25%
ou mais de blastos na medula 6ssea. Nas leucemias cronicas, as células
malignas se desenvolvem em estagios mais tardios, assemelhando-se as
células normais, funcionando, em geral, adequadamente, permitindo um curso
inicial da doenca mais brando (Hamerschlak, 2008).

As LLA séo classificadas morfologicamente em L1, L2 e L3 de acordo
com a classificaggo do grupo French-American-British (FAB) e

imunofenotipicamente, pelos critérios do  European  Group  for



Immunophenotyping Leukaemia (EGIL), em LLA pré-B, precursoras B, pre-B,
B-madura e as células T em pré-T, T-intermediario e T-maduro (Béné et al.,
1999).

As LMA possuem oito subgrupos morfolégicos distintos: MO
(mieloblastica com diferenciacdo minima); M1 (mieloblastica aguda sem
maturagdo); M2 (mieloblastica aguda com diferenciacdo); M3 (promielocitica);
M4 (mielocitica); M5 (monocitica); M6 (eritrocitica); e M7 (megacariocitica)
(Hamerschlak, 2008; Martins et al., 2001).

Os subgrupos de LLA representam 75% dos casos leucémicos
pediatricos com incidéncia mais elevada na faixa entre 2 e 5 anos (Bhatia et al.,
2000; Belson et al., 2007), enquanto a LMA, presente em 15-20% dos casos,
nao apresenta nenhuma associacdo com a faixa etaria.

O termo leucemia aguda da infancia (IL) é usualmente empregado
guando o diagndstico é realizado dentre dos 12 primeiros meses de vida,
sendo considerado em alguns paises até os 18 meses (Emerenciano et al.,
2007).

2.3- Contextualizacéo Historica

Em 1971, Knudson divulga seu estudo com 48 criancas portadoras de
retinoblastoma, onde defende a hipotese “Two-hits model”, cuja origem do
cancer foi atribuida a um processo envolvendo mutagdes intra-uterina (primeiro
golpe) e pos-natal (segundo golpe). Os registros destas criancas atendidas no
Hospital Universitario de Houston M. D. Anderson, entre 1944 e 1969, foram
reanalisados. As criancas apresentavam-se em diferentes estdgios da doenca,
devido a heranca germinativa ou mutacdo somética, apresentando-se nos
seguintes grupos de comparacéo: em nao afetadas, tumor unilateral e bilateral.

O estudo mostra ainda que a gravidade da doenca estava ligada a fase
de acometimento pelo “golpe”, visto que em casos decorrentes de mutacéo
somatica o curso da doenca era de forma mais branda (Alfred & Knudson,
1971).



Como vimos anteriormente, acredita-se que a leucemogénese decorra
de um processo multifatorial, com etiologia ainda n&o definida, portanto os
estudos epidemiologicos e moleculares contemporaneos ao Knudson ensejam
o esclarecimento desse mecanismo. Nesse contexto foram elaboradas duas
hipoteses explicativas acerca do processo etiopatogénico da doenca na
infancia: a teoria de Kinlen e de Greaves.

Em 1983, nas cidades de Seascale e Thurso, um grande namero de
casos de leucemia e linfomas nao-Hodgkin surgiram, principalmente em
criancas, moradores dos arredores das usinas nucleares Sellafield e Dounreay,
respectivamente. Acreditava-se que 0s casos eram decorrentes da exposicéo a
radiagcéo (Kinlen, 1988).

Contudo, em 1988, Kinlen propds que devido a implantacdo das usinas e
o grande influxo populacional em tais cidades, essa mistura populacional
(urbana e rural) incomum introduziria uma epidemia de infecgOes, cujas
populacdes ndao haviam sido expostas a determinados agentes anteriormente.
Por se tratar de locais isolados, a comunidade residente desenvolveria sua
imunidade de maneira mais vulneravel frente aos demais, contra uma
determinada infeccdo viral. A leucemia seria uma resposta rara a essa
infeccéo.

No mesmo ano, Greaves adapta a teoria de Knudson, propondo que
mutacOes aleatorias ocorreriam ainda na fase fetal e que a auséncia de
agentes infecciosos na primeira infancia e, subsequentes infec¢des tardias
causariam desregulacao na resposta imune, constituindo um segundo evento,
proliferando um clone leucémico latente.

Em 1995, Kinlen testa sua hipétese na cidade de Glentothes, na
Escoécia. Tratava-se de uma cidade rural que recebeu grande quantitativo
populacional, concomitantemente a ascensdo da taxa de incidéncia da
leucemia infantil (Kinlen, 1995). As observacdes do estudo fomentaram a
proposta de que alguns subtipos leucémicos possam resultar, porém nao
usualmente, de infeccdes comuns em individuos ndo imunes a “mistura
populacional”.

A idéia essencial destas hipdteses € que o sistema imunolégico do

lactente carece de modulacdo mediante exposi¢cdes a infec¢des naturais. A ndo



ocorréncia desta modulac&o na etapa inicial da vida, e subsequentes infec¢des
no segundo ou terceiro ano de idade, periodo marcado por infecgbes comuns
na infancia, desencadearia estresse apoptoético e proliferativo para a medula

0ssea, favorecendo o aparecimento de clones leucémicos (Greaves, 2005).

2.4- Epidemiologia Molecular das Leucemias

As anormalidades genéticas sdo freqlientemente encontradas em
células blasticas, sendo que, em criancas, aproximadamente 90% apresentam
anormalidades cromossOmicas, incluindo alteragbes estruturais (mutacdes
pontuais, delecdes, translocacbes) e no numero dos Cromossomos
(hiperdiploidia, haploidia). Essas alteracdes sdo adquiridas com a doenca,
desaparecendo apés a remissao (Greaves, 1999).

Em 1960, Peter C. Nowel e David Hungerford descreveram a primeira
translocacdo t(9:22) que compreende na fusdo do genes BCR (cromossomo
9q) e ABL (cromossomo 22q), presente principalmente na LMC, conhecido
como cromossomo Philadelphia. Este codifica uma proteina com alta atividade
de tirosina quinase que interfere na transducéo de sinais celulares e altera o
metabolismo e a proliferacdo celular, independente dos sinais enviados por
fatores de crescimento. Além de apresentar certa resisténcia a terapias devido
ao bloqueio do mecanismo apoptético (Hamerschlak, 2008).

O prognostico, em geral, pode ser determinado pelos fatores
citogenéticos, pois a deteccdo das alteracdes génicas possibilita a conduta
terapéutica adequada ao paciente (Hamerschlak, 2008; Béné et al., 1999). Na
leucemia mieldide aguda, o caridtipo é fundamental na decisdo da terapéutica
pos-remissdo, e fatores moleculares definem o tratamento em individuos de
caridtipo normal. Na leucemia mieldide cronica, a evolucdo clonal esta
associada a evolucao para a fase blastica. Na leucemia linfoide aguda, fatores
como hiperdiploidia, t (12:21), estdo associados a bom prognéstico, ao passo
que portadores da t (4:11) e t (9:22) sdao considerados com progndstico

desfavoravel (Greaves, 2003).



A hiperdiploidia consiste na presenca de 51 a 65 cromossomos por
célula leucémica e esta associada ao bom progndstico, pois essa célula tem
maior propensao a entrar em apoptose, enquanto que blastos hapléides estédo
relacionados ao mau prognostico (Heerema et al., 2000).

As translocacbes compreendem a quebra da fita dupla de DNA de
cromossomos diferentes e, consequentemente, em recombinacdes ou
justaposicbes de genes normalmente separados, envolvendo principalmente,
0s que codificam fatores de transcricdo, resultando a desregulacdo da
expressdo do oncogene quando associados a elementos envolvidos na
atividade regulatéria. Usualmente, criam-se proteinas quiméricas, com
propriedades alteradas, sugestivamente envolvidas na génese das LLA, visto
que estudos demonstraram que esses eventos podem ocorrer ainda durante a
vida fetal (Greaves, 2005; Greaves, 2003).

Estudos com gémeos idénticos revelaram que a origem da leucemia
decorre de eventos mutagénicos durante vida intra-uterina durante a
hematopoiese fetal (Greaves, 2002; Belson et al.,, 2007), resultante de
exposicoes que alteram a funcdo da DNA Topoisomerase I, enzima
responsavel pelo material genético (Greaves, 2002; Alexander et al., 2001;
Greaves, 1999). Sendo que, o uso de chas para emagrecimento e antibioticos
quinolonas, assim como a exposicdo a benzeno, fendis, flavondides,
quimioterapicos e pesticidas podem inibir a acdo dessa enzima (Alexander et
al., 2001).

Devido ao curto periodo de laténcia das leucemias na infancia, o
mecanismo de leucemogénese é atribuido ao fato do feto em crescimento ou o
recém-nato ser mais sensivel aos efeitos de danos potenciais ao DNA durante
a fase inicial da gestacéo ou no primeiro semestre de vida.

Segundo a hipotese de Greaves (1988), as alteragBes genéticas que
prejudicam a diferenciacdo celular, podem alterar a proliferacdo e a
sobrevivéncia de um clone maligno, principalmente com a exposi¢ao pré-natal
continua a substancias quimicas genotoxicas. A translocacado do MLL pode ser
considerada o primeiro “golpe” e o segundo, os outros efeitos mutagénicos

posteriores, a fim de expandir o clone mutante apds o nascimento.



2.5- O Gene MLL

O gene MLL compreende pelo menos 36 éxons e codifica a proteina
MLL (“Mixed Lineage Leukemia”), de estrutura complexa (3969 aminoacidos),
homologa humana do Trithorax da Drosophila, que € um regulador crucial do
desenvolvimento. Além do dominio homdlogo, apresenta um dominio de
ligacdo ao DNA, sendo responsavel pela regulacdo da expressdo de genes
alvos, dentre os quais o0 HOX, envolvido na regulagcdo da hematopoiese normal
(Emerenciano, 2007; Kritsov et al., 2007; Nakada et al., 2006; Yu et al., 1998).

O MLL atua também como regulador positivo de expressao durante o
desenvolvimento embrionario e hematopoiético inicial génica (Emerenciano et
al., 2007), sendo relevante para o estudo de leucemias na infancia.

As translocagbes no gene MLL s&o encontradas com frequéncia em
leucemias secundarias, apos tratamento quimioterdpico com inibidores da
enzima topoisomerase |l (Nakada et al., 2006; Alexander et al., 2001). Por este
motivo, acredita-se que a exposicdo quimica ainda in utero afetaria o
funcionamento da enzima topo-Il, sugerindo que o curto periodo de laténcia da
doenca estaria associado a alteracao neste gene, visto que 0s rearranjos S&o
mais frequentes em menores de um ano (Emerenciano et al., 2007; Greaves,
2003).

Apresenta fusdo com mais de 30 outros genes, 0 que pode acarretar em
diferentes efeitos na leucemogénese (Emerenciano et al., 2007; Nakada et al.,
2006). Em menores de 1 ano, a alteragdo mais frequente(em mais de 80% dos
casos) é o rearranjo do gene MLL no cromossomo 11923 (Emerenciano et al.,
2007).

Estudos genético-moleculares envolvendo a fusdo génica do MLL
reafirmam a origem intra-uterina das leucemias, onde a mesma sequéncia de
fusdes foi observada em ambos os gémeos idénticos (Greaves et al., 2003).

Outro estudo que ratificou essa hipotese foi desenvolvido pelo grupo de
Greaves, a partir de amostras de sangue coletadas ao nascimento (Guthrie
Card), geralmente utilizadas no diagnéstico de erros inatos do metabolismo.
Nesse estudo (Gale et al., 1997), as amostras de criancas que desenvolveram

a leucemia na primeira infancia foram submetidas a testes moleculares que



evidenciaram o marcador molecular do clone leucémico (rearranjos no MLL)
em baixos niveis, reforcando a idéia de origem fetal.

O rastreamento de corddo umbilical (Mori et al., 2002) conduzido pelo
mesmo pesquisador evidenciou presenca de fusdes génicas caracteristicas das
leucemias (TEL/AML1, MLL/AF4, AML1/ETO), corroborando sua hipotese.

2.6- Exposi¢cdes Ambientais e as Leucemias

Por se tratar de uma doenca com etiologia desconhecida, diversos
estudos tém sido realizados a fim de contribuir para a distingdo dos fatores de
risco ambientais, genéticos e/ou infecciosos. Entre os estudos ja realizados,
algumas investigacbes norte-americanas, asiaticas e européias apontam a
relevancia das exposi¢c0es ambientais na causalidade das leucemias na
infancia (Swaminathan et al., 2008; Wakeford & Little, 20003; Shu et al., 2002).
Dentre as varias causas possiveis estdo: fumaca de exaustdo de carros,
pesticidas, fumaca do cigarro (no caso de pais fumantes), consumo de
medicamentos durante a gravidez, consumo de alcool e drogas durante a
gravidez, contaminacdo quimica da &gua de beber e infec¢cdes (Greaves,
2006).

Estudos recentes tém demonstrado a associacdo positiva entre o alto
peso ao nascer e as leucemias agudas, como é o caso de Koifman & Pombo-
de-Oliveira (2008), cujo risco foi de 1,28 vezes maior para o desenvolvimento
de leucemia quando peso do lactente era superior a 4kg quando comparado
aos lactentes nascidos com peso normal (entre 2500 e 3999g) (Koifman &
Pombo-de-Oliveira, 2008).

A exposicdo a radiagdo ionizante é um fator de risco reconhecidamente
associado a ocorréncia de leucemias, uma vez que estudos com sobreviventes
das bombas atbmicas no Japao apresentaram riscos elevados de leucemia
atribuidos aquela exposicédo (Wakeford & Little, 2003).

Em 1979, um estudo publicado por Wertheimer e Leeper demonstrou
associacdo positiva entre a exposicdo a campos magnéticos de baixa

frequéncia e leucemia em menores de 19 anos (Pelissari et al.,, 2009).



Posteriormente, diferentes tipos de cancer foram relacionados com tal
exposicdo. Em 2002, a Agéncia Internacional de Pesquisa em Cancer,
classificou como possivel carcinbgeno humano os campos magnéticos de
baixa frequéncia (IARC, 2002).

Dentre os solventes organicos, o benzeno foi reconhecido como agente
leucémico (IARC, 1987), mas grande parte dos agentes quimicos se apresenta
como potencial efeito carcinogénico e nao foram classificados, favorecendo sua
exposicao ocupacional e ambiental.

Em relacdo a exposicdo medicamentosa durante a gestacdo, um estudo
caso-controle sugeriu que o uso de vitaminas e suplementos de ferro possa
reduzir o risco de leucemias, enquanto que o uso de anfetaminas e pilulas
dietéticas poderia aumentar o risco de leucemia na infancia (Wen et al., 2002).
Outro estudo caso-controle acerca das exposicdoes maternas durante a
gestacao e as leucemias na infancia, realizado na populagao brasileira, indicou
aumento de 40% no risco para o desenvolvimento das leucemias na infancia
com antecedentes de uso de dipirona no periodo gestacional (Pombo-de-
Oliveira & Koifman, 2006).

No que tange a outras exposi¢cdes quimicas, como é o caso do
tabagismo, ainda existem resultados controversos na literatura. Sabe-se,
entretanto, que o fumo contém diversas substancias carcinogénicas e alguns
destes compostos foram encontrados na placenta, sangue fetal, urina de
recém-natos e leite materno de fumantes, sugerindo o tabagismo como um
comportamento de risco para o desenvolvimento de leucemias na infancia
(Pang et al., 2003).

2.7- Pesticidas

O uso de pesticidas pelos seres humanos foi registrado historicamente
desde aproximadamente 500 a.C., tendo sido primeiramente utilizado o
enxofre. No século XV, mercurio e arsénio passaram a compor os produtos de
combate as pragas (McMichael, 2001). Em 1939, Paul Muller descobriu o DDT



utilizado em escala mundial. Contudo, posteriormente surgiram as primeiras
observacgdes acerca dos efeitos dos pesticidas a saude.

Os efeitos dependem do componente quimico do pesticida, que tem
aumentado em variedade no decorrer dos anos, mas sabe-se que esta
associado ao aumento no risco de desenvolvimento de diversos canceres
dentre os quais o de cérebro, préstata, rins e malignidades hematopoiéticas
(Bassil et al., 2007).

Estudos epidemiolégicos tém demonstrado associacdo positiva entre a
exposicdo a pesticidas e o aumento de neoplasias hematopoiéticas em
criangas, principalmente leucemias e linfomas (Rudant et al., 2007; Pombo-de-
Oliveira & Koifman, 2006; Zahm & Ward, 1998).

A exposicdo a pesticidas pode ocorrer de diversas maneiras durante a
infancia, através da contaminacdo por roupas de trabalhos dos pais, uso
doméstico ou residuos presentes em alimentos, agua, ar e solo (Rudant et al.,
2007; Menegaux et al., 2006). Além da exposi¢cdo durante a vida intra-uterina.
Discute-se a importancia destas fontes no processo de leucemogénese infantil.

Devido ao curto periodo de laténcia da doenca, acredita-se que a
exposicao intra-uterina desempenhe importante papel nesse processo, sendo
corroborado por estudos anteriores (Pombo-de-Oliveira & Koifman, 2006).

A fim de avaliar as fontes de contaminacdo, um estudo francés
comparou o uso de pesticidas entre méaes de crian¢as portadoras de leucemias
e linfomas e maes de controles, encontrando OR superior nas méaes de casos
do que de controles, sendo esta diferenca estatisticamente significativa OR=2,2
(1,8-2,6 IC a 95%). Mesmo tendo realizado a subdivisdo dentre os subtipos
leucémicos, tipos de pesticidas e periodo de exposi¢cdo, 0 estudo encontra
associacOes positivas na maioria dos resultados. Os autores concluem que o
uso doméstico pode desenvolver um papel na etiologia das leucemias e que a
exposicao pré-natal pode constituir uma janela de vulnerabilidade fetal (Rudant
et al., 2007).

Um estudo de meta-andlise (Bassil et al., 2007) apontou que de 23
estudos envolvendo exposicdo a pesticidas e desenvolvimento de leucemias,
apenas 1 apresentou associagcao positiva entre inseticidas e aumento do risco

da doenca na infancia, ressaltando o periodo de exposicdo pré-concepcional,



gestacional e pds-natal, tendo maior relevancia o periodo gestacional (Ma et
al., 2002).

Um estudo caso-controle realizado na populacdo brasileira apontou
associacao positiva entre 0 uso de pesticidas domésticos durante a gestacao e
0 aumento significativo de cerca de 2 vezes no risco de leucemias na infancia
(Pombo-de-Oliveira & Koifman, 2006).

Os achados na literatura reforcam a hipotese que os pesticidas
desempenham papel na leucemogénese infantil. Entretanto, apesar das
evidéncias no aumento do risco, outros estudos devem ser realizados com
intuito de estabelecer associacdes dentre os diversos tipos de pesticidas e os
subtipos leucémicos infantis. Entre os quais, a relacdo da especificidade

quimica dos pesticidas com o desenvolvimento de neoplasias.



3- JUSTIFICATIVA

A leucemia na infancia apresenta variacbes nas suas taxas de
incidéncia. Diferencas que sdo encontradas tanto entre continentes, como € o
caso da Europa, Africa, Asia e Américas, quanto dentro do mesmo pais, no
caso do Brasil, em que as variacbes ocorrem entre as cidades. A percepgéo
dessas variacdes e os fatores nela envolvidos nos levam a especular que os
casos de leucemia contam com uma modificagdo gendmica propria e
especifica, aliada aos fatores ambientais e a ocorréncia de infeccoes.

Devido a constituicdo genética, cada individuo possui uma capacidade
diferente no metabolismo de carcin6genos e, consequentemente, no risco
individual de vir a desenvolver o cancer. O padrdo imuno-molecular, as
informacdes epidemioldgicas e os dados etiopatolégicos consistentes sugerem
gue as leucemias sdo causadas por mecanismos multifatoriais. Por isso, um
diagnostico correto, r4pido e preciso, aliado a classificacdo biologica das
leucemias agudas é fundamental para a orientacao terapéutica.

Em relacdo aos adultos, lactentes e criancas apresentam maior
susceptibilidade a uma variedade de agentes toxicos, por apresentarem um
sistema fisiologico ainda imaturo. Esse estudo também reforcara a importancia
da saude e dos cuidados maternos ainda na gestacdo, no que tange as
exposicdes que podem acarretar no desenvolvimento da leucemia na infancia.

Os genes implicados na leucemogénese podem estar envolvidos na
oncogénese, supressao de tumores, reguladores da transcricdo, apoptose e
diferenciacdo celular. Assim, o estudo dos fatores genéticos contribui para o
preenchimento das lacunas no conhecimento acerca da etiologia da doenca,
somadas a alta incidéncia da leucemia na infancia, o que fomentam o interesse
pela temética.

As consideracdes acima reforcam que os estudos sobre leucemia infantil
sdo os mais indicados para o estudo das exposicbfes ambientais, visto que
essas neoplasias possuem um periodo de laténcia curto da doenca,
possibilitando estudos com foco na exposigcdo materna a pesticidas durante o
periodo gestacional, que pode estar associada a alteragcbes genéticas intra-

uterinas.



4- OBJETIVOS

4.1- Objetivo Geral

Avaliar o efeito da exposicdo a fatores ambientais selecionados, fatores
genéticos e exposicao materna a pesticidas e o desenvolvimento de leucemias

agudas em lactentes na populacdo brasileira no periodo de 1991 a 2007.

4.2- Objetivos Especificos

v Explorar as relagbes de fatores ambientais, genéticos, socio-econdmicos
e clinicos no processo de desenvolvimento da leucemia em lactentes;

v Descrever a distribuicao da frequéncia da fusdao do gene MLL (Mixed
Lineage Leukemia) em lactentes portadores de leucemias infantis e
controles;

v' Determinar a magnitude de associacao entre a exposicdo materna a
pesticidas durante o periodo pré-concepcional, gestacional e durante a
lactacdo, segundo fusdo do gene MLL e o desenvolvimento de

leucemias em lactentes.
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5.1 - RESUMO

Objetivos: O objetivo do presente estudo foi explorar as relacdes inaparentes
que diversos fatores relativos as exposicdes ambientais e caracteristicas
individuais existentes em nosSsO meio, possam ter no processo de
desenvolvimento da leucemia na infancia.

Método: A partir de um banco de dados clinicos e epidemioldgicos obtido com
estudo caso-controle de base hospitalar sobre fatores de risco para leucemias
na infancia, foi realizada analise multivariada exploratéria por meio do emprego
de andlise de componentes principais e analise fatorial. Esta investigacdo é
parte de um estudo multicéntrico nacional que incluiu 292 casos de leucemias
em criancas com idade entre 0-12 anos e 541 controles da mesma faixa etéria,
hospitalizados por causas ndo neoplasicas em hospitais gerais préximos aos
centros de origem dos casos. As informacdes de exposicdes ambientais
selecionadas foram obtidas por meio de entrevista realizadas com maes de
casos e controles atavés do questionario padronizado. A andlise de
componentes principais e a analise fatorial identificaram fatores associados a
leucemogénese, procedendo-se em seguida a modelagem logistica nao
condicional. Este processo permitiu determinar a magnitude de associacéo
entre os fatores identificados com o desenvolvimento de leucemias na infancia.

Resultados: O modelo com maior poder explicativo da variancia observada
nos dados analisados foi da ordem de 52%, apresentando trés fatores
considerados mais adequados na predicdo da leucemogénese na infancia,
cada um dos quais incluindo variaveis com cargas fatoriais maiores que 0,6:
fator “condi¢gBes relacionadas a exposicfes quimicas na gestacdo”, o qual
explicou 20% da variancia final e incluiu as variaveis exposicdo a pesticidas,
exposicdo a solventes e exposi¢cao a tintas na gravidez; fator “habitos de vida
durante a gestacéo”, tendo explicado 17% da variancia, e incluindo exposicéo
a tinturas de cabelo e cosméticos para alisamento; e fator “consumo de
servicos de saude durante a gestacdo”, explicando 15% da variancia e
incluindo as variaveis tipo de parto (cesariana ou parto normal) e uso de
radiografia na gestacdo. Na analise de regressao logistica, foi encontrada
associacao estatisticamente significativa entre o desenvolvimento de leucemias
na infancia e antecedentes de exposicdo quimica materna durante a gestacao
(OR=1,36; 95% 1C=1,16-1,59), e consumo de servicos de saude durante a
gestacdo (OR=1,27; 95%IC =1,08-1,49).

Concluséo: Os resultados encontrados neste estudo com dados nacionais s&o
sugestivos quanto a contribuicdo conjunta das exposi¢cdes ambientais, e nao
apenas individualizadas, no desenvolvimento das leucemias na infancia. Em
conjunto, sado apoiados pelas evidéncias na literatura de que o processo de
carcinogénese em geral, e da leucemogénese em particular, resultem de
efeitos de multiplas mutacdes relacionadas a exposi¢cdes ambientais conjuntas.

Palavras -chave : leucemia; infancia; exposicbes ambientais; analise fatorial,
regressao logistica.



ENVIRONMENTAL EXPOSURES AND CHILDHOOD LEUKEMIA:
AN EXPLORATORY ANALYSIS IN BRAZIL

5.2 - ABSTRACT

Objectives: The aim of this study was to explore the unapparent relationships
that several factors related to environmental exposures and individual
characteristics existing in our environment may have on the process of
developing childhood leukemia.

Methodology: From a database of clinical and epidemiological data obtained
from case-control study of hospital based on risk factors for childhood leukemia,
exploratory multivariate analysis was performed the principal component and
factor analysis. This investigation is part of a national multicenter study that
included 292 cases of leukemia in children aged 0-12 years and 541 controls of
similar age, centers of origin of cases and hospitalized for non-neoplastic
causes. The information of selected environmental exposures was obtained
through interviews with mothers of cases and controls tied to a standardized
questionnaire.

Results: The principal component analysis and factor analysis identified factors
associated with leukemogenesis. Further, an unconditional logistic regression
was carried out aiming to ascertain the magnitude of association between the
selected factors, and their composing variables, with childhood leukemia. The
model displaying the highest power explained 52% of the total variance,
including 3 factors, each one of the showing factors loadings higher than 0.6:
“conditions related to chemical exposure during pregnancy”, which explained
20% of the variance; “ lifestyle exposures”, such as smoking and hair dyes and
hair cosmetics use during pregnancy, explaining 17% of the total variance; and
“consumption of health services during pregnancy”, such as X rays and delivery
type (cesarean or vaginal delivery), explaining 15% of the total variance.
Logistic modeling revealed statistically significant association between
childhood leukemia and chemical exposure during pregnancy (OR=1.36; 95%
IC=1.16-1.59), and also with consumption of health services during pregnancy
(OR=1.27; 95%IC =1.08-1.49).

Conclusion: The observed results are suggestive of the contribution of
environmental exposures to childhood leukemia development, not just
individually, which has been supported by the literature according to
carcinogenesis in general, and to leukemogenesis in particular, as resulting
from several mutations triggered by joint environmental exposures.

Key-words : leukemia; childhood; environmental exposures; factor analysis;
logistic regression.



5.3 — INTRODUCAO

As leucemias da infancia (criancas com idade inferior ou igual a 5 anos)
constituem um grupo heterogéneo de doencas, tanto no que diz respeito as
expressdes imunofenotipicas e morfoldgicas, quanto a seus mecanismos
etiolégicos. Embora constituam uma doenca rara, a incidéncia da leucemia
aguda corresponde a cerca de 30% dos diagnosticos de cancer pediatricos,
sendo mais comum em menores de 15 anos (Linet et al., 1999; Braga et al.,
2002; Pui et al., 2003). No que tange a taxa de mortalidade, observa-se um
decréscimo desde a década de 70 em paises desenvolvidos (La Vecchia et al.,
1998).

Apresentam-se em duas categorias biologicamente distintas: leucemia
aguda linfoide (LLA) e mieloide (LMA). Os subgrupos de LLA sdo 0s mais
frequentes correspondendo a 75% dos casos leucémicos pediatricos. Sendo a
incidéncia mais elevada na faixa entre 2 e 5 anos (Bhatia et al., 2000; Belson et
al., 2007), enquanto a LMA nao apresenta nenhuma associacdo com esta faixa
etaria.

A doenca consiste em uma desordem do sistema hematopoiético
decorrente de uma ou mais mutacdes que resultam num processo multifatorial
por meio da combinacao de fatores genéticos, ambientais e de susceptibilidade
individual (Pombo-de-Oliveira et al., 1986; Perera, 1996; Hunger et al., 1998;
Bhatia et al, 2000; Labuda et al., 2002; Belson et al.,, 2007; Hamerschlak,
2008).

Além do acumulo de alteracbes na estrutura ou expressdo de certos
genes vitais — devido a mutacdes, translocacdes, perdas cromossOémicas e
recombina¢des somaticas — outros fatores podem influenciar a susceptibilidade
individual como os genes de alto e baixo risco, grupo étnico, idade, sexo,
fatores nutricionais e de saude (Perera, 1996).

Um estudo publicado por Kinlen (1988) levantava a hipotese de que os
deslocamentos populacionais ocorridos na Escécia com a imigracdo de
trabalhadores de outros paises, introduzindo a circulacdo de novos agentes
bioldgicos, poderiam estar associados com a ascensdo da taxa de incidéncia

da leucemia infantil (Kinlen, 1995). As observa¢cfes do estudo fomentaram a
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proposta de que alguns subtipos leucémicos possam resultar de infeccdes
comuns.

No mesmo ano, Greaves adapta a teoria de “dois golpes” de Knudson,
propondo que mutacbes aleatérias ocorreriam ainda na fase fetal e que a
auséncia de agentes infecciosos na primeira infancia e, subsequentes
infecgOes tardias causariam desregulacéo na resposta imune, constituindo um
segundo evento, proliferando um clone leucémico latente (Greaves, 1999).

Assim, diversas exposi¢cdes durante o periodo gestacional poderiam
desencadear mutacdes intra-uterinas, acrescidas de uma exposi¢cao pés-natal
(segundo golpe), resultando nas leucemias na infancia.

Desde entdo, fatores tém sido apontados como responsaveis pelo
processo de leucemogénese. Dentre estes, destacam-se a exposicdo a
substancias quimicas (IARC, 1987; Pombo-de-Oliveira & Koifman, 2006),
radiacOes ionizantes e né&o-ionizantes (Belson et al., 2007; Shu et al., 2002;
Wakerford et al., 2003; Wertheimer & Leeper, 1979; Infante-Rivard et al., 2003),
infeccbes (Kinlen, 1995; McNally et al.,, 2004; Dickinson, 2005) e outros
agentes que possam estar associados aos polimorfismos e fusdes génicas.

No Brasil, de acordo com dados do Registro de Céancer de Base
Populacional (RCBP), as taxas de incidéncia de leucemia na infancia diferem
entre as faixas etéarias, os estados brasileiros e por sexo, sendo maior no sexo
masculino em quase todas as localidades. As taxas médias de incidéncia
ajustadas por idade variaram no periodo de 1996 a 2000 entre 0,33/100.000
em Joao Pessoa e 2,13/100.000 em Sé&o Paulo, para o sexo feminino e
1,11/100.00 em Joé&o Pessoa e 3,19/100.000 em Natal, para o sexo masculino
(Reis et al., 2007).

Entretanto, sdo poucos os estudos no Brasil que focalizam a natureza
dos fatores etioldgicos envolvidos na génese das leucemias pediatricas no
pais. Este estudo foi realizado com o objetivo de explorar as relagdes
inaparentes que diversas condicdes relacionadas a exposi¢cdes ambientais e
caracteristicas individuais existentes em nosso meio possam ter no processo

de desenvolvimento das leucemias na infancia na populacao brasileira.



21

5.4 - METODOLOGIA

5.4.1 — Desenho e Populacéo de Estudo

Esta investigacdo faz parte de um estudo multicéntrico intitulado “Estudo
Multi-institucional das Leucemias Infantis: Contribuicdo dos Marcadores Imuno-
moleculares na Distingéo de Diferentes Fatores Etiopatogénicos” que tem como
foco investigar os mecanismos patogénicos das leucemias agudas da infancia
no Brasil.

Trata-se de um estudo caso-controle de base hospitalar, no qual os
casos de leucemia na infancia foram pareados por frequéncia de idade e local
de residéncia com os controles. Entre 1991 e 2007, 695 casos foram
diagnosticados como leucemias agudas confirmados pelos métodos
morfolégicos, imunofenotipicos e citogenético-molecular. Destes, as
investigagoes foram realizadas com leucemias em lactentes (idade inferior a 24
meses) e leucemias em criangas na faixa etaria entre 2 e 12 anos. Sendo os
dados analisados obtidos das entrevistas realizadas com 292 méaes de casos
de leucemia e 541 maes de controles, constituindo a populacdo analisada
neste estudo (n=833).

Figura 1 — Mapa com distribuicdo dos centros diagnosticos participantes no Brasil.

[ Estados participantes do estudo
[] Demais estados
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Os 541 controles aqui analisados foram selecionados nos hospitais
gerais préximos aos centros de origem dos casos (Figura 1), pertencentes ao
mesmo estrato de idade e em tratamento para outras doencas ndo malignas.
As criancas selecionadas como controles apresentaram antecedentes de
hospitalizagdo por diversas patologias com a finalidade de reduzir-se a
ocorréncia de possivel viés de selecdo, e todas apresentando quadro de
gravidade, com o intuito de reduzir a possivel introducdo de viés de memdria
relativa as informacdes coletadas, referentes aos fatores de riscos em
leucemias pediatricas.

Os diagnésticos clinicos dos controles incluidos foram: diarréia,
desnutricdo, gastroenterites, asma, bronquite, pneumonia, arritmias,
cardiopatias congénitas, hemangiomas, anemias ferroprivas e hemoliticas,
crises convulsivas, toxoplasmose e calazar. Foram excluidos controles com
diagnostico de ma formacdo congénita, portadores de SIDA (Sindrome da
Imunodeficiéncia Adquirida) e tumores malignos ou benignos devido a possivel
influéncia ambiental na formacéo de quaisquer tumores.

Os critérios de exclusédo para a participacdo do estudo foram criancas
com pais adotivos, mées bioldgicas ndo localizadas ou criancas cujas méaes
biolégicas recusaram o convite a participagdo do estudo. Criancas portadoras

de mielodisplasias ou Sindrome de Down também foram excluidas do estudo.

5.4.2 — Coleta de dados

A coleta dos dados foi por meio de entrevistas (face-a-face) com as
maes de casos e controles, mediante o emprego de questionario padronizado e
especificamente desenhado para obter informacées sobre exposicoes
ambientais potencialmente associadas ao processo de leucemogénese. Foram
coletadas informacdes sobre o perfil socioecondmico da familia, sobre a sua
histéria ocupacional e a do pai, assim como o0s habitos de vida e de saude de
ambos, exposi¢cdes durante a gestagdo, tais como o uso de medicamentos e
substancias psicoativas, exposicdo materna a pesticidas, herbicidas e
inseticidas, e obtidas informacdes sobre os respectivos produtos da gestacdo

ao nascimento.
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5.4.3 — Variaveis do Estudo

As caracteristicas socio-demograficas familiares foram obtidas a partir
dos relatos maternos quanto as variaveis: sexo, cor da pele (em brancos e néo
brancos), idade da crianca no momento da entrevista ou no diagnostico, peso
ao nascer (g), comprimento ao nascimento (cm), idade materna e paterna, e
renda familiar (saldrio minimo de referéncia o periodo de confeccdo do
questionario). Os dados pertinentes ao consumo dos servicos de saude
materna foram coletados por meio das variaveis: tipo de parto (normal ou
ceséria); tipo de anestesia (raquidiana, peridural ou geral), realizacdo de
transfusdo sanguinea, ultrassonografia, e radiografia.

As caracteristicas relacionadas ao histérico gestacional foram obtidas
relativamente ao acompanhamento pré-natal, ocorréncia de abortos prévios
(variavel dicotdmica), partos gemelares (variavel dicotdmica), aleitamento
materno (uso ou ndo desta pratica e periodo em meses); uso de farmacos
durante a gestacdo (uso ou nado fez uso); e diagndsticos na gestacdo de
anemia, hipertensdo arterial, infeccdo urinaria ou ginecologica (presenca ou
auséncia).

Os hébitos de vida dos pais foram coletados a partir das seguintes
variaveis: consumo de drogas ilicitas durante a gestacao (uso ou nao fez uso),
consumo materno de fumo e alcool na gestacdo (uso ou nao fez uso no
periodo pré-concepcional, 1° 2° e 3° trimestre da gestacdo e durante a
lactacdo, quantidade e frequéncia de exposi¢cao), e tintura de cabelo e/ou
alisamento materno 3 meses antes e durante a gestacdo e/ou amamentacao
(uso ou nédo, idem em relacdo a tintura de cabelo e/ou alisamento paterno 3
meses antes da gestacao).

Foram consideradas exposi¢cbes ambientais ou ocupacionais o contato
materno ao menos uma vez nos 3 meses antes, durante a gestacdo e/ou
amamentacao. Tais exposi¢cdes englobam exposicdes a pesticidas, herbicidas
e/ou inseticidas; a poeiras (poeiras metalicas, areia, cimento, concreto,
madeira, carvao, fuligem, algodéao, la e/ou fibra de vidro); a motores (motores
ou maquinas movidas a gasolina, diesel, alcool, combustiveis, coque, carvao,

plastico, madeira e/ou outros); a o6leos (lubrificantes, fluido de corte, 6leo
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mineral e/ou outros); a solventes (desengraxantes, aguarraz, tricloroetileno,
percloroetileno e/ou outros); a tintas; a outras substancias quimicas (creosoto,
asfalto ou betume, acido cloridrico ou sulftrico, colas e/ou outros).

Os antecedentes de historia familiar de cancer (qualquer tipo de cancer),
0 uso de chupetas pela crianca (uso ou nao fez uso) e o relato sobre a
presenca de fumantes na residéncia (a0 menos um morador tabagista durante

a gestacéao) foram igualmente determinados.

5.4.4 — Analise Estatistica

Para o estudo das relacdes inaparentes associadas a ocorréncia de
leucemia na infancia, foram utilizadas a analise de componentes principais e a
analise fatorial exploratéria. O objetivo da analise fatorial é definir o
relacionamento entre as variaveis de modo simples, utilizando menor nimero
de variaveis que o nuamero original, reduzindo a dimensionalidade de um
conjunto de variaveis utilizando suas intercorrelagcbes. Em outras palavras,
procura-se observar um conjunto de variaveis nao observaveis a partir de um
conjunto de variaveis observaveis (Mingoti, 2005; Marchioni et al, 2005). Neste
estudo, o conjunto de informacgdes obtidas foi reduzido para 62 variaveis que
foram empregadas na analise.

Os testes Kaiser-Meyer-Olkin (KMO) e Bartlett foram usados para avaliar
a adequacdo do emprego da andlise fatorial considerando-se o conjunto de
dados analisados (Hair et al, 1998). O KMO é considerado adequado quando
superior a 0,5 e Bartlett com a rejeicdo da hipdtese nula.

A carga fatorial considerada foi acima de 0,3 para contribuir
significativamente para o fator, apés a rotacao ortogonal pelo método varimax.
Com o intuito de verificar a associacdo de cada fator com a presenca de
leucemia infantil foi utilizado o modelo de regressao logistica ndo condicional,
sendo obtidas as razdes de chance (odds ratios, OR) com 0s respectivos
intervalos de confianca de 95% (Hosmer & Lemeshow, 1989).

As analises estatisticas foram realizadas pelo Statistical Package for
Social Science (SPSS) verséo 17.0.
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5.5 - RESULTADOS

As analises de componentes principais e fatorial foram realizadas no
conjunto de casos e controles, observando-se teste de KMO de 0,75 e o teste
de esfericidade de Bartlett estatisticamente significativo (p-valor < 0,0001). A
analise de componentes principais revelou que 49% do total da variancia do
modelo foi explicada por quatro fatores, sendo estes identificados a partir dos
critérios de Kaiser e Eigeinvalue (Tabela 1).

A rotacdo varimax apresentou cargas fatoriais mais elevadas no primeiro
fator constituido pelas variaveis relato de tabagismo materno durante a
gestacdo, periodo da gestacdo onde ocorreu o consumo de fumo (1°, 2° e/ou 3°
trimestre da gestacao); e residir com fumantes durante a gestacdo. Devido a
natureza das variaveis compondo este fator, o qual explicou 21% da variancia
dos dados, ele foi denominado condi¢cdes associadas ao habito de fumar na
gravidez.

O segundo fator, responsavel por 11,4% da variancia, foi composto
pelas variaveis exposicdo materna a pesticidas, inseticidas e herbicidas;
poeiras (metdlicas, areia, cimento, concreto, madeira, carvao, fuligem, algodéo,
|& e/ou fibra de vidro); 6leos (lubrificantes, fluido de corte, mineral e/ou outros);
motores (ou maquinas movidas a gasolina, diesel, alcool, combustiveis, coque,
carvao, plastico, madeira e/ou outros); solventes (e desengraxantes, aguarraz,
tricloroetileno, percloroetileno e/ou outros); tintas; e outras substancias
qguimicas (creosoto, asfalto ou betume, acido cloridrico ou sulfarico, colas e/ou
outros), recebendo o nome de exposi¢cao ambiental e ocupacional materna na
gestacéao.

O terceiro fator contabilizou 9,0% da variancia e incluiu as variaveis tipo
de parto (vaginal ou cesareo) e realizacdo de anestesia no parto, sendo
denominado de assisténcia obstétrica.

O quarto fator incluido no modelo, composto pela realizacdo de exames
radiolégico e ultrassonografico, uso de drogas pela mée e tingimento capilar
materno e paterno, foi denominado como habitos de vida e acesso a servi¢os

de saude contribuindo com 7,0% da variancia do modelo.



26

O passo seguinte consistiu na realizagdo da mesma analise
separadamente para casos e controles. Nos casos de leucemia, o teste KMO
observado foi também de 0,75, considerado adequado para andlise fatorial e o
de Bartlett, estatisticamente significativo (p-valor < 0,0001). Foram identificados
trés fatores que explicaram 50% da variancia do conjunto de dados.

Assim como na andlise do conjunto de dados, o primeiro fator foi
denominado condi¢bes associadas ao habito de fumar na gravidez devido a
sua composicdo similar anteriormente mencionada, sendo explicativo de 27%
do total da variancia. O segundo fator foi caracterizado pela exposicdo materna
a poeiras, 0leos, motores, solventes, tintas e outras substancias quimicas,
tendo explicado 14% da variancia e sendo denominado de condicbes
associadas a exposicado ambiental e ocupacional materna na gestacao.

O terceiro fator contabilizou 9,0% da variancia e foi constituido pelo
exame radiologico e ultrassonografico, anestesia e tingimento capilar materno,
tendo sido denominado como héabitos de vida e acesso a servigos de saude.

Na analise fatorial realizada com os controles, o teste KMO observado
foi de 0,79 e o de Bartlett, também estatisticamente significativo (p-valor <
0,000). O modelo mais explicativo, contabilizando 55% da variancia, foi
formado por dois fatores a partir dos critérios mencionados anteriormente.

O primeiro foi intitulado condicbes associadas ao habito de fumar na
gravidez e explicou 35% da variancia do conjunto de dados e contemplou as
seguintes variaveis originais: fumo durante a gestacdo e o consumo de fumo no
1°, 2° e 3° trimestre.

O segundo fator, responsavel por 20% da variancia, foi composto pela
exposicdo materna a pesticidas, inseticidas e herbicidas; poeiras; 6leos;
motores; solventes; tintas; e outras substancias quimicas, recebendo o nome
de exposicdo ambiental e ocupacional materna na gestacao.

Tendo o intuito de determinar a magnitude de associacdo entre 0s
fatores selecionados e a ocorréncia de leucemias na infancia, os escores
obtidos com a andlise fatorial para o conjunto de participantes (casos e
controles) foram entdo empregados na modelagem com regresséo logistica. As
razdes de chance e respectivos intervalos de confianca sdo apresentados no

modelo inicial na Tabela 2. Por ndo ter sido encontrados diferencas importantes
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(superiores a 10%), optamos por utilizar as OR brutas em detrimento as
ajustadas.

Os resultados da analise fatorial sugeriram que os fatores obtidos
caracterizavam razoavelmente a amostra analisada (cerca de 50% da variancia
explicada). Em cada fator foi realizada a andlise univariada, sendo incluidas no
modelo multivariado as que apresentaram p-valor inferior a 0,20. Tanto no fator
1 (fumo em cada trimestre da gravidez) quanto no fator 3 (parto vaginal ou
cesareo e realizacdo de anestesia), as variaveis eram bastante correlacionadas
e adotou-se a maior magnitude da carga fatorial de cada uma daquelas
variaveis como critério de selecdo para a modelagem multivariada,
sumarizando assim o fator nas quais se incluiam. Foram incluidas entdo, o
consumo de fumo no 2° trimestre (carga fatorial = 0,982) e parto (carga
fatorial= 0,903).

Por apresentar variaveis de naturezas diferentes, todas aquelas
integrantes dos fatores 2 e 4 foram eleitas para andlise univariada, totalizando
14 variaveis. Dentre estas, apenas 7 (0 consumo de fumo no 2° trimestre da
gravidez; contato materno durante a gestacdo com pesticidas, solventes, tintas;
radiografia; parto; e tingimento capilar materno durante a gestagao)
apresentaram p-valor abaixo de 0,20 na analise univariada, sendo incluidas no
modelo multivariado.

Em seguida, foi realizada nova analise fatorial com as variaveis
supracitadas e o modelo mais explicativo (52% da variancia) constituido por
trés fatores. O teste de KMO observado foi de 0,55 e o teste de esfericidade de
Bartlett estatisticamente significativo (p< 0,0001) (Tabela 3).

A Tabela 3 apresenta as cargas fatoriais apés a rotacao varimax, sendo
o primeiro fator constituido das seguintes variaveis: contato materno durante a
gestacdo com pesticidas, contato materno durante a gestagdo com solventes e
contato materno durante a gestacao com tintas, explicando 19,7% da variancia
do modelo, sendo denominado, assim, exposi¢cdo quimica materna durante a
gestacao.

O segundo fator, responsavel por 17% da variancia, composto pelo
consumo de fumo no 2° trimestre e tingimento capilar materno durante a

gestacdo, foi designado habitos de vida durante a gestacao.
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O terceiro fator contabilizou 15% da variancia e contemplou as variaveis
radiografia e parto, sendo intitulado por consumo de servi¢cos de saude durante
a gestacdo. Os componentes apds a rotagdo varimax estdo representados na
figura 2.

Apés a realizacdo da andlise fatorial final (Figura 2), procedeu-se 0 novo
processo de modelagem com regressao logistica, sendo as razées de chance
entre os fatores identificados nesta etapa e a ocorréncia de leucemias na
infancia apresentados na Tabela 2. Foram observadas associacdes
estatisticamente significativas entre o desenvolvimento de leucemias na
infancia e as condicdes relacionadas ao fator denominado exposicdo quimica
materna durante a gestacdo (OR=1,35, 95% IC 1,16-1,58), bem como com as
condi¢gBes relacionadas ao fator consumo de servicos de saude durante a
gestacdo (OR=1,27, 95% IC 1,08-1,48). Optamos pelas razbes de chance
brutas, visto que ndo se observou diferengcas importantes em comparacao as

OR ajustadas.

5.6 — DISCUSSAO

O modelo multivariado fatorial foi adotado neste processo, uma vez que
possibilita a identificacdo de relacdes latentes entre um grande numero de
variaveis analisadas, possibilitando assim, a sintese de informag¢des em um
conjunto menor de fatores e a formulagcdo de novas perguntas de pesquisa
e/ou a confirmacédo de concepcdes causais pré-existentes (Hair et al., 1998;
Mingoti, 2005).

O emprego desta técnica permitiu a obtencdo de um modelo explicativo
de 49% da variancia observada dos dados quando o método foi aplicado no
conjunto de casos e controles. A andlise das cargas fatoriais apontou o0 peso
das condicbes relacionadas ao tabagismo, exposicbes ambientais e
ocupacionais, parto e puerpério, e habitos de vida e acesso a servigos de
saude.

Os resultados encontrados foram similares tanto na analise para o

conjunto de participantes (casos e controles), quanto naquelas realizadas
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separadamente para cada um destes grupos, 0 que sugere uma consisténcia
dos dados em relacdo a proveniéncia de ambos a partir de uma mesma
populacao de estudo.

Apos a identificacdo destes fatores, realizou-se modelagem
multivariada, por meio da regressao logistica ndo condicional, a fim de se
confirmar sua contribuicdo na predicdo da ocorréncia de leucemia na infancia.
Os resultados obtidos, entretanto, ndo revelaram uma contribuigdo substancial
dos fatores neste sentido (Tabela 2, modelo inicial). Em processo de
aperfeicoamento do modelo inicial obtido, se procedeu a sua reformulacéo,
procurando incluir numa segunda etapa aquelas variaveis que isoladamente
apresentavam maior significancia estatistica.

Com este subconjunto de variaveis, realizaram-se novas analises
multivariadas (componentes principais, fatorial exploratéria e regressao
logistica), as quais conduziram a identificacdo de fatores considerados mais
adequados na predicao das leucemias na infancia.

Os resultados encontrados na presente investigacdo sao apoiados por
relatos de outros estudos, 0s quais mencionam as possiveis contribuicbes das
exposi¢cées quimicas na gravidez, habitos de vida e consumo de servigos de
saude durante a gestacao, todas estas de relevancia para a saude do recém-
nascido bem como no processo de carcinogénese (IARC, 1987; Pombo-de-
Oliveira & Koifman, 2006; Shu et al., 2002; Infante-Rivard et al., 2003; Kinlen,
1995; McNally et al., 2004; Wen et al., 2002; Pang et al., 2003; Rudant et al.,
2007). Neste sentido, os resultados apresentados nesta investigacao reiteram a
contribuicdo das exposicdes ambientais analisadas de forma conjunta, e néo
apenas individualizada, no desenvolvimento das leucemias na infancia.

Entre os estudos ja realizados, algumas investigacbes norte-
americanas, asiaticas e européias apontam a relevancia das exposicoes
ambientais na causalidade das leucemias na infancia (Pelissari et al., 2009;
Swaminathan et al., 2008; Coebergh et al., 2006). Considerando a literatura
sobre a exposi¢cdo a substancias quimicas, o benzeno foi reconhecido como
agente leucémico (IARC, 1987), o que ndo ocorreu, entretanto, com grande

parte dos agentes quimicos. Neste sentido, ao n&o identificar-se um potencial
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efeito carcinogénico, a exposicao ocupacional e ambiental a estas substancias
qguimicas persiste.

Em relacdo a exposicdo as substancias quimicas contidas nas tinturas
de cabelo, alguns estudos apontam o aumento no risco para cancer de mama
em mulheres acima de 50 anos com estes antecedentes (Shore et al., 1979).
Entretanto, uma investigacdo de meta-andlise realizada para determinar a
associagcao entre este tipo de exposicdao em ambiente ndo ocupacional e o
desenvolvimento de neoplasias em diferentes localizacbes anatbmicas,
concluiu quanto a inexisténcia de elevagdo no risco de desenvolvimento de
cancer de bexiga (10 estudos), cancer de mama (14 estudos) e neoplasias
hematolégicas (40 estudos) (Takkouche et al., 2005).

Em relacdo a exposicdo medicamentosa durante a gestacdo, um estudo
caso-controle sugeriu que o uso de vitaminas e suplementos de ferro possa
reduzir o risco de leucemias, enquanto que o uso de anfetaminas e pilulas
dietéticas poderia aumentar o risco de leucemia na infancia (Wen et al., 2005).
Outro estudo caso-controle acerca das exposicdoes maternas durante a
gestacao e as leucemias na infancia, realizado na populacéo brasileira, indicou
aumento de 40% no risco para o desenvolvimento das leucemias na infancia
com antecedentes de uso de dipirona no periodo gestacional (Pombo-de-
Oliveira & Koifman, 2006).

Este mesmo estudo apontou associacdo positiva entre 0 uso de
pesticidas domésticos durante a gestacéo e discreta elevacdo estatisticamente
significativa (18%) no risco de leucemias na infancia. Em apoio a estas
observacdes, um estudo realizado na Franca comparou o uso de pesticidas
entre maes de criancas portadoras de leucemias e linfomas e maes de
controles, encontrando razdo de chances mais elevada nas mées de casos do
gue nas dos controles, OR=2,2 (95% IC 1,8-2,6). Mesmo tendo realizado a
estratificacdo segundo subtipos leucémicos, tipos de pesticidas e periodo de
exposicado, o estudo encontrou associacdes positivas na maior parte das
comparagdes. Os autores concluem que o uso doméstico de pesticidas possa
contribuir para a etiologia das leucemias, e que a exposi¢do pré-natal poderia
constituir uma janela de vulnerabilidade fetal para o desenvolvimento de

neoplasias hematologicas (Rudant et al., 2007).
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No que tange a outras exposi¢cdes quimicas, como € o caso daquelas
decorrentes do tabagismo, ainda existem resultados controversos na literatura.
Sabe-se, entretanto, que o fumo contém diversas substancias carcinogénicas e
alguns destes compostos foram encontrados na placenta, sangue fetal, urina
de recém-natos e leite materno de fumantes, sugerindo o tabagismo como um
comportamento de risco para o desenvolvimento de leucemias na infancia
(Pang et al., 2003).

Os resultados da presente investigacdo sugerem que as condicdes
relacionadas a atencéo a saude, incluindo a radiacédo ionizante, possam estar
associadas a leucemogénese. A exposicao a radiacdo ionizante € um fator de
risco reconhecidamente associado a ocorréncia de leucemias, uma vez que
estudos com sobreviventes das bombas atébmicas no Japdo apresentaram
riscos elevados de leucemia atribuidos aquela exposicdo (Wakeford et al.,
2003).

Em relagcdo a radiagdo n&o-ionizante, um estudo publicado por
Wertheimer e Leeper (1979), sugeriu associacao positiva entre a exposicao a
campos magnéticos de baixa frequéncia e leucemia em menores de 19 anos
(Wertheimer & Leeper, 1979). Posteriormente, diferentes investigacoes foram
realizadas para analisar tal associacdo, com resultados controversos.
Entretanto, € relativamente aceito na literatura que criancas expostas a campos
magnéticos da ordem de 4,0 mG ou mais, apresentam riscos elevados de
desenvolverem leucemia (Kheifets et al., 2006). Desde 2002, os campos
eletromagnéticos de baixa fequéncia sao classificados pela Agéncia
Internacional de Pesquisa em Cancer da OMS (IARC/WHO), como possivel
carcinogeno humano (Kheifets et al., 2006). No presente estudo, os resultados
obtidos com a metodologia multivariada adotada (analise de componentes
principais) ndo incluiram a exposicdo a radiagdo ndo ionizante durante a
gravidez e no periodo pos-natal em decorréncia dos parametros de sua
correlacéo estatistica com as demais variaveis analisadas.

Devido a heterogeneidade no perfil genético, existem padrbes distintos
relacionados a capacidade individual de metabolizacdo de carcindgenos, e
consequentemente, na suscetibilidade individual de virem a desenvolver uma

neoplasia (Pombo-de-Oliveira et al., 1986; Perera, 1996; Hunger et al., 1998;
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Bhatia et al., 2000; Labuda et al., 2002; Greaves, 2002). Dessa forma, além
das exposicOes intra-uterinas e apdés o nascimento, diversos fatores podem
estar envolvidos no processo de leucemogénese na infancia.

A multiplicidade de causas associadas ao desenvolvimento das
leucemias pediatricas aponta para a importancia de se utilizar um modelo que
combine os varios fatores relacionados ao desenvolvimento da doenca, e que
possibilite evidenciar as diferencas entre estes. A utilizacdo de medidas
multidimensionais que possam resumir informacdes dentro de um numero
limitado de grupos € necessaria para delinear panoramas de salude para esta
populacdo. O meétodo utilizado permitiu sintetizar um grande ndamero de
variaveis em um quantitativo reduzido de distintos grupos, consistentes com a
literatura, e possibilitando assim, a validacdo dos resultados obtidos. Além
disso, permitiu verificar como os padroes de exposicdo materna durante a
gravidez, tais como as condi¢cdes relacionadas a exposicdo a diversas
substancias quimicas, condi¢cdes relacionadas a habitos de vida naquele
periodo, e condicdes relacionadas a atencdo obstétrica se agrupam nesses
individuos, podendo associar-se ao desenvolvimento de leucemias pediatricas.

Quanto as limitacbes do estudo, a auséncia de estudos similares no
Brasil e em outros paises relativamente ao emprego da metodologia
multivariada adotada, dificultou a realizacdo de comparacbes com o0s
resultados encontrados na presente investigacao. Em relacédo aos pontos fortes
deste trabalho, destaca-se o fato de que este estudo analisou um banco de
dados de abrangéncia nacional, tendo como objeto de estudo as leucemias na
infancia. Os resultados obtidos permitiram analisar conjuntamente diversos
fatores associados a leucemogénese infantil, ao invés da analise tradicional da
busca de associagcbes de natureza causal com varidveis isoladas.
Adicionalmente, os resultados encontrados sdo sugestivos quanto a sua
consisténcia e plausibilidade biolégica, uma vez que os fatores obtidos por
meio da metodologia adotada (analise de componentes principais e analise
fatorial) incluem varidveis descritas na literatura como associadas a
leucemogénse na infancia.

Os estudos futuros deveriam privilegiar a incorporacdo deste tipo de

analise, incluindo caracteristicas genéticas das maes e criancas
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potencialmente indicativas dos mecanismos de suceptibilidadee individual no
processo de carcinogénese. A definicAo de padrdes de exposicdo materna
durante a gravidez fornece um conjunto de informacdes que permite um melhor
conhecimento desta populacdo e entendimento do cenario da doenca, bem
como propicia subsidios para o planejamento de propostas de intervencgao
através de politicas publicas para a saude infantil em geral, e o controle do

cancer em particular.

5.7 — CONCLUSOES

A partir da andlise de um banco nacional com dados clinicos e
epidemioldgicos no Brasil, foi possivel observar que condi¢des relacionadas a
exposicado materna a substancias quimicas durante a gravidez, a habitos de
vida neste periodo, e condi¢Bes relacionadas a atengdo obstétrica podem
associar-se ao desenvolvimento de leucemia na infancia. Estes fatores
explicaram, respectivamente, 20%, 17% e 15% da varidncia dos dados,
totalizando 52% da variancia associada ao desfecho analisado.

Este estudo teve como escopo gerar hipéteses acerca dos padrdes de
exposi¢cées ambientais que podem estar associadas as leucemias na infancia,
podendo direcionar medidas de prevencdo em Saude Publica para criancas da
populacdo brasileira, sendo necessarias outras investigacdes realizadas com

metodologias distintas.



Tabela 1 — Carga Fatorial obtida pela rotacdo Varimax.
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Condigbes Exposicao o Habitos de Vida e
Variaveis associadas ao habito ambiental ou ASSlSt,en_Cla Acesso a servigos
de fumar na gravidez ocupacional Obstetrica de saude

Fumo durante a gestacao 0,966 - 0,049 0,006 0,038
Consumo de fumo no 1° trimestre 0,981 - 0,059 0,017 0,040
Consumo de fumo no 2° trimestre 0,982 - 0,050 0,006 0,028
Consumo de fumo no 3° trimestre 0,974 - 0,044 - 0,014 0,031
Morar com fumantes durante a gestacao 0,360 0,075 -0,136 0,248
Contato materno durante a gestacéo com pesticidas - 0,053 0,384 - 0,096 0,109
Contato materno durante a gestacdo com poeiras -0,034 0,574 - 0,013 0,075
Contato materno durante a gestagdo com 6leos - 0,036 0,606 0,063 0,037
Contato materno durante a gestacdo com motores - 0,091 0,601 0,053 - 0,277
Contato materno durante a gestacdo com solventes - 0,080 0,530 0,176 0,005
Contato materno durante a gestagéo com outras

substancias quimicas - 0002 0658 0033 -0.057
Contato materno durante a gestagéo com tintas - 0,078 0,447 -0,031 0,122
Parto - 0,053 0,058 0,903 0,019
Anestesia - 0,014 0,072 0,898 0,083
Ultrassonografia - 0,034 0,042 0,126 0,492
Radiografia - 0,068 -0,121 0,154 0,433
Uso de drogas materno durante a gestacéo 0,101 0,074 - 0,148 0,554
Tingimento capilar materno 0,124 0,085 0,033 0,474
Tingimento capilar paterno 0,056 0,028 - 0,053 0,442
% Variancia Explicada 21,1 11,4 9,2 7,1

% Cumulativo 21,1 32,5 41,7 48,8

Fonte: Dados obtidos por meio do “Estudo Multi-institucional das Leucemias Infantis:

Contribuicdo dos Marcadores Imuno-moleculares na Distincdo de Diferentes

Etiopatogénicos”, 2007.

Fatores
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Tabela 2 — Estimativa de razBes de chance (OR) para portadores de leucemias
agudas na infancia no Brasil segundo fatores obtidos através de analise fatorial.

Variaveis no modelo OR bruta
IC (95%)
Modelo Inicial*
Fator Condicdes associadas ao habito de fumar na gravidez 0,97 (0,81-1,16)
Fator Exposicdo ambiental e ocupacional materna na gestagéo 1,15 (0,96-1,37)
Fator Assisténcia Obstétrica 1,20 (1,0-1,44)
Fator Habitos de vida e acesso a servi¢os de saude 1,08 (0,90-1,30)
Modelo Final**
Fator Exposi¢ao quimica materna durante a gestagao 1,35 (1,16-1,58)
Fator Habitos de vida durante a gestacédo 0,93 (0,79-1,10)
Fator Consumo de Servigos de Saude durante a gestacédo 1,27 (1,08-1,48)

* Modelo inicial incluindo 4 fatores obtidos na analise fatorial inicial (62 variaveis),os
quais contribuiram na explicacdo de 49% da variancia dos dados.

** Modelo final incluindo 3 fatores obtidos na andlise fatorial final (7 variaveis),os quais
contribuiram na explicagcao de 52 % da variancia dos dados .

Tabela 3 — Analise fatorial obtida por rotacdo varimax, modelo final.

Fator 1 Fator 3
) ) Fator 2
o Exposigao quimica . . Consumo de
Variaveis Habitos de vida . i
materna durante a . Servigos de Saude
. durante a gestacéo .
gestacéo durante a gestagdo
Contato materno durante a gestacdo com pesticidas 0,700 -0,093 -0,059
Contato materno durante a gestagao com tintas 0,664 -0,064 -0,064
Contato materno durante a gestagdo com solventes 0,637 0,242 0,202
Consumo de fumo no 2° trimestre -0,120 0,756 -0,173
Tingimento capilar materno 0,100 0,707 0,148
Tipo de Parto 0,094 -0,118 0,742
Realizagdo de radiografia -0,085 0,100 0,662
% Variancia Explicada 19,7 16,7 15,5
% Cumulativo 19,7 36,5 52,0

Fonte: Dados obtidos por meio do “Estudo Multi-institucional das Leucemias Infantis:
Contribuicdo dos Marcadores Imuno-moleculares na Distincdo de Diferentes Fatores
Etiopatogénicos”, 2007.
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Figura 2 — Representagdo espacial das relagbes entre fatores apés rotagdo varimax,
casos de leucemias pediatricas e controles, Brasil*

Component 2

5 -1 .0
".0 ..a's o‘o -ﬁas

0

05 1040 08 ¥ o
: e
Component 1 comeP™

* Varidveis componentes do Fator 1: A (Contato materno com pesticidas durante a gestagéo), B
(Contato materno com tintas durante a gestacdo) e C (Contato materno com solventes durante
a gestacgdo); Variaveis componentes do Fator 2;: D (Consumo de fumo no 2° trimestre) e E

(Tingimento capilar materno durante a gestacdo); Variaveis componentes do Fator 3: F (tipo de
parto) e G (exposicdo a radiacdo ionizante).
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6.1 - RESUMO

Introducdo: A leucemia em lactentes consiste em uma neoplasia hematolédgica
rara, relacionada com rearranjos do gene MLL. Dentre os fatores de riscos
encontram-se exposi¢cdes maternas durante a gestacdo como hormonios,
dipirona e inibidores da DNA topoisomerase I, alto peso ao nascer, exposi¢cao
a pesticidas, entre outros.

Objetivos: Investigar a associacdo entre a exposicao materna a pesticidas
durante o periodo pré-concepcional, gestacional e poés-natal, segundo a
especificidade quimica, tipo de contato e frequéncia de uso e o
desenvolvimento de leucemias em lactentes.

Metodologia : Trata-se de um estudo caso-controle multicéntrico de base
hospitalar realizado em 15 centros diagnosticos no Brasil. Maes de 252 casos
de leucemias em lactentes de idade entre 0-24 meses e de 423 controles,
pareados por frequéncia de idade e local de residéncia foram entrevistadas, e
os dados de exposicbes ambientais maternas durante os periodos pré-
concepcional, gestacional e lactacao, incluindo a exposigéo a pesticidas, foram
obtidas. Foi realizada regresséao logistica ndo condicional e as odds ratios (OR)
foram obtidas com intervalo de confianca de 95% e permitiram estimar a
associagcdo entre exposicao materna a pesticidas e leucemias em lactentes,
ajustadas por uso de contraceptivos orais durante a gestacao, idade materna,
escolaridade materna, peso ao nascer e cor de pele dos lactentes.

Resultados : A OR ajustada 2,39 (1C95%1,63-3,51) foi observada para a
associacao entre leucemias em lactentes e a exposicdo a pesticidas durante a
gestacado, sendo mais elevada para LMA (OR ajustada 3,50 IC95% 2,01-6,11).
O uso de piretréides durante a gestacao revelou OR=2,18 (IC95% 1,44-3,29)
enquanto o uso de outros pesticidas mostrou OR=3,61 (IC95% 1,69-7,73). O
contato doméstico apresentou OR ajustada= 2,25 (IC95% 1,48-3,43) e na
lavoura OR ajustada=9,26 (IC95% 2,82-30,38). De acordo com a frequéncia de
exposicao, foi observada OR ajustada= 2,48 (IC95% 1,5-4,00) dentre as maes
que reportaram contato inferior a uma vez por semana, e OR= 2,34 (IC95%
1,3-4,21) mais de um contato semanal (p-trend < 0,0001). Foi analisada a
exposicao mista a diferentes compostos quimicos observando OR ajustada =
3,83 (IC95% 1,33-11,03) e a exposicdo a distintas classes quimicas OR
ajustada= 8,87 (IC 95% 1,55-50,63).

Concluséo : Os resultados encontrados nesse estudo apdiam a hipotese que o
uso de pesticidas domésticos e outros contaminantes podem estar associados
a etiologia das leucemias em lactentes.

Palavras-chave: Leucemia infantil, exposicdes ambientais, pesticidas.
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PREGNANCY, EXPOSURE TO PESTICIDES AND INFANT LEUKEMIA IN
BRAZIL

6.2 - ABSTRACT

Antecedents. Infant leukemia (IL) is a rare hematological neoplasia related to
MLL gene rearrangements, whose risk factors seems to include some maternal
exposures during pregnancy such as hormones, dipyrone and topoisomerase
DNA inhibitors, high birth weight and pesticides exposure, among others.

Objectives : To investigate the association between maternal exposure to
pesticides during the pre-conception, pregnancy and postnatal period and infant
leukemia, according to specific chemicals, type of contact and frequency of use.

Methodology : This is a multicenter hospital-based case-control study carried
out in 15 centers in Brazil. Mothers of 252 IL cases aged 0-24 months and
those of 432 age frequency matched local controls were interviewed, and data
on environmental maternal exposures during pre-conception, pregnancy and
breast-feeding period, including pesticides, were obtained. Unconditional
logistic regression was performed and odds ratios (OR) on the association
between maternal pesticides exposure and IL, including their 95% confidence
intervals, were ascertained after adjustement to hormonal intake during
pregnancy, maternal age, birth weight, maternal education and skin color.

Results : An adjusted OR 2.39 (95% CI 1.63 to 3.51) was observed for the
association between IL and maternal exposure to pesticides during pregnancy,
being higher for AML (adjusted OR 3.50, 95%Cl 2.01-6.11). . Pyrethroids use
during pregnancy revealed an OR 2.18 (95% CI 1.44 -3.29), while the use of
other pesticides showed an OR 3.61 (95% CI 1.69-7.73) .The reported domestic
use of pesticides revealed an adjusted OR 2.25 (95% CI 1.48-3.43), and
agriculture exposure showed an adjusted OR 9.26, (95% CI 2.82 -30.4).
According to frequency of exposure, an adjusted OR = 2.48 (95% CI 1.50 -
4.00) was seen among those reporting up to 1 contact weekly, and an adjusted
OR 2.34 (95% CI 1.30 — 4.21) among those with > 1 contact (p-trend < 0.0001).
Mixed exposure to different pesticides showed an adjusted OR = 3.83 (95% ClI
1.33 -11.0), and the exposure to different chemical classes revealed an
adjusted OR 8.87 (95% CI 1.55 - 50.6).

Conclusion : The results of this study seems to support the hypothesis that the

maternal use of pesticides during pregnancy may be involved in the etiology of
infant leukemia.

Key-words: Infant leukemia, environmental exposures, pesticides.
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6.3 — INTRODUCAO

As evidéncias do uso de pesticidas no combate as pragas datam de
aproximadamente 500 a.C. (McMichael, 2001), porém as observacdes acerca
de seus efeitos a saude sdo recentes. Estes dependem dos componentes
quimicos dos pesticidas, sendo encontrado cerca de 300 principios ativos
distribuidos em mais de 2.000 formulacdes (Flores et al., 2004), o qual tem
aumentado continuamente no decorrer dos anos.

Estas formula¢gbes consistem em misturas complexas que incluem além
da substancia ativa, outros componentes como solventes, agentes
umidificadores, emulsificantes e aditivos (Santos et al., 2008). Soma-se a este
fato, o uso sazonal concomitante de formulac¢des distintas na agricultura para
culturas especificas, dificultando a avaliacdo qualitativa da exposicdo a uma
substancia em patrticular.

A exposicdo a pesticidas tem se tornado um problema de saude publica
mundial (OMS/UNEP, 1990), e no Brasil, estima-se que 3% dos agricultores
experimentem anualmente episodios de intoxicacdo (Chrisman et al., 2009).
Contudo, além de subnotificados, esses episddios representam apenas uma
pequena parcela do problema, uma vez que, o uso de pesticidas esta
associado a etiologia de diversas doencas cronicas, entre as quais, diversos
tipos de cancer, inclusive leucemias na infancia (Chrisman et al., 2009; Infant-
Rivard & Weichenthal, 2007; Bassil et al., 2007; Zahm & Ward, 1998).

As leucemias da infancia constituem um grupo heterogéneo e raro de
doencas correspondendo a cerca de 30% dos diagnosticos de cancer na
infancia, sendo mais comum em menores de 15 anos (Turner et al., 2010;
Belson et al., 2007; Buffler et al., 2005; Pui, 2003; Braga et al.,2002; Linet et al.,
1999). O termo leucemia do lactente (IL) é usualmente aplicado quando o
diagnostico € realizado dentro dos 12 primeiros meses de vida, sendo esta
faixa etaria ampliada por alguns pesquisadores até 18 meses (Emerenciano et
al., 2007).

As leucemias do lactente constituem a segunda doenga maligna mais
comum no primeiro ano de vida, subsequente ao neuroblastoma (Ross et al.,

1994; Biondi et al., 2000). Em relacéo a sua etiologia, existem, todavia lacunas
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no conhecimento, tendo-se observado, entretanto, a ocorréncia de um acumulo
de alteracbes na estrutura ou expressao de certos genes vitais devido a
mutacdes, translocacdes, perdas cromossémicas, recombinacdes somaticas,
entre outros (Perera, 1996).

Neste sentido, tais modificagcbes podem acarretar a producdo de
guantidades anormais da proteina inalterada, auséncia da proteina elaborada
pelos genes afetados, ou sintese de produtos protéicos alterados, acarretando
a desregulacao no crescimento e na diferenciacéo celular (Santos et al., 2008).
Vale ressaltar que outros fatores podem também influenciar a susceptibilidade
individual a carcinogénese, entre 0s quais 0s genes de alto e baixo risco, etnia,
idade, sexo, fatores nutricionais e condigbes de saude (Johnson et al., 2008;
Belson et al., 2007; Infant-Rivard & Weichenthal, 2007; Perera, 1996).

Os rearranjos no gene MLL sao encontrados com frequéncia em
leucemias secundarias, apos tratamento quimioterdpico com inibidores da
enzima topoisomerase |l (Nakada et al., 2006; Alexander et al., 2001). Por este
motivo, acredita-se que a exposicdo quimica ainda in utero afetaria o
funcionamento da enzima topo-Il, sugerindo que o curto periodo de laténcia da
doenca estaria associado a alteracado neste gene, visto que 0s rearranjos S&o
mais frequentes em menores de um ano (Emerenciano et al., 2007; Greaves,
2003).

A exposicdo a pesticidas € assim considerada uma das condicbes
possivelmente associadas a carcinogénese em diversos sitios, incluindo a
leucemogénese, uma vez que estas substancias sado potencialmente capazes
de alterar o DNA de uma célula, ou estimular a divisdo da célula alterada,
atuando, respectivamente, como iniciadoras ou promotoras tumorais (Santos et
al., 2008).

Acredita-se que as alteragcbes no DNA possam ocorrer no periodo pré-
concepcional ou durante o periodo gestacional, provavelmente em resposta a
infeccbes, radiacdo, substancias quimicas e outras exposicbées ambientais
(Emerenciano et al., 2007; Pombo-de-Oliveira & Koifman, 2006; McNally et al.,
2004). Outros estudos indicam o aumento nas taxas de incidéncia de leucemia

na infancia com a exposicdo materna a pesticidas, ressaltando o mesmo
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periodo (Ma et al., 2002; Meinert et al., 2000; Menegaux et al., 2006; Rudant et
al., 2007).

Os achados na literatura reforcam a hipotese que os pesticidas
desempenham papel na leucemogénese infantil. Todavia, apesar das
evidéncias no aumento do risco, outros estudos devem ser realizados com
intuito de estabelecer associacdes dentre os diversos tipos de pesticidas e os
subtipos leucémicos infantis. Entre os quais, a relacdo da especificidade
quimica dos pesticidas com o desenvolvimento de neoplasias.

A maioria dos estudos analisando a associacdo entre a exposicao a
pesticidas teve como foco a exposi¢éao ocupacional dos pais (Colt & Blair, 1998;
Monge et al., 2005; Monge et al., 2007; Rudant et al., 2007; Perez-Saldivar et
al.,, 2008; Wigle et al.,, 2009) e poucos avaliaram o uso de pesticidas
domeésticos no periodo pré-natal (Zahm & Ward, 1998; Meinert et al., 2000;
LaFiura et al., 2007)

Sendo assim, este estudo tem como objetivo estudar a associagao entre
a exposicdo materna a pesticidas durante o periodo pré-concepcional,
gestacional e durante a lactacdo, segundo a especificidade quimica, tipo de
pesticidas, tipo de contato, frequéncia de uso e os rearranjos do gene MLL e o

desenvolvimento de leucemias em lactentes no Brasil.

6.4 — METODOLOGIA

6.4.1 — Populacéo de Estudo

Esta investigacdo faz parte de um estudo multicéntrico intitulado “Estudo
Multi-institucional das Leucemias Infantis: Contribuicdo dos Marcadores Imuno-
moleculares na Distingdo de Diferentes Fatores Etiopatogénicos” que tem como
foco investigar os mecanismos patogénicos das leucemias agudas da infancia
no Brasil. Os participantes foram recrutados de hospitais do Rio de Janeiro,
S&o Paulo, Minas Gerais, Curitiba, Santa Catarina, Rio Grande do Sul, Goias,

Brasilia, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Bahia, Pernambuco, Rio Grande do



46

Norte e Paraiba, constituindo a populacdo analisada neste estudo com 675
participantes.

6.4.2 — Desenho de Estudo

Trata-se de um estudo caso-controle de base hospitalar, na qual os
controles foram pareados por frequéncia de idade e local de residéncia com os
casos de leucemia em lactentes. Os dados analisados neste trabalho foram
obtidos por meio de entrevistas com méaes de pacientes recrutados na rede
nacional especializada na atencdo a tumores onco-pediatricos e hospitais

gerais.

6.4.3 — Selecédo de Casos e Controles

Foram definidos como casos (n=252) as crian¢as na faixa etaria entre 0
e 2 anos incompletos e com diagndsticos conclusivos para leucemia linféide ou
mieldide aguda, confirmados pelos métodos morfologico, imunofenotipico e
citogenético-molecular (Pombo-de-Oliveira et al., 2008).

Os controles analisados (n=423) foram selecionados nos centros de
origem dos casos ou hospitais gerais, pertencentes ao mesmo estrato de
idade, e todos apresentando quadro de gravidade, com o intuito de reduzir a
possivel introducdo de viés de sele¢cdo quanto as informagdes coletadas. Os
controles selecionados apresentaram antecedentes de hospitalizacdo por
diversos estratos de grupos de causas de internacdo com a finalidade de
reduzir-se a ocorréncia de possivel vies de memoria, entre 0s quais: doencas
infecciosas e parasitarias (n=124, 29,4%); doencas hematoldgicas (n=83,
19,6%); doencas respiratérias (n=43, 10,2%); anomalias congénitas (n=40,
9,4); doencas aparelho digestivo: (n=39, 9,2%); doencas cardiovasculares (n=
25, 5,8%) e outras causas (n=69, 16,4%).
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6.4.4 — Critérios de Excluséo

Casos e controles com sindromes congénitas, pais adotivos ou
bioldgicos nado localizados, bem como criancas portadoras de mielodisplasias
nao foram incluidos no estudo. Foram excluidos os controles com diagndstico
de tumores malignos ou benignos devido a possivel influéncia ambiental na

formacao de quaisquer tumores.

6.4.5 — Coleta de dados

O questionario foi especificamente desenhado para obter informacdes
sobre exposicbes ambientais potencialmente associadas ao processo de
leucemogénese. Por meio da realizacdo de entrevistas com as méaes de casos
e controles, mediante o emprego de questionario padronizado desenvolvido
para tal fim, foram obtidas informagcbes sobre o perfil socioecondmico da
familia, sobre a sua historia ocupacional e a do pai, assim como os habitos de
vida e de saude de ambos e exposi¢cdes durante a gestacdo. Entre estas foram
incluidas: o uso de medicamentos e substancias psicoativas; exposicdo
materna a pesticidas, herbicidas e inseticidas; e informacbes sobre os
respectivos produtos desde a gestacdo ao nascimento (Pombo-de-Oliveira &
Koifman, 2006).

As caracteristicas analisadas foram obtidas a partir dos relatos
maternos sobre o sexo, idade da crianga no momento da entrevista ou no
diagnoéstico, peso ao nascer (g), comprimento ao nascimento (cm), idade
materna e renda familiar.

Foi considerada exposicdo a pesticidas o relato materno de contato
ocorrido a0 menos uma vez nos trés meses que antecederam a gestagao,
durante a gestacdo, e/ou no periodo de amamentacdo. As caracteristicas
quanto ao contato com pesticidas foram analisadas segundo as variaveis tipo
de wuso (doméstico, lavoura ou ndo intencional); tipo de contato
(direto/aplicagdo, materiais utilizados pelo aplicador, absor¢cdo respiratoria e
oral); tipo de produto (acaricida, adjuvante, bactericida, cupinicida, feromonio,

formicida, fungicida, herbicida, inseticida, inseticida biolégico, nematicida e
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regulador do crescimento); seus componentes quimicos (piretréides,
organofosforados, carbamatos) e a frequéncia de exposicao (inferior ou igual a
uma vez por semana e maior que uma vez durante a semana).

O uso combinado de pesticidas foi analisado através da exposicao a
componentes quimicos misturados em um mesmo produto (carbamato,
clorofosforado e piretréide) ou em mais de um; e por meio da exposi¢ao
relatada a distintas classes quimicas (inseticidas e herbicidas).

6.4.6 — Analise Molecular

As analises moleculares dos rearranjos do gene MLL foram realizadas
por meio da técnica de Polymerase Chain Reaction (PCR) e Fluorescéncia
Hibridizacdo in situ (FISH). Estas técnicas foram descritas anteriormente

(Emerenciano et al., 2006)

6.4.7 — Analise Estatistica

A associacdo entre exposicdo a pesticidas e leucemias agudas em
lactentes foi calculada por meio da regressao logistica ndo condicional, sendo
obtidas as razdes de chances (odds ratio, OR) com o0s respectivos intervalos de
confianca de 95% (Hosmer & Lemeshow, 1989). A associacao entre o rearranjo
do gene MLL e as variaveis selecionadas foram analisadas utilizando o
desenho caso-only, ajustada pelas variaveis mencionadas anteriormente. A
significancia estatistica entre os grupos estudados foi calculada utilizando o
teste exato de Fisher (two-sided).

A andlise realizada buscou controlar o possivel confundimento por
variaveis selecionadas, incluindo o uso de contraceptivos orais durante a
gestacao, idade materna no parto, peso ao nascer e cor da pele.

A razéo de chances de interacdo entre o uso materno de pesticidas e a
ocorréncia de rearranjos do gene MLL segundo periodo de exposicdo com 0s
respectivos intervalos de confianca, foi determinada por meio da abordagem de

estudos de casos (case-only study) (Yang et al., 1999).
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Todas as andlises foram realizadas por meio do Statistical Package for
Social Science (SPSS), versédo 17.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, 2008).

6.4.8 — Aspectos Eticos

O presente estudo utilizou dados primarios, oriundos do projeto “Estudo
Multi-institucional das Leucemias Infantis: Contribuicdo dos Marcadores Imuno-
moleculares na Distincdo de Diferentes Fatores Etiopatogénicos”, aprovado
pelo Comité de Etica em Pesquisa do INCA sob o registro n° 005/06. A
proposta de analise deste trabalho referente aos efeitos da exposigcdo materna
a pesticidas e leucemias no lactente foi aprovada pelo Comité de Etica em

Pesquisa da Fiocruz, sob o registro n°32/10.

6.5 — RESULTADOS

O estudo contou com total de 675 criancas, sendo 252 casos e 423
controles recrutados no periodo de 1991 a 2007. Dentre os casos, 193 (76,6%)
eram portadores de Leucemia Linféide Aguda (LLA) e 59 (23,4%) Leucemia
Miel6ide Aguda (LMA).

As principais caracteristicas soécio-demograficas dos participantes estao
apresentadas na Tabela 1, observando-se diferengcas estatisticamente
significativas entre casos e controles quanto a idade materna, cor da pele,
escolaridade e renda entre casos e controles. Assim, cerca de 60% das maes
de casos tinham 25 anos ou mais (43% nos controles), 67% eram brancas
(36% nos controles), e 58% relataram 8 anos anos ou mais de estudo (49%
nos controles.

O uso de pesticidas, ao menos uma vez durante o0s periodos
relacionados a gravidez analisados foi relatado por 45,2% mées dos casos e
25,3% dos controles. Foi observada uma elevagdao no risco de leucemia em
lactentes associado a relato materno de uso de pesticidas (OR ajustada 2,30
95%IC 1,58-3,35), sendo maior no primeiro trimestre (OR ajustada 1,99 95% IC
1,30-3,05) e na lactacéo (OR 2,08 95% IC 1,33-3,27). No que tange 0s subtipos
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leucémicos, a magnitude de associagdo mais elevada com o uso de pesticidas
foi observada para LMA (OR ajustada 3,23 95%IC 1,74-5,99), sendo para LLA
de OR 2,09 95%IC 1,39-3,15.

A analise entre exposicdo materna a pesticidas durante o periodo preé-
concepcional e leucemias dos lactentes segundo status do gene MLL (tabela 3)
revelou OR=2,08, 95%IC 1,06-3,92 em presenca do rearranjo (MLL"), e
OR=2,09, 95%IC 1,25-3,46 na auséncia de rearranjo (MLL").

As estimativas de risco decorrentes da exposi¢cdo materna a pesticidas e
o desenvolvimento de leucemias no lactente segundo classe quimica, tipo e
frequéncia de exposicdo sao apresentadas na Tabela 4. Foi observado uma
razao de chances ajustada de 2,18, 95% IC 1,44-3,29 para a mengéo ao uso
de piretroides e de 3,61, 95% IC 1,69-2,73 para outros pesticidas. Em relacéo
ao tipo de exposicéo, aquela ocorrida no domicilio revelou uma OR ajustada de
2,25 95% IC 1,48-3,43, sendo o incremento do risco ainda maior em se
tratando de uso na lavoura (OR=9,26 95%IC 2,82-30,4). Em relacdo a
frequéncia de exposicao, aquela relatadas como de até uma vez na semana
apresentou ajustada OR de 2,48, 95% 1,02-4,03, contato superior a uma vez
por semana OR ajustada = 2,34 (95%IC 1,30-4,21), embora ndo tenha sido
evidenciado efeito dose-resposta. Foram encontradas associacdes
significativas entre a leucemia em lactentes e a exposicdo a componentes
quimicos misturados, apresentando OR ajustada= 3,83 (95%IC 1,33-11,03)
assim como com a exposicao a pesticidas de distintas classes quimicas cuja
OR ajustada=8,87 (95%IC 1,55-50,6).

6.6 — DISCUSSAO

Os resultados desta investigagcdo apontam que os riscos de leucemia no
lactente foram cerca de pelo menos 2 vezes mais elevados em criangas cujas
maes estiveram expostas a pesticidas na gravidez ou nos periodos pré-
concepcional ou pos-natal imediato. Os resultados encontrados sugerem que a
populacdo estudada fez uso de pesticidas no periodo pré-concepcional,
mantendo esta pratica durante a gestacdo e a lactacdo. Foram observadas

associacOes estatisticamente significativas com o desenvolvimento de leucemia
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em lactentes independentemente do periodo de exposicdo materna aquelas
substancias.

Os estudos epidemiologicos revelam que mais de 80% das neoplasias
tem sua etiologia relacionada a interacbes de natureza genético-ambiental
(Perera, 1996). Dentre os fatores genéticos estdo a capacidade individual de
metabolizar e excretar compostos potencialmente toxicos e a eficiéncia no
mecanismo de reparo do DNA (Santos et al., 2008).

Assim, 0 acumulo de danos no DNA, acrescido dos erros espontaneos
na sua replicacdo néo corrigidos pelo sistema de reparo tém sido proposto
como 0 mecanismo carcinogénico decorrente da exposicdo a pesticidas.
Portanto, a habilidade de desintoxicar xenobidticos e de reparar o DNA é de
fundamental importancia, podendo ser considerada a primeira linha de defesa
do organismo frente as exposi¢cdes quimicas (Raunio et al., 1995; Mitrunen et
al., 2001).

O gene MLL atua como regulador positivo de expressao génica durante
o desenvolvimento embrionario e hematopoiético inicial e apresenta rearranjos
com mais de 30 outros genes, o que pode acarretar em diferentes efeitos na
leucemogénese infantil (Emerenciano et al., 2007).

Os resultados deste trabalho sugerem que a exposicdo materna a
pesticidas se associa ao desenvolvimento da leucemia do lactente,
independentemente da presenca de rearranjos do gene MLL, uma vez que
existe a elevacéo no risco e esta ocorre tanto nos portadores do rearranjo no
gene (MLL") quanto nos ndo portadores (MLL"). Esta hipotese é também
sugerida pela analise case-only efetuada (tabela 3), onde ndo se observou a
presenca de razdes de chance de interagao entre o rearranjo do gene MLL e
exposicao a pesticidas maiores que a unidade.

Um estudo multicéntrico desenvolvido em diferentes paises acerca dos
fatores de risco para leucemias na infancia, incluindo criancas brasileiras,
observou estimativas elevadas de risco de rearranjos do gene MLL devido
exposi¢cbes durante a gravidez, especialmente o uso doméstico de inseticidas
organofosforados (OR=9,68; 95% IC 2,11-44,40) (Alexander et. al., 2001). Um
resultado apontando para a mesma associacdo foi posteriormente observado

em outro estudo brasileiro (Pombo de Oliveira et al., 2006), o qual revelou
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associacao positiva e estatisticamente significativa entre leucemias agudas na
infancia e a exposicdo materna a pesticidas de uso doméstico (OR=2,18; 95%
IC 1,53-2,13).

Os estudos realizados com populacdes de diferentes paises apdiam os
resultados obtidos na presente investigacdo, ressaltando a observacédo de
associacao positiva entre a exposi¢cao a pesticidas e o aumento de neoplasias
hematopoiéticas em criancgas, principalmente leucemias e linfomas (Zahm &
Ward, 1998; Rudant et al., 2007; Menegaux et al., 2006; Pombo-de-Oliveira &
Koifman, 2006; Ma et al., 2002; Meinert at al., 2000).

Um estudo francés (2007) verificou a associagdo entre exposicao a
pesticidas e leucemia na infancia, procedendo a anadlise estratificada pelos
subtipos leucémicos e tipos de pesticidas, encontrando associacdes positivas
na maioria dos resultados. Este mesmo estudo ressaltou ainda que o uso
doméstico pode desenvolver um papel na etiologia das leucemias e que a
exposicdo pré-natal pode constituir uma janela de vulnerabilidade fetal (Rudant
et al., 2007).

Outro estudo caso-controle realizado nos EUA (Ma et al., 2002) analisou
a exposicao ocupacional a pesticidas e leucemias em criangas menores de 15
anos, observando OR= 2,8 (95%IC 1,4-5,7), sendo esta de 3,6 (95% IC 1,6-
8,3) quando a exposicéo ocorreu até o segundo ano de vida. Estes resultados
sugerem que 0s riscos seriam mais elevados quando a exposicao a pesticidas
acontece durante a gestacéo e nos primeiros anos de vida da crianca (Ma et
al., 2002). No presente estudo brasileiro, foi também observada uma elevagéo
dos riscos de leucemia do lactente tanto para LLA (OR = 2,18 95% IC 1,52-
3,13) como para LMA (OR = 3,50, 95% IC 2,01-6,11), os quais se
apresentaram mais elevados quando a exposicdo a pesticidas foi relatada
como tendo ocorrido no primeiro trimestre da gravidez e durante o periodo de
lactacéo.

A exposicdo a pesticidas pode ocorrer de diversas maneiras durante a
infancia, seja através da contaminacgdo por roupas de trabalhos dos pais, uso
doméstico ou residuos presentes em agua, ar, solo e alimentos (Santos et al.,
2008; Rudant et al.,, 2007; Araujo et al., 2000). Contudo, devido ao curto

periodo de laténcia da doenca no caso da leucemia do lactente, acredita-se
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que a exposi¢cdo durante a vida intra-uterina desempenhe importante papel
nesse processo (Pombo de Oliveira & Koifman, 2006).

Na populacdo estudada, a exposicdo doméstica da mée apresentou
associacdo moderada com leucemia do lactente, enquanto que o uso destas
substancias quimicas na lavoura apresentou uma forte associa¢do, que pode
decorrer de uma histéria de exposicdo materna precoce na sua infancia e
adolescéncia, sendo intensa e continua durante o trabalho. A analise desta
associacdo segundo a especificidade quimica da exposicdo reforca esta
hipétese, uma vez que a maioria dos inseticidas domeésticos contem
substancias piretroides, cuja associagdo apresentou magnitude de 2,18 95% IC
1,44-3,29. Os demais pesticidas, relacionados com a diversidade de
substancias utilizadas nas lavouras, tais como fungicidas, carbamatos, entre
outros, indicaram uma magnitude de associacao ainda mais elevada (OR=3,61
95%IC 1,69-7,73).

Em relacdo as misturas de pesticidas, foram encontradas associacoes
positivas entre a leucemia em lactentes e a exposi¢cdo a componentes quimicos
mesclados em um mesmo produto comercial, apresentando OR ajustada= 3,83
(95%IC 1,33-11,03), assim como com a exposicao a distintas classes quimicas
de pesticidas, cuja OR ajustada=8,87 (95%IC 1,55-50,63). Andlises similares a
estas ndo foram encontradas na literatura, 0 que sugere a necessidade de
realizacdo de outros estudos ampliando a amostragem, pois a toxicidade de
exposi¢des combinadas simultdneas € ainda desconhecida, e a andlise isolada
dos componentes ativos € insuficiente para avaliar o risco dos efeitos adversos
dos pesticidas a saude (Falck et al., 1999). Todavia essa variavel é
estritamente dependente do relato materno o que pode ter dificultado a sua
afericdo. A duracdo da exposi¢cao ndo foi mensurada nesse estudo, logo o
efeito da exposi¢cdo cumulativa néo foi contemplado.

A frequéncia de exposi¢cdo apresentou aumento no risco de leucemia no
lactente com a presenca de efeito dose-resposta, observando-se OR
ajustada=2,48 (95%IC 1,50-4,00) para a exposicdo relatada até 1 vez semana,
e OR ajustada = 2,34 (95%IC 1,30-4,21) para 1 ou mais vezes por semana (p

tendencia = 0.0001) , respectivamente.
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Esta investigacdo apresenta algumas limitacdes. Como todo estudo
caso-controle de base hospitalar, as comparagbes realizadas podem
apresentar tendenciosidades introduzidas atraves de viés de selecédo entre os
grupos sob comparacao. Entretanto, acreditamos que os cuidados tomados
durante o processo de recrutamento de controles, tais como a multiplicidade de
causas de hospitalizacdo, a nao inclusdo de patologias etiologicamente
associadas a exposicdo a pesticidas, e a escolha de hospitais gerais nos
mesmos municipios de onde provinham os casos, onde poderiam ser
diagnosticados enquanto casos se assim o fossem, podem em conjunto ter
atenuado estas tendenciosidades, caso existentes. Adicionalmente, relatos
recentes na literatura sobre o papel do viés de selecdo no estudo da
associacdo entre a exposicdo materna a pesticidas e o desenvolvimento de
leucemias na infancia sugerem que os mesmos, quando existentes, ndo seriam
suficientes para explicar a magnitude de associacdo entre a exposicdo a
pesticidas e leucemias na infancia descrita na literatura (Rudant et al, 2010).

Adicionalmente, as informac¢fes obtidas em estudos caso-controle como
este estdo igualmente sujeitas ao viés de memoria existente entre as mées de
casos e controles. Entretanto, a escolha de controles hospitalizados em
condicdes de risco de vida pode ter atenuado este tipo de viés na populagéo
estudada.

A intensidade e duracdo da acédo toxica das substancias quimicas sao
influenciadas pela maneira como o composto é absorvido no organismo
(Oliveira et al., 2007), sendo relevante a analise da respectiva via de absorcéo
e o tipo de protecdo utilizado. Embora as informacdes sobre estes topicos
constassem no questionario adotado, sobretudo quanto as variaveis uso de
equipamentos de protecdo e tipo de contato, estas ndo foram analisadas na
nossa populacao de estudo devido a elevada freqiéncia de ndo respostas.

Por outro lado, o presente estudo apresenta pontos fortes a serem
ressaltados. Trata-se de um estudo de base nacional no qual as diferentes
regibes geogréficas, que com excecdo da Amazonia, estiveram representadas.
Em que pese tratar-se de uma doenca rara e internacionalmente pouco
estudada, a amostra analisada de casos e controles permitiu, com o0s

resultados obtidos, ampliar o conhecimento sobre a contribuicdo da exposicao
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materna a pesticidas no desenvolvimento de leucemias no lactente. A
investigacdo possibilitou a obtencdo de estimativas de risco estatisticamente
significativas quanto a natureza da exposicéo, a frequéncia e os periodos mais
relevantes de exposicdo, seu papel na histéria natural das duas principais
apresentacdoes da doenca, a LLA e a LMA. Adicionalmente, foram obtidas
estimativas de risco igualmente estatisticamente significativas relativas a
associacdo com a presenca e auséncia de rearranjos no gene MLL, a
contribuicdo das diferentes classes quimicas de pesticidas, ao local da
utilizacdo, seja na agricultura ou no domicilio, e o papel atribuido ao uso
simultaneo de varios destes compostos.

Neste sentido, a investigacdo parece acrescentar informacdes
substantivas sobre o papel da exposicdo materna a pesticidas na gravidez e
nos periodos a ela imediatamente antecedente e subseqiente para o
desenvolvimento da leucemia do lactente.

As perspectivas de desdobramento neste campo de investigagcao
passam a residir na exploracdo dos mecanismos genéticos e moleculares que
caracterizam a susceptibilidade individual a este tipo de exposi¢do precoce no
desenvolvimento da leucemia do lactente. Por outro lado, a consisténcia dos
resultados observados, somada a de outros estudos similares em populacdes e
periodos distintos, suscita a necessidade de sua divulgacéo junto a populacéo
em geral, e as mulheres em idade reprodutiva em particular, quanto a

prevencao no uso de pesticidas durante a gestacdo e periodos proximos.

6.7 — CONCLUSOES

Os resultados encontrados nesse estudo apdiam a hipotese que a
exposicao materna a pesticidas na gravidez, no periodo pré-concepcional e na
lactacdo pode associar-se a etiologia das leucemias em lactentes, aumentando
este risco em cerca de 2-3 vezes comparativamente com as méaes que relatam
auséncia deste tipo de exposicao, e evidenciando aqueles periodos como de
vulnerabilidade biolégica na historia natural daquela neoplasia na faixa etaria

considerada.
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Tabela 1- Distribuicdo de variaveis socio-demogréficas selecionadas, casos de
leucemia do lactente e controles, Brasil, 1991-2007

Casos (n= 252), Controles (n=423),
N (%) N (%) p-valor
Sexo
Masculino 130 (51,6) 226 (53,4) 0,643
Feminino 122 (48,4) 197 (46,6)
Peso ao nascer
234 (92,8) 393 (93,0) 0,470
<40009g
16 (6,2) 21 (5,0)
> 40009
Grupo Etnico
Branco 170 (67,5) 153 (36,2) 0,000
Nao Brancos 77 (30,5) 256 (60,5)
Regido de nascimento
Nordeste 52 (20,6) 101 (24,1) 0,552
Centro-oeste 18 (7,1) 31(7,3)
Sudeste 155 (61,5) 237 (56,0)
Sul 27 (10,7) 53 (12,5)
Idade Materna*
<18 anos 8 (3,2) 60 (14,1) 0,000
18-24 anos 91 (36,1) 182 (42,9)
25-34 anos 117 (46,4) 145 (34,2)
>35 anos 36 (14,3) 36 (8,8)
Escolaridade Materna
<8 anos 81 (32,1) 206 (48,6) 0,000
>8 anos 146 (57,9) 209 (49,4)
Renda Familiar**
<350 74 (29,4) 148 (35,0) 0,000
351-1750 102 (40,5) 218 (51,5)
1751-3500 27 (10,7) 11 (3,0
23500 12 (5,0) 3(0,7)

* |dade materna no momento do parto. ** em Reais.

Fonte: Dados obtidos por meio do “Estudo Multi-institucional das Leucemias Infantis:
Contribuicdo dos Marcadores Imuno-moleculares na Distincdo de Diferentes Fatores
Etiopatogénicos”, 2007.
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Tabela 2 — Uso materno de pesticidas segundo periodo de exposicao, casos de leucemia em lactentes e controles, Brasil, 1991-

2007
Casos Controles
OR ajus* LLA vs controles LLA vs Controles LMA vs controles  LMA vs Controles
Uso de Pesticidas (n=252), (n=423), n OR (IC 95%) ) )
(IC 95%)) OR (IC95%) OR ajus* (IC95%) OR (IC95%) OR ajus* (IC95%)
n(%) (%)
N&o fez uso 138 (54,8) 316 (74,7) 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
Fez uso 114 (45,2) 107 (25,3) 2,44 (1,75-3,40) 2,30 (1,58-3,35) 2,18 (1,52-3,13) 2,09 (1,39-3,15) 3,50 (2,01-6,11) 3,23 (1,74-5,99)
Pré-concepcional**
N&o fez uso 159 (69,7) 345 (83,5) 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
Fez uso 69 (30,3) 68 (16,5) 2,20 (1,50-3,23) 2,46 (1,61-3,74) 1,99 (1,32-3,03) 2,34 (1,48-3,69) 3,01 (1,61-5,62) 3,29 (1,65-6,56)
1° Trimestre
N&o fez uso 164 (71,9) 346 (83,8) 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
Fez uso 64 (28,1) 67 (16,2) 2,01 (1,36-2,98) 1,99 (1,30-3,05) 1,98 (1,30-3,01) 2,03 (1,28-3,22) 2,15 (1,12-4,15) 1,97 (0,97-4,02)
2° Trimestre
N&o fez uso 168 (73,7) 347 (83,8) 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
Fez uso 60 (26,3) 67 (16,2) 1,85 (1,25-2,74) 1,82 (1,18-2,80) 1,77 (1,15-2,71) 1,82 (1,14-2,90) 2,16 (1,12-4,16) 1,94 (0,95-3,95)
3° Trimestre
N&o fez uso 168 (73,7) 341 (82,6) 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
Fez uso 60 (26,3) 72 (17,4) 1,69 (1,15-2,50) 1,72 (1,13-2,63) 1,57 (1,02-2,40) 1,67 (1,05-2,66) 2,17 (1,14-4,12) 2,03 (1,01-4,08)
Lactacao***
N&o fez uso 172 (75,4) 357 (86,7) 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
Fez uso 56 (24,6) 55 (13,3) 2,11 (1,40-3,20) 2,08 (1,33-3,27) 1,90 (1,21-2,98) 1,98 (1,21-3,25) 2,98 (1,54-5,72) 2,88 (1,41-5,88)

* OR ajustada por uso de contraceptivos orais na gestacéo, idade materna no parto, escolaridade materna, peso ao nascer e cor de pele dos lactentes. ** 3 meses antes do
parto. *** 3 meses ap0ds o parto.

Fonte: Dados obtidos por meio do “Estudo Multi-institucional das Leucemias Infantis: Contribuicdo dos Marcadores Imuno-moleculares na Distin¢cdo

de Diferentes Fatores Etiopatogénicos”, 2007.
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Tabela 3 — Uso materno de pesticidas segundo periodo de exposi¢cao, casos de leucemia em lactentes (status MLL) e controles,

Brasil, 1991-2007

MLL™ MLL™  Controles MLL" vs MLL" vs MLL™ vs MLL" vs controles  OR Interagéo MLL e
Uso de Pesticidas (n=70), (n=119), (n=423), controles controles OR controles OR ajustada* uso de pesticidas
n(%) n (%) n(%) (1C95%) ajustada* (1C95%) (IC 95%) (IC 95%) (IC 95%)
N&o fez uso 39 (55,7) 69 (58,0) 316 (74,7)
2,35(1,34-4,07) 2,11(1,18-3,79) 2,14 (1,36-3,34) 2,54 (1,57-4,08) 1,10 (0,58-2,07)
Fez uso 31(44,3) 50 (42,0) 107 (25,3)
Pré-concepcional**
N&o fez uso 44 (62,9) 80 (67,2) 345 (83,5)
2,08 (1,06-3,92) 2,24 (1,18-4,27) 2,09 (1,25-3,46) 2,74 (1,60-4,68) 0,99 (0,47-2,06)
Fez uso 18 (25,7) 33 (27,7) 68 (16,5)
1° Trimestre
N&o fez uso 48 (68,6) 82 (68,9) 346 (83,8)
1,51(0,72-2,97) 1,52 (0,77-3,00) 1,95(1,15-3,26) 2,29 (1,34-3,92) 0,77 (0,34-1,67)
Fez uso 14 (20,0) 31 (26,1) 67 (16,2)
2° Trimestre
N&o fez uso 46 (65,7) 85(71,4) 347 (83,8)
1,80 (0,90-3,47) 1,77 (0,92-3,41) 1,71(0,99-2,88) 1,91 (1,11-3,29) 1,06 (0,48-2,26)
Fez uso 16 (22,9) 28 (23,5) 67 (16,2)
3° Trimestre
N&o fez uso 47 (67,1) 83(69,7) 341 (82,6)
1,51(0,74-2,93) 1,54(0,80-3,00) 1,71(1,01-2,85) 1,92 (1,13-3,26) 0,88 (0,40-1,90)
Fez uso 15(21,4) 30(25,2) 72(17,4)
Lactagao***
N&o fez uso 49 (70,0) 84 (70,6) 357 (86,7)
1,72 (0,80-3,48) 1,73(0,85-3,49) 2,24 (1,29-3,82) 2,64 (1,50-4,55) 0,77 (0,33-1,70)
Fez uso 13 (18,6) 29 (24,4) 55(13,3)

* OR ajustada por uso de contraceptivos orais na gestacéo, idade materna no parto, peso ao nascer, cor de pele e escolaridade materna. ** 3 meses antes da gestagcdo. *** 3 meses ap0s o parto.

Fonte: Dados obtidos por meio do “Estudo Multi-institucional das Leucemias Infantis: Contribuicdo dos Marcadores Imuno-moleculares na Distingéo de Diferentes Fatores Etiopatogénicos”, 2007.
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Tabela 4 - Uso materno de pesticidas (classe quimica, frequéncia e tipo de utilizacdo) segundo periodo de exposicao, casos de

leucemia em lactentes e controles, Brasil, 1991-2007

Todas IL LLA LMA Controles Todas IL Todas IL LLAvs LLAvs LMA vs LMAvs
(n=252), (n=193), (n=59), (n=423), OR bruta OR ajust* controles Controles controles Controles

n (%) n(%) n(%) n(%) (IC 95%) (IC 95%) OR (IC95%) OR ajus* (IC95%) OR (IC95%) OR ajus* (IC95%)

Especificidade quimica
dos pesticidas
N3o fez uso 138 (54,8) 111 (57,5) 27 (45,8) 316 (74,7) 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
Piretroides 88(34,9) 63(32,6) 25(42,4) 89(21,0) 2,26 (1,59-3,23) 2,18 (1,44-3,29) 2,02 (1,34-3,02) 1,80 (1,11-2,90) 3,29 (1,73-6,20) 3,39 (1,72-16,78)
Outros Pesticidas 26 (10,3) 19 (9,8) 7 (11,9) 18 (4,3) 3,31 (1,76-6,23) 3,61(1,69-7,73) 3,01 (1,43-6,30) 4,02 (1,67-9,68)  4,55(1,46-12,65) 4,94 (1,46-16,78)
Tipo de uso
N3o fez uso 138 (56,8) 111 (59,4) 27 (48,2) 316 (76,9) 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
Acidental 4(1,2) 4(2,1) 0 (0,00) 5(1,2) 1,83 (0,48-6,93) 1,46 (0,23-9,23) 2,28 (0,44-10,77) 2,26 (0,34-14,86) 0,00 0,00
Doméstico 85 (35,0) 60 (32,1) 25(44,6) 84 (20,4) 2,32 (1,61-3,33) 2,25(1,48-3,43) 2,03 (1,34-3,07) 1,97 (1,21-3,21) 3,48 (1,83-6,58) 3,63 (1,82-7,25)
Lavoura 16 (6,6) 12 (6,4) 4(7,1) 6 (1,5) 6,11 (2,34-15,94) 9,26 (2,82-30,38) 5,69 (1,91-18,86) 10,06 (1,98-51,09) 7,80 (1,51-34,87) 21,59 (3,16-147,66)
Frequéncia
Nenhuma 143 (63,6) 114 (65,5) 29(56,9) 319 (79,9) 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
Até 1x/semana 52 (23,1) 38(21,8) 14(27,5) 46 (11,5) 2,52 (1,58-4,03) 2,48 (1,50-4,00) 2,31 (1,38-3,83) 2,13 (1,21-3,76) 3,35 (1,51-7,10) 3,15 (1,43-6,97)
> 1x/semana 30 (13,3) 22 (12,7) 8 (15,7) 34 (8,5) 1,97 (1,12-3,45) 2,34 (1,30-4,21) 1,81 (0,96-3,34) 1,97 (0,98-3,97) 2,59 (0,94-6,39) 3,45 (1,32-9,02)
p trend = 0,0001 p trend = 0,0016 p trend = 0,0016
Exposicao a comp.
quimicos misturados***
Néo fez uso 238(94,4) 183(94,8) 55(93,2) 414(97,9) 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
Fez uso 14 (5,6) 10 (5,2) 4 (6,8) 9(2,1) 2,71 (1,07-7,19)  3,83(1,33-11,03) 2,51 (1,01-6,29) 5,22 (1,44-18,97) 3,35(0,73-12,35) 6,51 (1,25-33,99)
Exposicao a distintas
classes quimicas****

Néo fez uso 244 (96,8) 186(96,4) 58(98,3) 420 (99,3) 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
Fez uso 8(3,2) 7 (3,6) 1(1,7) 3(0,7) 4,59 (1,09-27,05) 8,87 (1,55-50,63) 5,27 (1,35-20,6) 18,34 (2,01-167,38) 3,35(1,00-11,23) 8,03 (0,37-174,68)

* OR ajustada por uso de contraceptivos orais na gestacao, idade materna no parto, aleitamento materno, peso ao nascer, cor de pele e escolaridade materna. ** Exceto piretroides.
*** Exposicdo a mais de um componente quimico em um mesmo produto ou produtos distintos. **** Exposicao a tipos diferentes de pesticidas (inseticidas, acaricidas, herbicidas, etc).
Fonte : Dados obtidos por meio do “Estudo Multi-institucional das Leucemias Infantis: Contribuicdo dos Marcadores Imuno-moleculares na Distingéo de Diferentes Fatores Etiopatogénicos”, 2007.
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7 — CONSIDERACOES FINAIS

A leucemia constitui um grupo de doencas raras no que diz respeito as
manifestacdes clinicas, ao diagndstico e ao tratamento. Embora seja rara, a
incidéncia é considerada elevada dentre as neoplasias, principalmente as que
acometem menores de 15 anos.

A taxa de incidéncia varia entre sexo, faixa etaria e grupo étnico. Tem-se
observado ainda diferencas nas taxas entre paises desenvolvidos e em
desenvolvimento, sugerindo aumento na incidéncia em localidades de nivel
sécio-econdmico mais elevado. Diversos fatores podem estar relacionados,
dentre os quais a falta de registro de cancer e a notificagdo dos casos, e
fatores diagndsticos, nutricionais, ambientais e genéticos.

Em paises desenvolvidos tem-se observado uma queda nas taxas de
mortalidade relacionadas a leucemia na infancia desde a década de 70. No
Brasil, o declinio também vem sendo observado em algumas cidades como
Goiania e Rio de Janeiro (capital), o que indica a melhora nos métodos
diagnésticos e o tratamento precoce.

As alteracbes genéticas frequentemente encontradas em células
blasticas, como as fusdes, dele¢bes e translocacbes, subsidiam a distingdo
dentre os subtipos leucémicos. Assim, optamos por investigar a associacao dos
rearranjos do gene MLL com a exposicdo materna a pesticidas e o
desenvolvimento das leucemias em lactentes. Uma vez que acreditamos na
etiologia multifatorial das leucemias, ndo existindo apenas uma causa para
todos os subtipos leucémicos.

O processo de leucemogénese pode ser resultante da constituicdo
genética combinada com as exposi¢des genotoxicas e, consequentemente, a
capacidade de detoxificagcdo de substancias e o reparo de DNA adequado de
cada individuo.

Tais exposicdes ainda durante o periodo pré-concepcional e gestacional,
como a exposicdo materna aos pesticidas, podem culminar nas alteracoes
génicas constituindo o primeiro “golpe”, iniciando o clone pré-leucémico. E,
exposicdes tardias, como as infecgbes, podem desregular o sistema imune,

acarretando as leucemias.
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No presente estudo foi realizada a investigacao dos fatores ambientais e
individuais relacionados as exposi¢cdes maternas durante a gestacdo e o
desenvolvimento de leucemias agudas infantis na populagdo brasileira no
periodo de 1991 a 2007.

Diante dos objetivos propostos e dos resultados obtidos, foram inferidas
as seguintes conclusdes:

A frequéncia de distribuicdo do gene MLL (Mixed Lineage Leukemia)
encontrada na populacdo de estudo de lactentes foi de 70 (27,8%) genes
rearranjados e 119 (47,2%) nado-rearranjados em casos de leucemia. Por se
tratar de um estudo desenvolvido a partir de informagdes oriundas de um
banco nacional, ndo foi possivel estimar a frequéncia dos controles e demais
casos, visto que tais dados ainda nao estavam disponiveis.

Os resultados encontrados na presente investigacdo sugerem que a
exposicao materna a pesticidas se associa ao desenvolvimento da leucemia do
lactente, independentemente da presenca de rearranjos do gene MLL, uma vez
que existe a elevacédo no risco e esta ocorre tanto nos portadores do rearranjo
no gene (MLL") quanto nos ndo portadores (MLL). Entretanto, vale ressaltar
que o rearranjo do gene MLL é considerado um marcador para a leucemia em
lactentes, ndo tendo sido encontrada a modificagcdo do efeito na presenca do
rearranjo do gene em nossa populacéo de estudo.

Apoiam ainda as possiveis contribuicbes das exposi¢cdes quimicas na
gravidez, principalmente a pesticidas, e dos habitos de vida e consumo de
servicos de saude durante a gestacdo relacionados ao processo de
leucemogénese infantil.

Sendo assim, ensejamos que o0 presente estudo venha contribuir para a
Saude Publica de modo a direcionar estratégias publicas de prevencéo para a
populacdo brasileira, visto que aprofunda o conhecimento acerca das
interacbes genético-ambientais. Desse modo, ressaltamos a importancia da
salude e dos cuidados maternos ainda na gestacdo, no que tange as
exposicdes que podem culminar no desenvolvimento das leucemias na

infancia.
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9 — APENDICES

9.1 — Modelo de Anélise Fatorial (casos e controles )

As analises de componentes principais e fatorial foram realizadas no
conjunto de casos e controles, onde se observou teste de KMO de 0,75 e o
teste de esfericidade de Bartlett mostrou qui quadrado de 5853.782 (171 graus
de liberdade, p< 0,0001), significativo. A analise de componentes principais
revelou que 49% do total da variancia do modelo foi explicada por quatro

fatores, sendo estes identificados a partir dos critérios de Kaiser e Eigeinvalue
(Fig. 1).

Figura 1 — Scree Plot de eigenvalue para cada componente extraido em
fatores de dados obtidos no questionario respondido pelas mées de 833

criangas.

Eigenvalue

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
1 2 F @ & B 78 8 A0 11 12 A3 14 45 16 A7 18 18

Component Number

A rotacdo varimax (Fig.2) apresentou cargas fatoriais mais elevadas no
primeiro fator constituido das variaveis: fumo materno durante a gestacao;
consumo de fumo materno no 1°, 2° e 3° trimestre da gestacao; e residir com
fumantes durante a gestacdo. Por estas caracteristicas, tendo explicado 21%
da variancia, este fator foi denominado condi¢cdes associadas ao habito de

fumar na gravidez.
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Figura 2 — Componentes em rotac&o varimax.

RN
LEOdh EXPMOTOR
| FOCOMNTPEST
USODROGMORACFUM
$xo 8Y O FUMOGEST |
o TNTCAB  gronsFaTR
T COMNSPITRICONSEITRI

Component 2
]
7

1,0
=t a0
0o a5 qgan 98 2
X : § nt
Component 1 GumP.f“e

O segundo fator, responsavel por 11,4% da variancia, foi composto pela
exposicdo materna a pesticidas, inseticidas e herbicidas; poeiras (metalicas,
areia, cimento, concreto, madeira, carvao, fuligem, algodao, & e/ou fibra de
vidro); 6leos (lubrificantes, fluido de corte, mineral e/ou outros); motores (ou
magquinas movidas a gasolina, diesel, alcool, combustiveis, coque, carvao,
plastico, madeira e/ou outros); solventes (e desengraxantes, aguarraz,
tricloroetileno, percloroetileno e/ou outros); tintas; e outras substancias
quimicas (creosoto, asfalto ou betume, acido cloridrico ou sulfarico, colas e/ou
outros), recebendo o nome de exposi¢cdo ambiental e ocupacional materna na
gestacao.

O terceiro fator contabilizou 9% da variancia foi constituido pelas
variaveis parto e anestesia, logo este foi intitulado assisténcia obstétrica. E o
quarto fator, composto pelo exame radiolégico e ultrassonografico, uso de
drogas pela mée e tingimento capilar materno e paterno, foi denominado como
habitos de vida e acesso a servicos de saude contribuindo com 7% da
variancia do modelo. A tabela abaixo apresenta as cargas fatoriais apés a

rotacao varimax.
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Condigbes Exposicao o Habitos de Vida e
Variaveis associadas ao habito ambiental ou ASSlSt,en_Cla Acesso a servigos
de fumar na gravidez ocupacional Obstetrica de saude

Fumo durante a gestacao 0,966 - 0,049 0,006 0,038
Consumo de fumo no 1° trimestre 0,981 - 0,059 0,017 0,040
Consumo de fumo no 2° trimestre 0,982 - 0,050 0,006 0,028
Consumo de fumo no 3° trimestre 0,974 - 0,044 - 0,014 0,031
Morar com fumantes durante a gestacao 0,360 0,075 -0,136 0,248
Contato materno durante a gestacéo com pesticidas - 0,053 0,384 - 0,096 0,109
Contato materno durante a gestacdo com poeiras -0,034 0,574 - 0,013 0,075
Contato materno durante a gestagdo com 6leos - 0,036 0,606 0,063 0,037
Contato materno durante a gestacdo com motores - 0,091 0,601 0,053 - 0,277
Contato materno durante a gestacdo com solventes - 0,080 0,530 0,176 0,005
Contato materno durante a gestagéo com outras

substancias quimicas - 0002 0658 0033 -0.057
Contato materno durante a gestagéo com tintas - 0,078 0,447 - 0,031 0,122
Parto - 0,053 0,058 0,903 0,019
Anestesia -0,014 0,072 0,898 0,083
Ultrassonografia - 0,034 0,042 0,126 0,492
Radiografia - 0,068 -0,121 0,154 0,433
Uso de drogas materno durante a gestagéo 0,101 0,074 - 0,148 0,554
Tingimento capilar materno 0,124 0,085 0,033 0,474
Tingimento capilar paterno 0,056 0,028 - 0,053 0,442
% Variancia Explicada 21,1 11,4 9,2 7,1

% Cumulativo 21,1 32,5 41,7 48,8

Fonte: Dados obtidos por meio do “Estudo Multi-institucional das Leucemias Infantis:

Contribuicdo dos Marcadores Imuno-moleculares na Distincdo de Diferentes

Etiopatogénicos”.

9.2 — Modelo de Anélise Fatorial (casos)

Fatores

Procedemos a analise separadamente de casos e controles. Nos casos,

o teste KMO observado foi também de 0,75, considerado adequado para
analise fatorial e o de Bartlett, significativo (p< 0,0001). Foram identificados trés
fatores a partir do critério de Kaiser e eigenvalue (Fig. 3). Estes fatores

explicam 50% da variancia do conjunto de dados.
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Figura 3 — Scree Plot de eigenvalue para cada componente extraido em
fatores de dados obtidos no questionéario respondido pelas mées de 292 casos
de leucemias da infancia.
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Apbs a rotacao varimax (Fig.4), as cargas fatoriais foram organizadas na
tabela 2. O primeiro fator representou 27% do total da variancia. Foi
denominado condicdes associadas ao habito de fumar na gravidez devido a
sua composicao: fumo materno durante a gestacao; consumo de fumo materno

no 1° 2° e 3° trimestre da gestacdo; e residir com fumantes durante a
gestacéao.

Figura 4 — Componentes em Rotagao Varimax.
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O segundo fator compreendeu a exposicdo materna a poeiras; 06leos;
motores; solventes; tintas; e outras substancias quimicas. Por estas
caracteristicas, este fator explicando 14% da variancia, foi denominado de
exposicao ambiental e ocupacional materna na gestacao.

O terceiro fator contabilizou 9% da variancia foi constituido pelo exame
radiologico e ultrassonografico, anestesia e tingimento capilar materno, tendo
sido denominado como hébitos de vida e acesso a servigos de saude (Tabela
2).

Tabela 2 — Carga fatorial obtida apds rotacdo Varimax.

Condig6es associadas Exposicao Habitos de Vida e
Variaveis ao habito de fumar na ambiental ou Acesso a servicos
gravidez ocupacional de salde

Fumo durante a gestagéo 0,950 - 0,039 0,021
Consumo de fumo no 1° trimestre 0,977 - 0,032 0,014
Consumo de fumo no 2° trimestre 0,974 - 0,029 - 0,025
Consumo de fumo no 3° trimestre 0,963 - 0,023 -0,045
Morar com fumantes durante a gestagéo 0,428 0,034 0,126
Contato materno durante a gestacdo com poeiras - 0,089 0,521 0,026
Contato materno durante a gestagdo com 6leos - 0,055 0,605 0,102
Contato materno durante a gestacdo com motores 0,075 0,687 - 0,284
Contato materno durante a gestacdo com solventes 0,017 0,601 0,164
Contato materno durante a gestacdo com outras 0,147 0,603 - 0,069
substancias quimicas

Contato materno durante a gestacdo com tintas - 0,106 0,391 0,218
Ultrassonografia 0,118 - 0,082 0,614
Radiografia 0,016 - 0,010 0,312
Anestesia -0,154 0,218 0,569
Tingimento capilar materno 0,109 0,103 0,652
% Variancia Explicada 26,8 13,7 9,3

% Cumulativo 26,8 40,5 49,8

Fonte: Dados obtidos por meio do “Estudo Multi-institucional das Leucemias Infantis:
Contribuicdo dos Marcadores Imuno-moleculares na Distincdo de Diferentes Fatores
Etiopatogénicos”.
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9.3 — Modelo de Anélise Fatorial (controles)

Na analise dos controles, o teste KMO observado foi de 0,79, assim
como nos casos foi considerado adequado para andlise fatorial e o de Bartlett,
também significativo (p< 0,0001). O melhor modelo explicativo, contabilizando
55% da variancia, foi formado por dois fatores a partir do critério de Kaiser e

eigenvalue (Figura 5).

Figura 5 — Scree Plot de eigenvalue para cada componente extraido em
fatores de dados obtidos no questionario respondido pelas méaes de 541

controles.
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A tabela 3 mostra os dois fatores extraidos e a carga fatorial atribuida. O
primeiro foi intitulado condi¢cdes associadas ao habito de fumar na gravidez e
explicou 35% da variancia do conjunto de dados e contemplou as seguintes
variaveis originais: fumo durante a gestacado e o consumo de fumo no 1°, 2° e

3° trimestre.



Tabela 3 — Carga fatorial obtida apés rotacédo Varimax.
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Variaveis

Fumo durante a gestacao

Consumo de fumo no 1° trimestre

Consumo de fumo no 2° trimestre

Consumo de fumo no 3° trimestre

Contato materno durante a gestagdo com pesticidas

Contato materno durante a gestacdo com poeiras
Contato materno durante a gestagao com 6leos

Contato materno durante a gestagcdo com motores

Contato materno durante a gestagao com solventes

Contato materno durante a gestagdo com outras substancias quimicas

Contato materno durante a gestagao com tintas

% Variancia Explicada

% Cumulativo

Condigdes Exposicao
associadas ao héabito ambiental ou
de fumar na gravidez ocupacional

0,980 -0,018
0,985 - 0,030
0,987 -0,028
0,978 - 0,022
- 0,081 0,377
- 0,025 0,600
-0,022 0,595
0,059 0,585
- 0,102 0,534
-0,044 0,674
- 0,054 0,479
35,333 19,638
35,333 55,048

Fonte: Dados obtidos por meio do “Estudo Multi-institucional das Leucemias Infantis:

Contribuicdo dos Marcadores

Etiopatogénicos”.

Imuno-moleculares na Distincdo de Diferentes Fatores

O segundo fator, responsavel por 20% da variancia, foi composto pela

exposicdo materna a pesticidas, inseticidas e herbicidas; poeiras; o0leos;

motores; solventes; tintas; e outras substancias quimicas, recebendo o nome

de “exposicao ambiental e ocupacional materna durante a gestacao”. Ambos os

componentes estao representados abaixo, apos rotacéo (Fig.6).

Figura 6 — Componentes em Rota¢ao Varimax.
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10 — ANEXOS



