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RESUMO

AVALIAC}AO DE MARCADORES GENETICOS ASSOCIADOS A
DETOXIFICACAO DE XENOBIOTICOS E AO ESTRESSE OXIDATIVO NA
EVOLUC;AO DE PACIENTES COM LEUCEMIA LINFOIDE AGUDA DA
INFANCIA NO ESTADO DA BAHIA — BRASIL. Silvana Sousa da Paz. As
leucemias sdo malignidades hematopoiéticas, caracterizadas por subgrupos
biologicamente distintos, sendo os tipos mais frequentes de canceres em
criangas e adolescentes. Polimorfismos em genes de enzimas que
metabolizam xenobidticos podem estar relacionados com a inser¢des/delecdes,
polimorfismos de nucleotideo simples (SNP’s) e variacdes no nimero de copias
e tém sido relacionados com a patogénese de algumas neoplasias
hematoldgicas, como a leucemia linféide aguda (LLA). O objetivo deste estudo
foi o de determinar as frequéncias de polimorfismos em genes associados ao
estresse oxidativo e metabolismo de xenobioticos (GSTT1, GSTM1, CYP2EL,
NQO1 e MPO), em pacientes pediatricos com LLA, associando-as a aspectos
clinicos e marcadores de evolucao da doenca. A casuistica foi composta por 37
pacientes pediatricos seguidos na clinica ONCO e tratados pelo protocolo
GBTLI-LLA 93. O perfil hematoldgico dos pacientes foi realizado ao diagndstico
e durante o tratamento e os polimorfismos génicos foram investigados por
reagdo da polimerase em cadeia - polimorfismo de tamanho de fragmento de
restricdo (PCR-RFLP) e por reacdo da polimerase em cadeia multiplex (PCR
Multiplex). As analises estatisticas apresentaram significancia para os valores
de leucécitos totais nos D1 e D7 (p= 0,0016) e nos D1 e D14 (p= 0,0059);
linfécitos nos D1 e D7 (p= 0,0088) e D1 e D14 (p= 0,0101); segmentados
neutroéfilos nos D1 e D7 (p= 0,0033) e D1 e D14 (p= 0,0252); blastos periféricos
D1 e D7 (p< 0,0001) e D1 e D14 (p< 0,0001) e; para a contagem de blastos na
medula éssea (MO) nos D1 e D15 (p<0,0001), D1 e D28 (p< 0,0001) e D15 e
D28 (p= 0,0005). As frequéncias alélicas e genotipicas para 0s genes
estudados estavam em equilibrio de Hardy-Weinberg. A mutacdo do gene MPO
foi associada a infiltracdo da MO (p= 0,0473) e presenca de blastos no liquor
(p= 0,0473). O polimorfismo do gene GSTT1 foi associado a contagem de
leucécitos (p= 0,014) e plaguetas (p= 0,0034) no D1 e a contagem de
leucdcitos (p=0,037) e segmentados neutrdfilos (p= 0,0008) no D7. A presenca
do polimorfismo no gene NQOL foi associado a infiltracdo da MO (p= 0,0410) e
a presenca de blastos no liquor (p= 0,0410). Entretanto, o polimorfismo NQO1
apresentou associacdo com a presenca de palidez (p=0,0096). Os dados
encontrados corroboram em parte com dados encontrados na literatura, sendo
necesséria a realizagcdo de um estudo com numero maior de pacientes para
confirmacédo dos achados relacionados aos genes investigados e a LLA.

Palavras-chave: Leucemia linfoide aguda da crianca, polimorfismos génicos,
Glutationa S-Transferase (GSTT1, GSTM1), NAD(P)H: quinona oxirredutasel
(NQO1), Citocromo P450 (CYP2EL1), e Mieloperoxidase (MPO).



ABSTRACT

EVALUATION OF GENETIC MARKERS ASSOCIATED WITH XENOBIOTICS
DETOXIFICATION AND OXIDATIVE STRESS IN THE EVOLUTION OF
PATIENTS WITH CHILDHOOD ACUTE LYMPHOBLASTIC LEUKEMIA IN
THE STATE OF BAHIA - BRAZIL. Silvana Sousa da Paz. Leukemia is
characterized by biologically distinct subgroups and is the most frequent
hematological malignity in childhood. Polymorphisms in genes of enzymes that
metabolize xenobiotics may be related to insertions/ deletions, single nucleotide
polymorphisms (SNP's) and gene copies variation and have been related to the
pathogenesis of some hematologic malignancies, including acute lymphoblastic
leukemia (ALL). The aim of this study was to investigate genes polymorphisms
associated with the oxidative stress and xenobiotic metabolism (GSTT1,
GSTM1, CYP2E1, NQO1 and MPO) in a group of childhood ALL patients,
associating them with clinical evolution and prognostic markers. The casuistic
was compound by 37 pediatric patients followed and treated at the clinic ONCO
with the protocol GBTLI-LLA 93. The hematological profile of patients was
performed at diagnosis and during treatment and gene polymorphisms were
investigated by Polimerase Chain Reaction - Restriction Fragment Length
Polymorfism (PCR-RFLP) and Polimerase Chain Reaction Multiplex (Multiplex
PCR). Statistical analyses were significant for values of total leukocytes in D1
and D7 (p= 0.0016) and in D1 e D14 (p= 0.0059); lymphocytes in D1 and D7
(p=0.0088), D1 and D14 (p= 0.0101); neutrophils in D1 and D7 (p= 0.0033), D1
and D14 (p= 0.0252). It was also find statistical significance at the number of
peripheral blasts in D1 and D7 (p< 0.0001), D1 and D14 (p< 0.0001); the blast
count in bone marrow (BM) in D1 and D15 (p<0.0001), D1 and D28 (p< 0.0001)
and D15 and D28 (p= 0.0005). The allelic and genotypic frequencies of all gene
polymorphism investigated were in Hardy-Weinberg equilibrium. The MPO gene
mutation was associated with infiltration of the BM in D28 (p= 0.0473) and the
presence of blasts in the CSF (p= 0.0473). The GSTT1 gene polymorphism was
associated with leukocyte (p= 0.014) and platelet counts (p= 0.0034) in D1 and
with leukocytes (p=0,037) and neutrophils counts (p= 0.0008) in D7. The NQO1
gene polymorphism presence was associated with BM infiltration at D28 (p=
0.0410) and the presence of blasts in the CSF (p= 0.0410). However, the NQO1
polymorphism was associated with the presence of pallor (p=0.0096). Result
described here corroborated in part with previous described data, being
necessary to carry out additional study with a larger number of patients to
confirm the finding related to genes polymorphism investigated and the clinical
evolution of ALL patients.

Keywords: childhood acute lymphoblastic leukemia; gene polymorphisms;
Glutatione S-transferase (GSTT1 and GSTM1 genes); NAD(P)H:quinone
oxidoreductase 1 (NQO1); Cytochrome P450 (CYP2E1), and Myeloperoxidase
(MPO).
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1.1. LEUCEMIAS: ASPECTOS GERAIS
As leucemias constituem um grupo heterogéneo de malignidades

hematopoiéticas, que incluem subgrupos diversos e biologicamente distintos

(COLE & RODU, 2001).

As leucemias agudas tém inicio abrupto e caracterizam-se pela parada
de maturacdo das células precursoras, resultando em acumulo macico das
células blasticas. Em contraste, as leucemias crénicas tém inicio insidioso e
decorrem da expansao excessiva de determinado tipo de células diferenciadas,
muitas vezes em consequéncia de disfuncbes no mecanismo apoptético
(ZAGO et al., 2005).

As leucemias linfociticas agudas séo caracterizadas pela proliferacéo e o
acumulo de linfoblastos na medula éssea com supressdo da hematopoese
normal, sendo comum o0 aparecimento de anemia, neutropenia e
plaquetopenia. Além disso, a infiltracdo celular extramedular contribui para a
ocorréncia de esplenomegalia, hepatomegalia, linfoadenopatia, podendo o
paciente apresentar também o comprometimento de meninges, gbnadas e
sistema nervoso central (SNC) (FALCAO & REGO, 2004). Nas leucemias
linfociticas crbnicas, os pacientes podem ser assintomaticos ou apresentar
curso clinico indolente podendo ser acompanhados ambulatorialmente
(YAMAMOTO & FIGUEIREDO, 2005).

As leucemias mieloides agudas (LMA) sdo caracterizadas pela presenca
de um clone neoplasico que suprime a multiplicacdo e a diferenciacdo das
linhagens celulares normais, levando habitualmente a anemia, neutropenia e
plaquetopenia, que podem ser reversiveis (FALCAO & REGO, 2004).

A origem da leucemia linfocitica aguda (LLA), o cancer mais comum em

7z

idade pediatrica, é bastante complexa, podendo ser explicada por uma
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combinacédo de fatores genéticos e exposicdo ambiental (KRAJINOVIC et al.,
2001) a xenobidticos, que sdo substancias quimicas estranhas ao sistema
biolégico e incluem os compostos naturais, drogas, agentes ambientais e

agentes cancerigenos (TASPINAR et. al., 2008).

1.2. CLASSIFICAQAO DAS LEUCEMIAS

De acordo com a classificacdo atual das leucemias, tanto as leucemias
agudas quanto as crbnicas sao subdivididas em linféides e mieléides com base
na linhagem celular comprometida (ZAGO et al., 2005).

A era moderna para a classificacdo de leucemias agudas iniciou em
1976, quando surgiram duas propostas. Uma delas foi publicada pelo grupo
cooperativo de hematologistas e hematopatologistas da Franca, Estados
Unidos da América (EUA) e Gra-Bretanha e foi designada classificacdo Franco-
Americo-Britanico (FAB). A classificacdo FAB foi inicialmente baseada nos
aspectos morfolégicos e citoquimicos e, posteriormente, passou a adotar
critérios imunofenotipicos (FARIAS et al, 2007). De acordo com esta
classificacdo, as leucemias agudas estdo divididas em Leucemia Mieldide
Aguda (LMA MO a M7) e Leucemia Linfocitica Aguda (LLA- L1, L2 e L3).

O termo leucemias crbénicas abrange a Leucemia Linfocitica Crbnica
(LLC) e a Leucemia Mieléide Crénica (LMC) (COLE & RODU, 2001), que
incluem a LMC classica, com cromossomo Philadelphia®, Leucemia Neutrofilica
Crbnica, Leucemia Eosinofilica Cronica, Leucemia Mielomonocitica Juvenil e a

Leucemia Mielomonocitica Cronica (FALCAO & REGO, 2004).

Atualmente a proposta da Organizacdo Mundial de Saude (OMS), que
foi publicada em 2001 e revisada em 2008 (WEINBERG, 2009), classifica os

tumores dos tecidos linfoides e hematopoiéticos, tendo como base os dados
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citogenéticos e moleculares associando-os aos critérios clinicos, fato que torna
as anormalidades cromossdmicas pontos importantes na classificagéo,
diagnostico e tratamento das leucemias agudas (FARIAS et al., 2007) (Quadro

1).

1.3. EPIDEMIOLOGIA

As leucemias correspondem ao tipo de cancer mundialmente mais
frequente em criancas e adolescentes (PUI et al., 2001) O estudo europeu de
STELIAROVA-FOUCHER e cols. (2004) coloca as leucemias como as
neoplasias mais frequentes em criancas, sendo seguidas pelos tumores de
SNC e linfomas.

Nos EUA, no periodo de 2001 e 2003, as leucemias corresponderam a
26,3% de todos os tumores infantis, seguidos pelos tumores de SNC (17,6%) e
linfomas (14,6%) (LI et al., 2008). Em 2010, estimou-se que 24.690 homens e
18.360 mulheres seriam diagnosticados com leucemia e 21.840 iriam a 6bito no

mesmo ano (SEER Céncer, 2010).

No Brasil, estima-se para 0 ano de 2012 o surgimento de 8.510 casos
novos de leucemias, ocupando, entre os tipos de neoplasias mais incidentes, a
82 e 102 posicoes em homens e mulheres, respectivamente, na regido
Nordeste. No estado da Bahia, a estimativa abrange 420 casos novos, sendo

110 na cidade de Salvador, no ano de 2012 (INCA — estimativas, 2012).
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Quadro 1. Classificacdo da OMS para os tumores dos tecidos linféides e
hematopoiéticos

Doencas mieloproliferativas crénicas
leucemia mieldide crénica
leucemia neutrofilica crénica
leucemia eosinofilica crénica (sindrome hipereosinofilica)
Doencas mielodisplasicas/mieloproliferativas
leucemia mielomonocitica crénica (LMMC)
leucemia mieldide crbnica atipica
leucemia mielomonocitica juvenil
Leucemias miel6ides agudas
leucemia mieldide aguda minimamente diferenciada
leucemia mieldide aguda sem maturacéo
leucemia mieléide aguda com maturacao
leucemia mielomonocitica aguda
leucemias monoblastica e monocitica agudas
leucemia eritréide aguda
leucemia megacarioblastica aguda
leucemia basofilica aguda
Leucemias agudas de linhagem ambigua
leucemia mieldide aguda (LMA)
LMA com anomalias citogenéticas recorrentes
LMA com translocagéo (8;21) (922; q22), (LMAL1/ETO)

LMA com inversao (16) (p13 g22) ou t (16;16) (p13; g22), (CBFb/MYH11)
leucemia promielocitica aguda (LMA com t(15;17) (q22; 912), PML/RARQ)
LMA com anomalias (11923) (MLL)

LMA com displasia multilinear com e sem sindrome mielodisplasica pregressa
Neoplasias de células linféides B precursoras
leucemia linfoblastica de precursor B
Neoplasias de células linféides B maduras
leucemia linfocitica crénica/linfoma linfocitico
leucemia prolinfocitica B
Neoplasias de células linféides T e Natural Killer (NK) precursoras
leucemia linfoblastica de precursor T
Neoplasias de células T e NK maduras
leucemia prolinfocitica T
leucemia linfocitica de grandes células T granulares
leucemia agressiva de células NK
leucemia/linfoma de células T do adulto (HTLV1 +)
Mastocitoses
leucemia mastocitica
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1.4. TRATAMENTO DAS LEUCEMIAS

As leucemias agudas estdo associadas a taxas elevadas de morbi-
mortalidade, com tratamento realizado por protocolos complexos, constituidos
de combinacdes de drogas, transfusfes e interna¢des, gerando custos clinicos
assistenciais elevados (BOING et al., 2007). A capacidade das células
neoplasicas em evitar a apoptose e sua resisténcia aos agentes
antineoplasicos ainda sdo considerados como as principais causas de fracasso
nos tratamentos (KOSCHEK et al., 2007). A maioria das drogas utilizadas
atualmente age de forma citotoxica e/ou citostatica, com acao na replicacédo do

DNA, transcricdo de RNA, sintese e ciclo celular e pertencem as mais variadas
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classes de quimioterapicos (Quadro 2).

Quadro2. Principais grupos de drogas utilizadas atualmente no tratamento de leucemias

DROGA

FUNCAO

REFERENCIA

Alquilantes

promove a alquilagdo do DNA no interior do nudcleo
levando a morte celular

CHU & SARTORELLI, 2005

Antimetabdlitos

competem com os metabolitos necessarios para as
reacdes bioquimicas, inibindo as fungdes normais
da célula

CHABNER et al., 2006

Antitubulinicos

inibem a formac&o dos microtibulos com
manutengdo da célula em metéfase e indugdo da
apoptose

CHABNER et al., 2006

Inibidores da Topoisomerase |
ell

lesam o DNA pela inibi¢cdo da ligacdo covalente
entre as moléculas

CHABNER et al., 2006

Antibiéticos antitumorais

blogueiam a sintese de DNA e/ou RNA provocando
ruptura das fitas; ligam-se as membranas celulares
alterando sua fluidez e transporte produzindo
radicais livres

CHU & SARTORELLI,
2005CHABNER et al., 2006

Estimulantes da diferenciacéo
celular

reduzem a hematopoese policlonal

CHABNER et al., 2006

Hormonios

atuam no DNA como agonistas ou antagonistas do
crescimento celular

CHU & SARTORELLI, 2005

Anticorpos monoclonais

induzem apoptose; citotoxidade anticorpo-
dependente; citotoxidade complemento-
dependente.

CHABNER et al., 2006

Agentes enzimaticos

agem como inibidores de vias de sinalizacdo em
genes especificos; inibem a sintese de proteinas.

CHU & SARTORELLI, 2005




1.5. METABOLISMO DE XENOBIOTICOS E POLIMORFISMOS GENICOS

Xenobiodticos sao substancias quimicas que sdo estranhas ao sistema
bioldgico, incluindo os compostos naturais, drogas, agentes ambientais e
agentes cancerigenos. Os efeitos adversos de xenobidticos sdo exercidos por
meio de interagBes covalentes entre metabdlitos intermedidrios e o material
genético ou proteinas (TASPINAR et al., 2008).

Todos 0s organismos sdo constantemente expostos a xenobibticos
diferentes, tais como produtos quimicos industriais, pesticidas e poluentes,
produtos de pir6lise em alimentos cozidos, alcaldides, metabdlitos secundarios
de plantas, toxinas produzidas por outros organismos e medicamentos diversos
(GRA et al., 2010). As criancas podem ser, particularmente, vulneraveis as
toxinas ambientais devido ao metabolismo ainda imaturo, taxa maior de divisao
celular e crescimento (KRAJINOVIC et al, 2002).

As reacfes enzimaticas necessarias ao metabolismo dos xenobidticos
lipofilicos com a finalidade de evitar o acimulo destes nas células e tecidos
podem ser divididas em duas fases distintas (TASPINAR et al., 2008). Os toxicos
ambientais a que um individuo é exposto séo biotransformados e eliminados do
organismo ap0s a conversdo metabdlica mediada por enzimas de fase |, que
catalisam reacdes de hidroxilacdo, reducdo e oxidacdo de xenobidticos, com
conversdo em compostos mais ativos ou téxicos; e enzimas de fase Il, que
catalisam reacdes de conjugacéo (glucuronidacgéo, acetilagdo, metilagado), com
conversdo dos metabdlitos em produtos ndo-reativos e solGveis em agua, que

séo eliminados mais facilmente do organismo (KRAJINOVIC et al., 2001).
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[ XENOBIOTICO ]

!

[ Enzimas de fase | ]

— [ Desativacao ] — [ Produto inativo ] —

o [ Enzimas de fase I ]

[ Intermediario reativo ]

T [ Interagdo com o DNA ] — Alteragbes em proto- | —,

oncogenes e genes
supressores de
tumores

Figura 1: Sequéncia dos efeitos bioldgicos ocorridos nas reacdes de biotransformacao dos xenobiéticos.
Adaptado de: Losi-Guembarovski & Cdlus, 2001

Os polimorfismos génicos em enzimas que metabolizam xenobioticos
tém sido postulados como relevantes na patogénese de algumas neoplasias,
como a LLA (VIJAYAKRISHNAN & HOULSTON, 2010). A atividade dessas
enzimas pode sofrer alteracdo em decorréncia de insercOes/delecoes,
polimorfismos de nucleotideo simples (SNP’s) e variagbes no niumero de copias
génicas com risco maior de reagcOes adversas a medicamentos e ocorréncia de
algumas doencas, incluindo o cancer (GRA et al., 2010).

A familia de genes do citocromo P450 (CYP450) catalisa a fase | do

metabolismo e estad envolvida na detoxificagdo de uma variedade ampla de



xenobidticos, como os carcindgenos ambientais, agentes quimioterapicos e de
espécies reativas de oxigénio. O gene CYP1Al é polimérfico e codifica a
enzima CYP1lAl e catalisa a bioativacdo de hidrocarbonetos policiclicos
aromaticos (TASPINAR et al.,, 2008). Os membros da familia CYP2
metabolizam a maioria dos farmacos utilizados na préatica clinica e séo
conhecidos por serem responsaveis por reacdes adversas a medicamentos
(GRA et al., 2010).

As enzimas CYP1 e CYP2 ativam os xenobiéticos, transformando-os
em metabdlitos intermediarios altamente ativos. Estes metabdlitos genotdxicos
gerados sao substratos para a biotransformacdo subsequente mediada por
enzimas de fase Il, como a NAD(P)H: quinona oxidorredutase 1 (NQO1) e
glutationa S-transferases (GSTs) (GRA et al.,, 2010), responsaveis pela
conjugacao de glutationa ou glicuronideo com eletréfilos reativos (TASPINAR
et al., 2008). Além disso, a enzima CYP2el reduz efetivamente a concentracéo
de espécies reativas de oxigénio (ROS) contribuindo, assim, para a
peroxidacao lipidica e estresse oxidativo (KRAJINOVIC et al, 2002).

As Glutationa S-transferases (GSTs) sao enzimas expressas em tecidos
de mamiferos e tém ampla especificidade de substrato. Sdo divididas em oito
classes génicas que codificam enzimas citosélicas e genes microssomais: alfa
(a) (GSTA), mi (M) (GSTM), pi (1) (GSTP), theta (B) (GSTT), zeta (z) (GSTZ),
sigma (0) (GSTS), 6mega (w) (GSTO) e kappa (k) (GSTK) (PALODETTO et al.,
2010). Os genes que codificam as GSTs sao altamente polimoérficos e estéo
envolvidos no metabolismo de inGmeros xenobidticos, como 0s carcinébgenos
ambientais, agentes quimioterapicos e ROS. Em humanos, duas dessas

subclasses, a GSTM1 e a GSTT1, apresentam variabilidade genética bastante
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discutida na literatura. As frequéncias dos alelos polimérficos GSTs, em
especial o GSTT1 e o GSTM1 foram associadas a varios tipos de cancer
(TASPINAR et.al., 2008). Os homozigotos para alelos nulos (supressao) de
GSTM1 e GSTT1 tém auséncia de atividade da enzima respectiva e néao
conjugam metabdlitos ou toxinas especificas para essas enzimas. Diversos
estudos mostram que a formacdo de adutos de DNA e as taxas de mutacgéo
somatica estdo aumentadas nesses individuos (VIJAYAKRISHNAN &
HOULSTON, 2010). Dessa forma, os polimorfismos em genes GSTs poderiam
constituir fatores que afetam a toxicidade induzida por drogas (IMANISHI et al.,
2007).

A enzima de detoxificagdo quinona oxido-redutase (NQO1) ¢é
amplamente expressa na fase Il e estd envolvida na resposta celular ao
estresse oxidativo e irradiacdo, com a funcdo de proteger as células contra a
mutagenicidade de radicais livres de oxigénio e metabdlitos toxicos (GRA et al.,
2010). Dado o papel de NQO1, os individuos que possuem diminuicdo ou
nenhuma atividade da enzima seriam mais suscetiveis aos efeitos toxicos e
carcinogénicos de quinonas e compostos nitroaromaticos (KRAJINOVIC et al,
2002). MutacBes no gene NQOL1 que codifica a quinona oxido-redutase tém
sido descritas, sendo que o polimorfismo NQO1*2 C609T, leva a substituicao
do aminoacido P187S, o que causa uma perda completa da atividade
enzimatica (BARRAGAN et al., 2006).

Outra enzima envolvida no controle do estresse oxidativo é a
mieloperoxidase (MPO). A MPO é uma enzima lisossomal altamente expressa
em células da medula 0ssea. Ela ativa substancias cancerigenas do fumo do

tabaco, como o0 benzopireno e aminas aromaticas, para intermediarios
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altamente reativos e contribui para o estresse oxidativo, catalisando a formacéo
de radicais livres. A mutacdo de -463 G > A presente na regidao promotora
pode alterar a expressao do gene da MPO, anulando o sitio de ligacéo do fator
de transcricdo SP1. Recentemente, foi relatado que a transcricdo maior do
alelo comum do gene MPO estava associada ao risco de leucemia em adultos
com o cancer de pulméao e alguns disturbios neurolégicos (KRAJINOVIC et al,

2002).
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2.Justificativa
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Ha evidéncias crescentes de que a predisposi¢do para leucemia aguda
esta associada a exposicdo a produtos quimicos, como benzeno e agentes
quimioterapicos. As enzimas envolvidas no metabolismo dessas substancias
cancerigenas tém sido estudadas como fatores de risco potenciais para o
desenvolvimento da doenca (YE et al., 2005). Os genes que codificam enzimas
do metabolismo de carcinégenos, enzimas do metabolismo do acido félico e
proteinas de reparo do DNA, entre outros, tém sido avaliados como genes de
susceptibilidade para a LLA na infancia (VIJAYAKRISHNAN & HOULSTON,
2010).

As enzimas metabolizadoras de xenobidticos sdo responsaveis pelo
metabolismo de drogas, incluindo quimioterapicos, como agentes alquilantes,
agentes intercalantes e antraciclinas (BARRAGAN et al., 2006); portanto, essas
enzimas podem desempenhar papel importante na determinacdo da
suscetibilidade aos efeitos toxicos dos produtos quimicos, e também podem
influenciar a resposta do tumor as drogas anticancer (HAN et al., 2010). Muitas
dessas enzimas s@o geneticamente polimérficas e esses polimorfismos podem
determinar variacfes nas respectivas atividades enzimaticas, com modificacao
da resposta ao tratamento, resisténcia ou toxicidade relacionada a droga
(BARRAGAN et al., 2006).

Indmeros polimorfismos nos genes CYP e GST tém sido associados
com a auséncia ou diminuicdo da atividade enzimatica. Alguns estudos tem
associado a presenca destes polimorfismos génicos e alteracdo na capacidade
das respectivas enzimas em metabolizar produtos quimicos cancerigenos e
mutagénicos, fato que pode influenciar na susceptibilidade dos individuos ao

cancer (TASPINAR et al., 2008).
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Polimorfismos no gene CYP1Al tém sido extensivamente estudados,
especialmente em relagdo a suscetibilidade ao cancer. O aumento da atividade
enzimatica est4d associada ao nivel maior de formacdo de DNA-aduto e
aumento dos riscos para determinados tipos de canceres, incluindo as
leucemias (TASPINAR et al., 2008). Outras variantes genéticas metabdlicas
que tém sido investigadas como fatores de risco para LLA incluem
polimorfismos nos genes NQO1, NAD(P)H: quinona oxidoredutase, uma
enzima citosolica que catalisa a reducdo de quinonas e previne a sua
participagdo no ciclo redox e, portanto, no estresse oxidativo.
(VIJAYAKRISHNAN & HOULSTON, 2010). Outro gene envolvido no estresse
oxidativo e que ja foi associado ao risco aumentado de leucemia em adultos é
o da MPO (KRAJINOVIC et al., 2002).

Os polimorfismos nos genes das GSTs (GSTM1, GSTP1 e GSTT1)
foram descritos como fatores de risco para a leucemia aguda por BASU e cols.
(1997) e por CHEN e cols. (1997). Desde entao, varios estudos tém confirmado
ou refutado associacdo entre os polimorfismos no gene GST e o risco de
leucemia aguda (YE et al., 2005).

Desta forma, serd importante a investigacdo das frequéncias em genes
associados ao metabolismo de xenobibticos e ao estresse oxidativo, uma vez
que as frequencias alélicas e génicas variam nas diferentes populacdes. Além
disso, a investigacdo desses marcadores em um grupo de criangas com LLA
infantil de Salvador — BA podera trazer conhecimentos relativos a associagéo
desses polimorfismos génicos com a evolucéo clinica desses individuos e com

a resposta terapéutica.
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3.0Dbjetivos



3.1. OBJETIVO GERAL

. Determinar as frequéncias dos polimorfismos em genes GSTT1,
GSTM1, CYP2E1l, NQOl1l e MPO, comumente relacionados ao estresse
oxidativo e metabolismo de xenobidticos, em pacientes pediatricos com
leucemia linféide aguda, associando-as aos aspectos clinicos e com

marcadores de progndstico da evolucdo da doenca.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

3.2.1 Determinar a frequéncia dos polimorfismos génicos nos pacientes com
LLA;
3.2.2 Identificar associagbes entre o0s polimorfismos e marcadores de

evolucdo da LLA.

32



4.Casuistica e Métodos
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4.1. CASUISTICA

Foi realizado um estudo de Coorte Prospectiva envolvendo 37
pacientes pediatricos com LLA da infancia, originarios de diversas cidades do
interior do Estado da Bahia além da capital, Salvador, entre os anos de 2006 e
2010. A amostra do estudo foi constituida por 37 pacientes com o diagnostico
de LLA (33 com LLA-B e quatro com LLA-T), sendo 15 (40,5%) do sexo
feminino e 22 (59,5%) do masculino. Todos os pacientes foram atendidos na
clinica ONCO - Sociedade de Oncologia da Bahia Ltda., localizada em
Salvador, e tratados de acordo o protocolo terapéutico GBTLI-LLA. Desta
forma, trabalhou-se com uma amostra de conveniéncia, razédo pela qual nao foi
realizado o célculo amostral.

Este trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do
Centro de Pesquisa Goncalo Moniz da Fundacdo Oswaldo Cruz (CPqGM —
FIOCRUZ), protocolo n° 58. Os responsaveis legais pelos pacientes incluidos
no estudo assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)
(Apéndice 1), apds a explicacdo dos objetivos da pesquisa.

Os pacientes incluidos no estudo foram menores de 19 anos e
tiveram o diagnostico confirmado de LLA. Os pacientes eram provenientes de
diversas cidades do estado da Bahia.

Os pacientes que nao tiveram o TCLE assinado pelos seus
responsaveis foram excluidos do estudo, bem como os individuos maiores de
19 anos, ou que possuiam outro tipo de neoplasia hematolégica.

Os experimentos realizados seguiram as normas de Biosseguranca
de acordo com a Lei no. 11.105 de 24 de marco de 2005, regulamentada pelo

decreto n® 5.591 de 22 de novembro de 2005, seguindo as normas técnicas do
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manual de procedimentos para a manipulagdo de microorganismos
patogénicos e/ou recombinantes na Fiocruz (CTBio- FIOCRUZ, 2005).

As amostras coletadas foram encaminhadas aos Laboratérios de
Biologia Molecular da Faculdade de Farméacia da UFBA e de Patologia e
Biologia Molecular (LPBM) do CPqGM-FIOCRUZ para realizagédo da Reacao
da Polimerase em Cadeia (Polymerase Chain Reaction - PCR) e do
Polimorfismo de Tamanho de Fragmento de Restricdo (Restriction Fragment
Length Polymorphism — RFLP), respectivamente. As determinagfes do perfil
hematoldgico e imunofenotipico foram realizadas em instituicbes conveniadas
pela clinica ONCO, uma vez que a realizacao destes procedimentos faz parte
do protocolo de diagnostico e acompanhamento dos pacientes.

A investigacdo dos polimorfismos génicos também foi desenvolvida em
um grupo de 81 individuos sadios. e provenientes do Instituto de Perinatologia

da Bahia (IPERBA).

4.2. METODOS

4.2.1. COLETA DE AMOSTRAS

Foram coletados 5mL de sangue periférico em EDTA (acido
etilenodiaminotetracético sodico), na concentracdo de 1,5 mg/mL (DACIE &
LEWIS, 1984), em material estéril e descartavel. As amostras de sangue e/ou
medula d6ssea (MO) foram utilizadas para a extragdo do &cido

desoxirribonucléico (DNA) gendmico.
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36
4.2.2. ANALISE MOLECULAR
Extragcdo do DNA Gendmico
O DNA gendmico foi extraido de leucdcitos e das células da MO a partir
de 200uL de sangue total ou de MO, respectivamente, utilizando-se o Kit
FlexiGene DNA Kit 250® (Qiagen,USA), de acordo com as instruces do
fabricante. ApGs a quantificacdo, as amostras foram armazenadas a -20°C até

0 momento das analises.

Determinagao dos polimorfismos:

As andlises dos polimorfismos genético CYP2el, NQO1 e MPO foram
determinadas pela reacdo da polimerase em cadeia e do polimorfismo de
tamanho de fragmento de restricdo (PCR/RFLP). A andlise do polimorfismo
genético GSTT1/GSTML1 foi determinada através da reacdo da polimerase em
cadeia multiplex (PCR Multiplex). Os polimorfismos génicos investigados, as
condicdes das reacdes de PCR e o tamanho dos fragmentos apés a digestédo

com as enzimas de restricdo estdo nas tabelas 1, 2 e 3, respectivamente.

Tabela 1: Descri¢cdo dos polimorfismos génicos investigados.

Gene Polimorfismo Troca Efeito Método de deteccao
CYP2E1 G-1293C/C-1053T Nenhuma Alteracdo da expressao Rsal RFLP

NQO1 609C>T P187S Supressao da atividade Hinfl RFLP

MPO -463G>A Nenhuma Alteragédo da expressao Acil RFLP
GSTT1 Delecao Nenhuma  Auséncia de atividade PCR alelo especifico
GSTM1 Delecao Nenhuma  Auséncia de atividade PCR alelo especifico

Fonte: Adaptado de VIJAYAKRISHNAN & HOULSTON, 2010; LONDON, et. al., 1997
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Tabela 2: Primers e condi¢cbes dos PCR's utilizados para determinar os polimorfismos génicos.

Gene

Primers

Condigbes dos PCR's

CYP2E1

F-5' CCA-GTC-GAG-TCT-ACA-TTG-TCA 3'
R-5' TTC-ATT-CTG-TCT-TCT-AAC-TGG 3'

100-200ng do DNA molde; tampéao da
Tag-1X; 100mM de MgCl,. 10 mM de
d'NTPS; 12,5pMol de cada primer;
0,3U da enzima Tag polimerase

94°C por 10 minutos; 35 ciclos de 45
segundos a 94°C, 45 segundos a
56°C, 1 minuto a 72°C; e 10 minutos a
72°C

NQO1

F-5' TCC-TCA-GAG-TGG-CAT-TCT-GC 3'
R-5' TCT-CCT-CAT-CCT-GTA-CCT-CT 3'

100-200ng do DNA molde; tampéao da
Tag-1X; 125mM de MgCl,. 10 mM de
d'NTPS; 12,5pMol de cada primer;
0,3U da enzima Taq polimerase

94°C por 10 minutos; 35 ciclos de 45
segundos a 94°C, 45 segundos a
59°C, 1 minuto a 72°C; e 10 minutos a
72°C

MPO

F-5' CGG-TAT-AGG-CAC-ACA-ATG-GTG-AG 3'
R-5' GCA-ATG-GTT-CAA-GCG-ATT-CTT-C 3'

100-200ng do DNA molde; tampéo da
Tag-1X; 100mM de MgCl,. 10 mM de
d'NTPS; 6,25pMol de cada primer;
0,3U da enzima Taq polimerase

94°C por 5 minutos; 35 ciclos de 1
minuto a 94°C, 1 minuto a 63°C, 1
minuto a 72°C; e 7 minutos a 72°C

GSTT1

GSTM1

beta

F-5 TTC-CTT-ACT-GGT-CCT-CAC-ATC-TC 3'
R-5' TCA-CCG-GAT-CAT-GGC-CAG-CA 3'

F-5' GAA-CTC-CCT-GAA-AAG-CTA-AAG-C 3'
R-5' GTT-GGG-CTC-AAA-TAT-ACG-GTG-G 3'

F-5' GCC-AAG-GAC-AGG-TAC-GGC-TGT-CAT-C 3'
R-5' CCC-TTC-CTA-TGA-CAT-GAA-CTT-AAC-CAT 3'

100-200ng do DNA molde; tampéao da
Tag-1X; 125mM de MgCl,. 10 mM de
d'NTPS; 12,5pMol de cada primer;
0,3U da enzima Tag polimerase

94°C por 3 minutos; 35 ciclos de 45
segundos a 94°C, 45 segundos a
58°C, 1 minuto a 72°C; e 10 minutos a
72°C

Tabela 3: Tamanho dos fragmentos génicos gerados apds o corte com enzimas de restricao.

Gene Selvagem Homozigoto mutante Heterozigoto
CYP2E1
360 pb 410pb 410pb + 360pb
N 1
QO 195pb + 35pb 151pb + 44pb + 35pb | 195pb + 151pb + 44pb + 35pb
MPO

169pb + 120pb + 61pb

289pb + 61pb

289pb + 169pb + 120pb + 61pb




Andlise estatistica: Os dados foram analisados pelos programas Epi Info
Windows, versdo 3.5.1 (CDC, USA), STATA versao 10 (USA) e Graph Pad
Prism versdao 5.0. As variaveis categoéricas do presente estudo foram
analisadas pelos testes qui-quadrado (x?) com significancia (p) corrigida pelo
Yates. O teste de Fisher foi realizado para valores menores que 4 em tabelas
2x2, quando foi calculado o razéo de prevaléncia com intervalo de confianca de
95%. As variaveis numéricas foram associadas com as variaveis categoricas
pelo teste paramétrico ANOVA (para aqueles com distribuicdo normal) e néo
paramétrico Kruskal-Wallis (sem distribuicdo normal). As andlises das variaveis
numericas com distribuicdo normal foram realizadas pelo teste T independente
e aquelas com distribuicdo ndo normal pelo teste de Mann-Whitney. As
analises das varidveis numéricas obtidas em diferentes momentos e com
distribuicdo normal foram analisadas pelo teste T-pareado. As correlacdes
entre variaveis numéricas foram realizadas pelos testes de correlacdo de
Pearson (distribuicdo normal) ou Spearman (sem distribuicdo normal). A
distribuicdo de normalidade foi analisada pelo teste de Kolmogorov-Sminorv. A

significancia estatistica foi considerada para analises com p<0,05.
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4.3. DESENHO EXPERIMENTAL

A figura abaixo mostra de forma resumida as etapas do estudo.

[ Assinatura do TCLE ]

Busca ativa dos Coleta de sangue
dados clinicos em periférico
prontuério

Extracdo de
DNA gendmico

1

PCR/RFLP para PCR Multiplex para
NQO1,CYP2ele GSTT1/GSTM1
MPO

Andlise estatistica dos dados
Epilnfo v.3.5.1;STATA v.10;
Graphic Ped Prism v.5.0

Figura 2: Etapas do estudo
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5.Resultados
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5.1. DADOS DEMOGRAFICOS E CARACTERISTICAS CLINICAS DOS

PACIENTES COM LLA

Dos 37 pacientes com o diagnéstico de LLA, 15 (40,5%) foram do sexo
feminino e 22 (59,5%) do masculino, com relagdo aproximada
feminino:masculino de 1:1,47. A média de idade foi de 4,4 + 2,98 anos (9
meses a 14 anos) para o grupo LLA-B e 6,0 + 2,30 anos (4 a 8 anos) para o
grupo LLA-T (Tabela 4).

De acordo a classificagdo imunoldgica, 33 (89,2%) pacientes foram
classificados como LLA-B, quatro (10,8%) como LLA-T. Sete pacientes (18,9%)
apresentaram aberracdes fenotipicas caracterizadas pela expressao de
marcadores mieléides (CD13 e CD33 positivos), sendo que quatro (10,8%)
(trés LLA-B e um LLA-T) apresentaram co-expressao dos dois marcadores
(Tabela 4). Entre os pacientes com aberracfes fenotipicas, seis eram do grupo
LLA-B e 1 do LLA-T. Dois (5,4%) pacientes foram estadiados como Risco
Basico Verdadeiro; 14 (37,8%) como Risco Basico e 21 (56,8%) como Alto
Risco (Tabela 4). O tempo entre o surgimento dos sintomas até a ida ao
servico médico especializado foi de sete a 180 dias (Tabela 4).

Os sinais e sintomas mais frequentes ao diagnostico foram
hepatomegalia, esplenomegalia e linfonodomegalia; seguidos por febre e
palidez, dores articulares, petequias e equimoses, litiase renal e biliar (Tabela

5).
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Tabela 4. Caracteristicas demogréficas e clinicas dos pacientes com LLA

CARACTERISTICAS VALORES
Sexo, masculino / feminino (%) 22 (59,5) / 15 (40,5)
Relacdo masculino: feminino 1,47: 1
4,6 (9m — 14a)*
Idade, média / (limites)(+/-DP) (2,93)
Classificagao da LLA = n (%)
LLAB 33(89,2)
LLAT 4 (10,8)
*LLA com aberracao fenotipica 7 (18,9)
Tempo de sintomas (média dias) /
limites (38) / 7-180
Estadiamento — n (%)
Alto Risco 21 (56,8)
Risco Basico 14 (37,8)
Risco Basico Verdadeiro 2 (5,4)

* m=meses; a=anos.

Tabela 5. Sinais e sintomas dos pacientes com LLA ao diagnéstico

SINAIS E SINTOMAS PACIENTES
n %

Hepatomegalia 23 62,2
Esplenomegalia 21 57,8
Linfonodomegalia 21 57,8
Febre 11 29,7
Palidez 6 16,2
Dor em articulacdes 3 8,1
Petequias e equimoses 2 5,4
Litiase Renal 2 54
Litiase Biliar 1 2,7
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Seis pacientes (cinco LLA-B e um LLA-T) apresentaram infiltracdo do
SNC ao diagnéstico e todos foram classificados como de Alto Risco. Seis
pacientes foram a 6bito (cinco LLA-B e um LLA-T), sendo que cinco foram
classificados como de Alto Risco e um de Risco Basico; nenhum destes
pacientes apresentou infiltracdo do SNC.

Uma vez que a casuistica deste estudo foi composta por individuos LLA-
B, as andlises subsequentes foram realizadas neste grupo de pacientes. Desta
forma, as principais caracteristicas exibidas pelos pacientes estdo descritas

nos apéndices 2 e 3.

5.2. DADOS HEMATOLOGICOS DOS PACIENTES LLA-B

O perfil hematoldgico dos pacientes foi investigado nos dias 1, 7 e 14
(D1, D7 e D14), sendo que o D1 registrou os valores ao diagnostico e os D7 e
D14 os valores referentes a evolucao clinica e resposta ao tratamento.

A analise da contagem global de leucdcitos demonstrou significancia
estatistica quando comparados os valores obtidos nos D1 e D7 (p= 0,0016) e
entre os D1 e D14 (p= 0,0059). Também foram encontradas diferencas
estatisticas para a contagem de blastos periféricos nos D1 e D7 (p< 0,0001) e
D1 e D14 (p< 0,0001); para as contagens absolutas de linfocitos nos D1 e D7
(p=0,0088) e nos D1 e D14 (p= 0,0101) e para as contagens de segmentados
neutréfilos nos D1 e D7 (p= 0,0033) e D1 e D14 (p= 0,0252) (Figura 3).
Cumpre ressaltar que em todas as analises realizadas, os valores maiores
foram sempre encontrados no D1. O mesmo néo foi observado quando se

realizou analises para outros parametros hematologicos, como contagem de
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hemécias, mondcitos e plaguetas e concentracdo de hemoglobina, nos

mesmos dias (Figura 4).
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Figura 3. Distribuicdo e andlise dos valores dos parametros hematologicos nos D1, D7 e D14:

A) Contagem de linfocitos; B) Segmentados neutréfilos; C) Leucécitos e D) Blastos periféricos.

Teste T pareado.
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Figura 4. Distribuicdo e analise dos valores dos parametros hematolégicos nos D1, D7 e D14:

A) Contagem de hemécias; B) Concentragdo de hemoglobina; C) Contagem absoluta de
mondcitos e D) Contagem de plaquetas. Teste T pareado.

A analise dos blastos na MO mostrou diferenca significativa entre as

distribuigées nos D1, D15 e D28, com valores maiores no D1 (Figura 5).
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Figura 5. Distribuicdo e andlise das contagens globais de blastos na medula 6ssea nos D1,
D15 e D28. Teste T pareado.



5.3. DISTRIBUICOES DOS POLIMORFISMOS NOS GENES DA GSTTL,
GSTM1, CYP2E1, NQQ1 E MPO.

Os dados de distribuicdo dos genotipos dos polimorfismos estudados
estdo na Tabela 6. Os pacientes e controles apresentaram frequéncias
genotipicas e alélicas semelhantes para os genes investigados e estavam em

equilibrio de Hardy-Weinberg.

Tabela 6. Distribuicdo dos gendtipos CYP 2el, GSTT1, GSTM1, NQO1 e

MPO.
N (%)
Loci Genotipos Pacientes Controles
CYP2el cl/cl 34 (89,5) 72 (88,9)
c2/cl 4 (10,5) 9 (11,1)
c2/c2 0 0

GSTT1 selvagem 29 (78,4) 62 (79,5)
nulo 8 (21,6) 16 (20,5)
GSTM1 selvagem 24 (64,9) 53 (67,9)
nulo 13 (35,1) 25 (32,1)

NQO1 CcC 23 (60,5) 47 (58)

CT 12 (31,6) 30 (37)

TT 3(7,9) 4 (4,9)
MPO GG 24 (64,9) 40 (49,4)
GA 11 (29,7) 31(38,3)

AA 2 (5,4) 10 (12,3)




5.4. DADOS CLINICOS, HEMATOLOGICOS E POLIMORFISMOS NOS
GENES DA GSTT1, GSTM1, CYP2E1, NQQ1 E MPO.

Os dados clinicos de febre, palidez, anemia, petéquias, equimose,
hepatoesplenomegalia, inapeténcia, perda de peso, dor muscular, dor articular
e fraqueza foram associados aos polimorfismos génicos investigados, com
descricdo de significancia estatistica na andlise entre o polimorfismo no gene

NQOL1 e a ocorréncia de palidez (p=0,0096) (Figura 6)

Palidez X NQQ1

20-

CJ NQQ1 mutante
- CJ NQQ1 Selvagem
104
5-
0

Palidez (+) Palidez (-)
Fisher's exact test (0,0096)

Figura 6. Relacdo entre palidez e polimorfismo do gene NQQ1

A medula 6ssea e o liquor dos pacientes foram examinados nos D1, D15
e D28 com o objetivo de determinar a presenca ou auséncia de blastos. Estes
dados foram associados aos polimorfismos génicos e foram descritas
significancias estatisticas para a infiltracdo de blastos na MO e o polimorfismo
no gene NQOL1 (p= 0,0410), infiltrado da MO e o polimorfismo no gene MPO
(p= 0,0473), liquor no D1 e polimorfismo no gene NQO1 (p= 0,0410) e liquor

no D1 e polimorfismo no gene MPO (p= 0,0473) (Figura 7).
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Figura 7. Distribuicdo e andlise da presenca de blastos no liquor e ha medula 6ssea nos D1,

D15 e D28: A) infiltracéo de blastos na MO e o polimorfismo no gene NQQ1; B) infiltrado da MO

e o polimorfismo no gene MPO; C) liquor no D1 e polimorfismo no gene NQOL1 e; D) liquor no

D1 e polimorfismo no gene MPO

As tabelas, 7, 8, 9 e 10 mostram as médias, o erro padrao e valores de p

para cada parametro hematoldgico e polimorfismo estudados.



Tabela 7.
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Distribuicdo dos valores médios dos parametros hematoldgicos nos diferentes
gendtipos para os genes GSTT1 e GSTM1 apresentados pelos pacientes com LLA-B.

GSTT1 GSTTM1
Selvagem Nulo Selvagem Nulo

Média + EP Média + EP p= Média + EP MédiatEP p=
Hemacias (x10°/mL) | 2,88 0,18 3,01+0,70 |0,880| 2,83+0,23 3,11+ 0,27 |0,512
Hb (g/dl) 7,97 £ 0,44 721+18 |0)551| 7,59 +0,54 8,56 + 0,80 |0,347
Ht (%) 24,23 £1,35 20,97 £5,2 |0,402| 2293+£1,69 | 259217 |0,347
Leuco (x10°/L) 15210 + 3621 | 5400+ 598 |0,267 | 16234 + 4097 | 6827 + 2149 (0,189
Seg (xlOQ/L) 1546 + 347 1295 +654 [0,778| 1691 + 393 988 + 347 | 0,326
D1 Linf (x10°/L) 8773 +2691 | 3601 +658 |0,438| 9458 + 3068 | 3862+ 717 (0,298
Linf At (x109/L) 880 + 1640 0+0 0,301 | 912 +1763 285+ 336 |0,365
Mono (x10%/L) 315+ 104 126 +34 |0,465| 325116 178+ 96 |0,482
Blastos (x10°/L) 2995 + 1284 00 0,348 | 2965 + 1462 | 1367 +£956 |0,539
Plaq (x107/L) 49 + 62 204+89 [0,000 77 +23 62+14 |0,714
Hemacias (x10°/mL) | 3,16 + 0,15 3,66 £0,77 |0,293| 3,4+0,18 2,82+0,31 |0,137
Hb (g/dl) 8,3+0,35 9,62+1,48 |0,209| 8,92+0,42 7,37 £ 0,62 | 0,064
Ht (%) 2553+1,17 | 28,48+5,53 (0,410 | 27,27 £1,46 | 22,49 £ 2,10 | 0,093
Leuco (x109/L) 2048 £ 351 4642 + 2171 |0,039| 2524 +587 2300 £ 649 |0,833
Seg (x109/L) 344 £ 95 2202 £1137 |0,001 678 + 283 451 £160 |0,650
D7 Linf (x10%/L) 1423311 | 2273+992 |0325| 1516379 | 1641+ 453 |0,860
Linf At (x109/L) 41 + 15 0+0 0,350 30+ 17 53+ 25 0,491
Mono (x107/L) 63 + 20 111 + 46 0,361 67 + 23 78 + 19 0,803
Blastos (xlOglL) 76 0+0 0,669 77 1+£1 0,625
Plag (x10”/L) 59+ 16 115+75 |[0,258 76 + 23 43+14 [0,409
Hemacias (x10°/mL) | 3,03 +0,13 3,31+0,51 |0,473| 3,04+0,17 3,17 £ 0,23 | 0,695
Hb (g/dl) 8,05 £ 0,35 8,75+1,13 |0,470| 8,06 0,41 8,41 +£ 0,59 |0,660
Ht (%) 25,2+1,28 | 2553+3,34 |0,913| 24,89 +1,37 | 26,09 + 2,38 | 0,662
Leuco (x109/L) 3835 £ 1058 2675+841 |0,653| 3714 £1187 | 3500 + 1072 | 0,919
Seg (x10”/L) 1500 + 755 1499 + 580 |1,000| 1707 =865 908 + 343 | 0,598
D14 Linf (xlOglL) 1753 + 333 1073 £+303 [0,416| 1449 + 310 2231 £ 679 |0,245
Linf At (x109/L) 82 + 228 0+0 0,416 62 + 230 93 + 159 0,749
Mono (x107/L) 211+ 79 69 + 17 0,470 197 + 88 168 £+ 83 |0,853
Blastos (xlOglL) 11+11 0+0 0,685 12+ 12 0+0 0,564
Plag (x10”/L) 133 + 35 144 +57 |0,901| 133+40 141 +45 [0,914

EP=Erro padréo




Tabela 8. Distribuicdo dos valores médios dos parametros hematolégicos

gendtipos para o gene CYP 2E1 apresentados pelos pacientes com LLA-B.

nos diferentes

CYP2E1
Selvagem Mutante
Média+ EP  Média+EP  P=
Hemécias (x10°/mL) 297+0,20 | 3,18+1,07 |0,777
Hb (g/dl) 7,98+048 | 8,76+2,37 |0,617
Ht (%) 24,09+ 1,50 | 26,56+ 6,41 |0,606
Leuco (x10°/L) | 13727 + 3379 | 10733 + 4593 | 0,763
o1 Seg (Xloj/'-) 1572 £330 | 1509+ 737 |0,950
Linf (x10°/L) 8094 + 2500 | 5373 + 1979 |0,715
Linf At (x107L) | gg7+1586 | 937+943 |0,802
Mono (x107/L) 244 + 91 568 + 249 |0,256
Blastos (x107L) | 2496 + 1185 | 2158 + 2158 | 0,925
Plag (x10°/L) 81+18 33+18 0,375
Hemécias (x10°/mL) 3.3+0,19 313+0,31 |0,760
Hb (g/dI) 8,79+0,41 | 7,36+0,80 |0,248
Ht (%) 26,63+1,38 | 242+299 |0,558
Leuco (x107/L) 2600 + 489 | 1600 +529 |0,486
o Seg (xloj/L) 692 +£231 | 374+296 |0,646
Linf (x10°/L) 1618 +318 | 926+479 0,470
Linf At (x10°/L) 34+ 14 40 £40 0,909
Mono (x10”/L) 70 + 19 60+43 |0,862
Blastos (x10°/L) 6+6 0+0 0,722
Plag (x10°/L) 73119 48+24 |0,655
Hemécias (x10°/mL) 3,05+ 0,14 3,48 +0,27 |0,327
Hb (g/dI) 8,2+ 0,36 8,53+1,03 |0,761
Ht (%) 25,05+ 1,20 | 28,37 + 4,02 | 0,373
Leuco (x107/L) 3884 +973 | 2200+ 450 |0,553
14 Seg (xlO;’/L) 1629+ 694 | 586+337 |0,614
Linf (x10°/L) 1757 +306 | 1129 +676 |0,501
Linf At (x10”/L) 34 + 90 345+598 [0,012
Mono (x10”/L) 194 + 73 110 +55 |0,703
Blastos (x10°/L) 10 + 10 0+0 0,736
Plag (x107/L) 136 + 33 156 +47 0,833

EP=Erro padréo
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Tabela 9. Distribuicdo dos valores médios dos parédmetros hematolégicos nos diferentes

gendtipos para o gene NQQ1 apresentados pelos pacientes com LLA-B.

NQQ1
Selvagem Mutante
Média+ EP  Média+ EP  P=
Hemécias (x10°/mL) | 2,82 +0,23 3,33+0,34 [0,444
Hb (g/dl) 7,62+058 | 8,97+0,81 |0,344
Ht (%) 22,92+1,85 | 27,25+2,19 |0,372
Leuco (x10°/L) | 13392 + 4286 | 13400 + 3399 | 0,999
Seg (x10%/L) 1517 +429 | 1654 +373 |0,599
D1 Linf (x10%/L) 9461 + 3367 | 4819 + 1439 | 0,622
Linf At (x10°/L) 799 +1724 | 249+415 0,100
Mono (x10%/L) 268 + 127 299+94 0,670
Blastos (x10°/L) 1286 + 675 | 4574 + 2712 0,245
Plag (x10°/L) 66 + 18 96+35 |0,367
Hemécias (x10°/mL) | 3,29+0,20 | 3,25+0,31 |0,910
Hb (g/dl) 882+0,45 | 828+0,71 |0,707
Ht (%) 26,6+ 1,58 | 25,89+2,26 |0,869
Leuco (x10°/L) 2546 + 618 | 2378 +519 |0,984
Seg (x10%/L) 728 + 307 533 +208 |0,910
2 Linf (x10%/L) 1623409 | 1402%363 |0,940
Linf At (x10°/L) 23+ 10 60+35 |0,000
Mono (x10%/L) 59 + 24 87 + 23 0,703
Blastos (x10°/L) 0+0 15+15 [0,381
Plag (x10°%/L) 63+ 19 85+35 |0,530
Hemécias (x10°/mL) | 3,07+0,16 | 3,16+0,24 [0,797
Hb (g/dl) 83+0,40 | 804+0,60 [0,671
Ht (%) 2553+ 1,44 | 2517 +1,96 |0,902
Leuco (x10°/L) 4234 + 1254 | 2623 +696 |0,694
Seg (x10°/L) 1980+ 951 | 686 +243 0,625
D14 Linf (x10°IL) 1820+ 359 | 1457 £470 | 0,750
Linf At (x10%/L) 103 + 255 6+18 0,515
Mono (x10%/L) 219+ 99 125+50 {0,801
Blastos (x10°/L) 0 +0 25+25 [0,361
Plaq (x10°/L) 140 + 42 134 +37 [0,824

EP=Erro padréo



Tabela 10. Distribuicdo dos valores médios dos parametros hematolégicos nos diferentes

gendtipos para o gene MPO apresentados pelos pacientes com LLA-B.

MPO
Selvagem Mutante
Média + EP  Médiaz EP P~
Hemécias (x10°/mL) | 2,73+0,22 | 3,24+0,34 [0,349
Hb (g/dl) 767+051 | 849+0,99 [0,533
Ht (%) 23,06 +1,70 | 25,74 +2,81 |0,451
Leuco (x10°/L) | 15404 + 4797 | 10789 + 2910 | 0,785
Seg (x10°/L) 1682 + 444 | 1489 +387 [0,939
D1 Linf (<10°L) | 10018 + 3614 | 4270549 | 0,500
Linf At (x10°/L) 738 + 1759 375+639 [0,518
Mono (x10°/L) 261 + 133 330+97 [0,912
Blastos (x10°/L) 1729 + 767 | 3927 + 2739 |0,369
Plaqg (x10”/L) 60+ 17 107 +35 [0,095
Hemécias (x10°/mL) | 3,02 + 0,20 3,59+0,30 (0,191
Hb (g/dl) 8,1+0,42 9,25+0,71 |0,283
Ht (%) 24,59 +1,49 | 28,41 +2,22 |0,243
Leuco (x10°/L) 2700+ 722 | 2251+313 0,813
Seg (x10°/L) 676 + 320 686 + 230 | 0,932
D7 Linf (x10%/L) 1683460 | 1329+ 236 |0,812
Linf At (x10°/L) 12+8 74+34 [0,018
Mono (x107/L) 62 + 25 85+23 |0,837
Blastos (x10”/L) 0,47 + 0,47 15+15 |0,334
Plaqg (x10”/L) 63 + 20 87+32 [0,495
Hemécias (x10°/mL) | 2,98 + 0,15 3,28+0,26 (0,317
Hb (g/dl) 8,01+0,37 | 858+0,69 [0,342
Ht (%) 24,79 + 1,47 | 26,33 +2,06 |0,645
Leuco (x10°/L) 4251 + 1422 | 3071+584 |0,827
Seg (x10°/L) 1999 + 1006 | 848+277 0,701
D14 Linf (x10°/L) 1644 + 405 | 1838+ 405 | 0,952
Linf At (x10°/L) 10 + 23 211+365 [0,072
Mono (x10°/L) 203 + 101 171+70 [0,924
Blastos (x10°/L) 0+0 25+25 0,317
Plag (x10”/L) 136 + 47 151+33 [0,914

EP=Erro padréo



A analise dos parametros hematolégicos e os gendtipos GSTT1 selvagem
e nulo demonstraram associacbes estatisticamente significativas para a
contagem de plaquetas (p= 0,0034) e contagem global de leucécitos (p= 0,014)
no D1 e para a contagem global de leucécitos e segmentados neutrofilos no D7
(p=0,037; p= 0,0008) (Figura 8). Quando se analisou 0s parametros
hematolégicos e a presenca de polimorfismo no gene GSTM1, ndo se

encontrou associacoes significativas (Tabela 7).
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Figura 8. Distribuicdo e analise dos valores dos parametros hematoldgicos nos D1 e D7 e
polimorfismo do gene GSTT1: A) Contagem de leuc6citos no D1 e polimorfismo do gene
GSTT1; B) Contagem de plaguetas D1 e polimorfismo do gene GSTT1; C) Contagem de
leucocitos no D7 e polimorfismo do gene GSTT1; D) Contagem de neutréfilos segmentados no

D7 e polimorfismo do gene GSTT1. Teste T pareado.
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Com relagcéao ao polimorfismo no gene CYP2E1 observou-se que no D14
0 numero de linfécitos atipicos foi maior nos individuos que apresentaram o
gendtipo mutante quando comparado ao genoétipo selvagem (p= 0,012)
(Tabela 8). O numero de linfocitos atipicos no D7 também foi associado com o
polimorfismo no gene da NQQ1, sendo dez vezes maior naqueles com
genadtipo mutante (TT) (p= 0,0001) (Tabela 9). O mesmo foi observado com o
polimorfismo no gene da MPO, onde individuos com gendtipo mutante (AA)
apresentaram numero de linfécitos mais elevados que aqueles com gendétipo

selvagem (GG) ou heterozigoto (GA) (p= 0,018) (Tabela 10).
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6.Discussao
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A leucemia linféide aguda da infancia é uma doenca comum, que
apresenta diferentes etiologias, sendo importante o encontro de fatores de
prognéstico que estejam relacionados com a resposta ao tratamento e
manutencdo da cura. O presente estudo investigou um grupo de pacientes
pediatricos com LLA-B, sendo que esta foi predominante no sexo masculino,
com idade média de 4,4 anos. Os resultados do presente estudo foram
diferentes dos obtidos por Leite e cols. (2007) que encontraram a relacdo
masculino: feminino de 1,7:1 ao realizarem um estudo retrospectivo em 108
pacientes com LLA com idade até 18 anos, que eram atendidos na Fundacao
de Hematologia e Hemoterapia de Pernambuco. Entretanto, Pombo-de-Oliveira
e cols. (2005) encontraram dados semelhantes ao do presente estudo e
descreveram a relagdo masculino:feminino de 1,1:1 em pacientes com LLA-B
ao realizarem um levantamento em 1.459 casos de LLA registrados no INCA

entre janeiro/1990 e setembro/2002.

Com relacdo ao tipo de LLA mais prevalente, os resultados apontaram
para a LLA-B. Estes resultados estdo de acordo com outros realizados no
Brasil e que descreveram prevaléncia maior da LLA-B (LEITE et al., 2007,

NORONHA et al., 2011; POMBO-DE-OLIVEIRA et al., 2005).

O tempo médio de procura pelo médico especialista, que variou de 7 a
180 dias pode ser justificado pelo fato dos sintomas iniciais serem comuns aos
de outras doencas, pela dificuldade de acesso ao médico na atencéo basica,
pela dificuldade de acesso aos exames laboratoriais e pelas grandes

distancias, que dificulta o acesso rapido ao especialista em algumas regides.

Os sinais e sintomas mais frequentes entre os pacientes deste estudo

foram hepatomegalia e esplenomegalia seguidos de linfonodomegalia seguidos
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em menor proporcao de dores articulares, petéquias e litiase renal e biliar. Os
sinais e sintomas apresentados pelos pacientes estudados estdo de acordo
com os comumente descritos para as leucemias agudas e estédo relacionados
com a dificuldade de maturacdo e diferenciacdo celular presentes na doenca,
fato que dificulta que as células exercam as funcdes normais e vitais para a
defesa e manutencédo do organismo (KAUSHANSKY et al., 2010). Os sinais e
sintomas encontrados corroboram com os dados descritos por Leite e cols.
(2007) para o grupo de pacientes com LLA estudados, apesar de ter apontado
a ocorréncia de febre como sintoma mais frequente, semelhante em proporc¢éo
a hepatoesplenomegalia. Ainda no estudo de Leite e cols. (2007), os pacientes
apresentaram taxas elevadas de sangramento, seguidas de queixas musculo-
esquelético e em menor propor¢do o alargamento do mediastino e infiltracdo do
SNC.

Dos 37 pacientes investigados no presente estudo, seis apresentaram
infiltracdo do SNC, correspondendo a 16.2%. Segundo Cortes (2001), o
envolvimento do SNC é identificado no momento do diagndstico em menos de
5% dos pacientes com LLA pediatrica, sendo que a presenca de infiltracdo do
SNC antes da instituicdo da profilaxia adequada constituia-se em obstaculo
para a obtencéo de cura neste mesmo grupo de pacientes. Atualmente, devido
as medidas profilaticas adotadas pelos diferentes esquemas terapéuticos, €
possivel prevenir e/ou tratar a infiltracdo do SNC. Segundo o protocolo do
Grupo Brasileiro de Tratamento das Leucemias na Infancia (GBTLI-LLA 93), a
infiltracdo do SNC classifica os pacientes que as apresentam como sendo de
Alto Risco. Um fator importante quanto a infiltracdo do SNC é a resposta ao

tratamento. Neste sentido o estudo desenvolvido por Ni e cols. (2011) descreve
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a propriedade de drogas aromaticas no restabelecimento da barreira hemato-
encefalica ao realizarem estudos em modelo animal de isquemia e reperfusdo
cerebral. Os autores sugerem possiveis mecanismos relacionados com niveis
do fator de crescimento do endotélio vascular (VEGF) e da metaloproteinase da
matriz 9 (MMP9), que atuam como fatores de protecdo quando apresentam 0s
seus niveis diminuidos. Como essas duas moléculas estdo relacionadas ao
remodelamento das células endoteliais, células astrogliais e células do nervo,
provavelmente podem estar desempenhando um papel importante dos
individuos com LLA-B e infiltracdo do SNC e uma provavel resposta
terapéutica, apesar da auséncia de dados relacionados a este mecanismo na
literatura.

De acordo com os dados descritos na Figura 3, o presente estudo
descreveu a diminuicdo na contagem de leucécitos, blastos, linfocitos e
segmentados neutréfilos e monécitos apés o D1, com contagens
significativamente reduzidas no D7 e D14. De acordo Thompson e cols. (1995)
a apoptose € uma forma ativa de suicidio celular e serve para realizar a
eliminacdo de células indesejadas no organismo sadio, com manutencdo da
homeostase corpérea normal, sendo que nas transformacdes malignas o
balanco entre a apoptose e a proliferacdo celular é desregulado, levando ao
aumento da proliferagdo celular com diminuicdo da morte celular. Embora o
papel da apoptose seja bem conhecido nas neoplasias hematoldgicas, sabe-se
também dos efeitos citotoxicos indesejaveis da quimioterapia, que leva a
destruicdo nédo sO das células cancerigenas, mas também de células normais
(DEB et al., 2011). Os resultados obtidos no presente estudo ndo so6 reforgcam

os efeitos citotoxicos observados pelo uso de quimioterapicos, mas também
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apontam para a manutencdo das alteracbes nas linhagens eritrdides e
plaguetarias, que ndo apresentaram reducdo drastica nas suas contagens
como evidenciado na linhagem leucocitéaria.

Outro ponto importante no entendimento das leucemias € o dos
mecanismos envolvidos nas alteracdes da apoptose. O estudo de alteragbes
em genes associados a apoptose tem sido frequente, visando, principalmente,
0 encontro de alteragbes que possam futuramente proporcionar bases para
terapéuticas recombinantes ou que possam contribuir para esclarecer os
mecanismos e reacdes envolvidas na génese das leucemias. Tendo como
base esta premissa, 0 presente estudo investigou alteracbes em genes
associados a detoxificacdo de xenobidticos ou que relacionados a processos

metabdlicos importantes para a manutencdo do organismo saudavel.

Polimorfismo no gene CYP2ELl e sua associacdo a clinica e alteracfes
laboratoriais na LLA-B

Os genes do citocromo P450 catalisam a fase | do metabolismo e estéo
envolvidos na detoxificagdo de xenobitticos, incluindo carcin6genos
ambientais, agentes quimioterapicos e de espécies reativas de oxigénio
(TASPINAR et al., 2008)

As frequéncias genotipicas e alélicas do gene CYP2E1 se encontraram
em equilibrio de Hardy-Weinberg e foram similares as descritas para o grupo
controle. Essas frequéncias sdo semelhantes as do estudo realizado por
Krajinovic e cols. (2002) que investigaram esse polimorfismo em pacientes de
origem francesa e canadense, residentes na provincia de Quebec (Canada),

com descricdo de frequéncia alélica para o gendtipo selvagem nos pacientes
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de 92% e nos controles de 97%. Vale ressaltar que no presente estudo o
genotipo heterozigoto mutante para o gene CYP2EL1l teve frequéncias
genotipicas de 10,5% e 11,1% para pacientes e controles, respectivamente,
sendo que os dados foram discordantes dos obtidos por Krajinovic e cols.
(2002) que encontraram frequéncias genotipicas para os heterozigotos de 8% e
3% para pacientes e controles, respectivamente. Entretanto, o presente estudo
e o de Krajinovic ndo descreveram o encontro do genétipo homozigoto mutante
para o gene CYP2EL.

Com relacdo a associacdo do polimorfismo no gene CYP2E1l e sua
influéncia na evolugédo clinica e laboratorial dos pacientes LLA-B estudados foi
descrita a contagem elevada de linfécitos atipicos no D14 nos individuos com
gendtipo heterozigoto para este polimorfismo. Esse encontro leva a duvidas
quanto a natureza das células identificadas e nos faz supor que podem ser
células blasticas, fato que pode representar uma resposta lenta ao tratamento
pelos individuos com a mutacdo nesse gene, apesar deste estudo nao ter
evidenciado associacoes entre a presenca do polimorfismo no gene CYP2E1 e
a evolucao clinica.

Mathonnet e cols. (2003) ao estudarem alteracbes no gene do reparo de
emparelhamento (MLH1) e em genes relacionados a leucemogénese, incluindo
o CYP2E21 e o GSTM1, descreveram o aumento da susceptibilidade a
ocorréncia de LLA nos portadores dos gendétipos GSTM1 nulo e mutante para
CYP2E1 na presenca do gene MLH1, com razdo de prevaléncia (RP) de 6.0
com p=0.002. Entretanto, os autores descreveram RP=15.8 com p=0.001
guando se analisou a associacdo de alteracdes nos genes MLH1 e CYP2EL.

Os autores sugerem a interacdo de genes relacionados ao metabolismo de
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xenobioticos e ao reparo de DNA com a ocorréncia de leucemogénese em
criancas, uma vez que nao foram encontradas associacdes isoladas com o
gene MLH1.

A presenca do polimorfismo CYP2E1l também foi descrita como
relacionada ao risco tanto de LMA quanto de LLA (AYDIN-SAYITOGLU et al.,
2006). Segundo os autores, a presenca do polimorfismo CYP2E1 teve RP=3.6,
com intervalo de confianca (IC) de 1.4-9.4, quando investigaram 287 criancas
com LLA da Turquia. Associacdes entre polimorfismos no gene CYP também
aparecem como fator de risco para LLA em estudo realizado por Silveira e cols.
(2010) em 206 criangas brasileiras. Entretanto, no referido estudo o
polimorfismo génico investigado foi o CYP2D6. Um fato digno de nota foi o
namero relativamente reduzido de pacientes investigados no presente estudo,
fato que pode ter contribuido para a auséncia de associa¢fes significativas
com o polimorfismo CYP2E1l. Além disso, deve-se sempre levar em
consideracao as distribuicdes heterogéneas destes polimorfismos génicos em
diferentes populacdes, fato constantemente associado ao componente étnico

dos grupos populacionais estudados.

Polimorfismo no gene MPO e sua associacdo a clinica e alteracfes
laboratoriais na LLA-B

A enzima MPO esta envolvida no controle do estresse oxidativo, sendo
mais frequentemente descrita a mutacdo de um unico nucleotideo, onde o0 G é
substituido por A na posi¢do -463 da regido promotora do gene MPO. Esta
alteracdo tem sido associada a mudancgas na expressdo da MPO, abolindo o
sitio de ligacdo para o fator de transcricdo SP1 (KRAJINOVIC et al., 2002). No

presente estudo se investigou a murtacdo no gene MPO, com 0 encontro de
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frequéncias para o gendtipo homozigoto selvagem de 64,9% e 49,4% nos
pacientes e controles, respectivamente. Estes dados foram discordantes dos
obtidos por Krajinovic e cols. (2002), que encontraram frequéncias genotipicas
de 62,1% e 62,9% para 0 genotipo homozigoto selvagem em pacientes e
controles, respectivamente. No o presente estudo, o genétipo heterozigoto teve
frequéncias de 29,7% e 38,3% e 0 gendtipo homozigoto mutante frequéncias
de 5,4% e 12,3% em pacientes e controles, respectivamente, o que se
aproxima do estudo de Krajinovic e cols. (2002) que encontraram frequéncias
de 32,5% e 33,8% para o0 gendtipo heterozigoto e de 5,3% e 3,3% para o
gendtipo homozigoto mutante em pacientes e controles, respectivamente.

Com relagdo aos dados laboratoriais e clinicos, apesar de ndo terem sido
descritas associacfes entre a presenca do polimorfismo no gene MPO e a
evolugdo clinica dos pacientes com LLA-B, encontrou-se associacdo entre o
gendtipo mutante e a ocorréncia de infiltracdo da MO e de positividade no
liguor no D1 e o gendtipo mutante, sugerindo que este polimorfismo estivesse
exercendo susceptibilidade a quadros clinicos mais graves da LLA-B,
diferentemente do estudo de Silveira e cols. (2010) que analisou 206 criancas
brasileiras com LLA e que concluiram sobre um possivel papel protetor contra
a leucemogénese do polimorfismo no gene MPO. Papel protetor similar foi
descrito para o mesmo polimorfismo no gene da MPO em estudo desenvolvido
por Zhang e cols. (2007) em 135 pacientes chineses adultos com leucemia
aguda (LA) da populacdo de Han. Entretanto, resultado contraditorio foi obtido
por Xi e cols. (2010) ao estudarem o polimorfismo no gene da MPO em 100
pacientes com LA da localidade chinesa de Gansu e concluirem que a

presenca do polimorfismo foi protetora para a LMA, uma vez que foi mais
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frequente nos grupo de individuos sadios, mas que nao demonstrou

associacao entre os individuos com LLA.

Polimorfismo no gene NQO1 e sua associacdo a clinica e alteracfes
laboratoriais na LLA-B

A enzima de detoxificagdo NQO1 é expressa na fase Il do metabolismo
de xenobioticos e estd envolvida na resposta celular ao estresse oxidativo e
irradiacdo, com funcdo de protecdo das celulas contra os efeitos toxicos dos
radicais livres de oxigénio e de metabdlitos (GRA et al., 2010). A NQO é uma
flavoproteina que cataliza a reducdo de dois eletrons, sendo que converte
quinonas derivadas do benzeno em hidroquinonas e tem sido associada com a
hematotoxicidade do benzeno (Lan et al., 2004) e a resistencia a mitomicina C
(Pan et al., 1995). O polimorfismo NQO1 609C>T foi o investigado no presente
estudo e esta associado a substituicio do aminoécido serina por prolina na
posicdo 187. Esta variante tem sido associada a perda completa da atividade
enzimatica (KRAJINOVIC, 2005).

O presente estudo descreveu as frequéncias de 60,5% e 58% para o
genaotipo homozigoto selvagem do polimorfismo NQO1 609C>T em pacientes e
controles, respectivamente. Este dado foi discordante dos achados no estudo
de Krajinovic e cols. (2002), que descreveram as frequéncias genotipicas de
47,7% e 60,4% para o genotipo homozigoto selvagem em pacientes e
controles, respectivamente. Com relacdo a frequéncia do gendtipo
heterozigoto, os achados do presente estudo foram de 31,6% e 37% e, para o
genodtipo homozigoto mutante, as frequéncias foram de 7,9% e 4,9% em

pacientes e controles, respectivamente. Os dados descritos se aproximam dos
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achados de Krajinovic e cols. (2002), que descreveram frequéncias de 47,1% e
33,7% para o gendtipo heterozigoto e de 5,1% e 5,8% para o0 genotipo
homozigoto mutante em pacientes e controles, respectivamente. Entretanto, a
presenca desse e outros polimorfismos no gene NQOL1 tem sido associada ao
risco de ocorréncia de LLA, principalmente quando associado a translocacao
no gene MLL localizado no cromossomo 11923 (BOLUFER et al., 2006; GUHA
et al., 2008). Entretanto, Kracht e cols. (2004) descreveram a auséncia de
associacdo do polimorfismo NQO1 609C>T ao estudarem 138 criancas com
LLA provenientes do grupo de estudo I-BFM-SG que congrega pacientes da
Alemanha, Austria e Chequilovaquia e Silveira e cols. (2010) que associaram a
presenca deste polimorfismo a um efeito protetor nas criangas com LLA.
Entretanto, a andlise do polimorfismo NQO1 609C>T no presente estudo
identificou que os pacientes com LLA e o alelo mutante apresentaram mais
palidez, mais infiltracdo de MO e positividade no liquor no D1, sugerindo uma
associacdo ao fendtipo mais grave da doenca. Esses dados reforcam os
achados de Silveira e cols. (2009) que ao estudarem polimorfismos diversos
em 95 criancas com LLA encontraram associacdo do polimorfismo NQO1
609C>T com a sobrevida livre de doenca em criangcas menores de 5 anos e
sugerem que 0s pacientes com este polimorfismo pode ser importante para a
avaliacdo da resposta a inducao de terapia e a evolugéo no tratamento na LLA
e aos achados de Yamaguti e cols. (2010) que também associaram esse

polimorfismo a um fator de risco para a LLA.
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Polimorfismo nos genes GSTM1 e GSTM1 e sua associa¢cdo a clinica e
alteracdes laboratoriais na LLA-B

As GSTs sdo enzimas fase Il de compostas envolvidas no detoxificagao
de xenobidticos, pesticidas, carcinbgenos ambientais e quimioterapicos
(BOLUFER et al., 2006). No presente estudo foram encontradas frequencias de
35,1% e 32,1% para o genoétipo nulo do gene GSTM1 para pacientes e
controles, respectivamente. Esses dados, no geral, ndo diferiram dos achados
de D’Al6 e cols. (2004) que descreveram frequéncias do genotipo nulo de
425% e 46,9% em pacientes e controles, respectivamente quando
investigaram um grupo de individuos italianos adultos com LMA. Com relacéo
ao papel do gendtipo nulo no gene GSTM1 na LLA da infancia os dados séo
controversos e ainda nao sdo conclusivos com relacdo a um possivel risco
associado a sua presenca (BOLUFER et al., 2006).

As frequéncias para o gendétipo nulo no gene GSTT1 descritas neste
estudo foram de 21,6% e 20,5% nos pacientes e controles, sendo diferentes
das descritas por Chan e cols. (2011) ao estudarem 185 criancas Javanesas
com LLA que obtiveram frequéncias para o genétipo nulo no gene GSTT1 de
34,6% e 27,7% em pacientes e controles, respectivamente.

A presenca do gendtipo nulo no gene da GSTT1 tem sido associado a
susceptibilidade a LLA infantil e a uma estreita associagdo com a etnia e sexo.
O trabalho de Chen e cols. (1997) descreve a prevaléncia elevada de LLA em
criancas afrodescendentes com o gendétipo nulo e o trabalho de Chan e cols.
(2011) descreve a RP= 2.2 com p= 0,027 para as meninas com LLA e GSTT1
nulo. O presente estudo ndo confirmou achado referente ao sexo, sendo que a

associacao relacionada a etnia foi dificil de ser conduzida, uma vez que nao
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foram investigados marcadores genéticos apropriados para determinar a
origem étnica do grupo estudado. Cumpre ressaltar que a populagdo brasileira
e, mais precisamente, a populacdo do estado da Bahia, na qual o estudo foi
realizado, é conhecida pela sua miscigenacéo racial (AZEVEDO, 1973).

A analise do gendtipo nulo para o gene GSTT1 e os dados laboratoriais
esteve estatisticamente associado a contagem diminuida de leucdcitos no D1 e
a presenca de contagens mais elevadas no D7. Estes resultados confirmam os
dados obtidos por Goncgalves e cols. (2010), que estudaram os polimorfismos
no gene da GST e descreveram o risco de 5,92 do gendétipo nulo no gene
GSTT1 para a ocorréncia de leucopenia (p=0.002) em 278 individuos desta
mesma populacdo. O fato dos leucdcitos se apresentarem em nimero mais
elevado no gendtipo nulo no D7 sugere que estes individuos devem estar
metabolizando mais lentamente os quimioterdpicos utilizados no tratamento,
podendo representar um grupo que necessita de acompanhamento direto
quanto a esta resposta. Esses mesmos individuos apresentaram contagem de
plaquetas mais elevadas no D1 e de segmentados neutréfilos no D7, fato que
pode representar preservacao maior das plaguetas nos portadores do gendtipo
GSTT1 nulo e resisténcia maior dos segmentados aos quimioterapicos, ja que
0 numero de leucdcitos foi elevado no D7. Entretanto, dados semelhantes ndo
foram descritos na literatura, necessitando confirmacdo com a realizacdo de

um estudo com numero maior de pacientes com LLA.
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7.Conclusoes
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De acordo com os objetivos e com os resultados obtidos no presente estudo,

podemos concluir que:

1. O estudo nao evidenciou associagdes entre o polimorfismo no gene

CYP2EL e a evolucéo clinica dos pacientes;

2. Os achados para o gendtipo nulo do gene GSTT1 pode estar
associado a um grupo de pacientes que necessita de

acompanhamento direto quanto a resposta ao tratamento;

3. Com relacdo ao papel do gendétipo nulo no gene GSTM1 na LLA da
infancia os dados sao controversos e ainda ndo sao conclusivos com

relacdo a um possivel risco associado a sua presenca;

4. Os achados referentes ao genétipo mutante dos genes NQO1 e MPO
sugere que estes polimorfismos podem estar associados ao fenétipo
mais grave da doenca com a ocorréncia de quadros clinicos mais
graves na LLA-B, uma vez que estiveram associados a infiltracdo da

medula 6ssea e a presenca de bastos no liquor.
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Anexo 1
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Quadrol. Defini¢cdes mais comumente utilizadas no protocolo do Grupo Brasileiro para o Tratamento das

Leucemias Infantis (GBTLI LLA 93)

DEFINICOES DE RISCO DE RECAIDA

RISCO BASICO VERDADEIRO

Pacientes com idade > 1 e < 10 anos, com contagem leucocitaria inicial <
10.000/mmg3, auséncia de massa mediastinal, auséncia de envolvimento no
SNC, hepato-esplenomegalia inferior a 5 cm do rebordo costal (RC) medida
na linha hemiclavicular (LHC). Os critérios recomendaveis:
imunofeOnotipagem ndo T ndo B com CD10 > 20%, hiperdiploidia > 50 e
auséncia de cromossomo Philadelphia (Ph).

RISCO BASICO

Sdo critérios imprescindiveis: pacientes com idade > 1 e < 10 anos,
contagem leucocitaria inicial acima de 10.000 e até 50.000/mm? e/ou
presenca de massa mediastinal e/ou figado ¢ bago > 5 cm do RC na LHC.
Séo critérios recomendaveis: imunofenotipagem ndo T e ndo B, citogenética
com hiperdiploidia de 47 a 50 e/ou auséncia do cromossomo Ph.

ALTO RISCO

Sédo critérios imprescindiveis: pacientes com idade inferior a 12 meses e
superior a 10 anos, e/ou com contagem leucocitaria inicial acima de
50.000/mm3 e/ou envolvimento do SNC. S&o critérios recomendaveis:
imunofenotipagem T derivada, e/ou com achados desfavordveis da
citogenética (hipodiploidia 46, pseudodiploidia, cromossomo Ph +).

DEFINICOES DO ESTADO DA MEDULA

O aspirado da MO devera conter < 5% de blastos leucémicos, independente
da proporcdo de linfocitos maduros. A remissdo medular verdadeira requer o

MEDULA M1 estado M1, com celularidade medular normal e apresentando todas
linhagens celulares (série mieldide, eritrdide e megacariocitaria).
O esfregaco da MO devera conter entre 5 e 25% de blastos leucémicos,
MEDULA M2 independente da proporcao de linfécitos maduros.
Aricos > oEg
MEDULA M3 Medula com contagem de blastos leucémicos > 25%, representando uma

medula refrataria ao tratamento, ou uma recaida.

OUTRAS DEFINICOES

REMISSAO MEDULAR

Definida como M.O. apresentando os trés setores hematopoéticos bem
representados e menos de 5% de linfoblastos leucémicos.

REMISSAO CLINICA COMPLETA

Definida quando o paciente estiver sem sintomas e/ou sinais fisicos
atribuiveis a leucemia, além de M.O. em remissdo. A contagem de
neutréfilos no sangue periférico devera ser >500 / mm3 e das plaquetas >
75.000 /mma3.

PACIENTES RESPONDEDORES RAPIDOS

S80 os pacientes com leucometrias inferiores a 5000 /mm3 no D7, sem
blastos periféricos detectdveis e que ndo apresentam, também, blastos
leucémicos no D14 e, adicionalmente, tém o diagndstico M1/M2 na medula
6ssea colhida naquele dia. No caso de infiltracdo em SNC, o liquor no dia 14
ndo devera conter blastos.
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PACIENTES RESPONDEDORES LENTOS

Sdo os pacientes com leucometrias no D7 > 5.000 /mm3 e/ou blastos
periféricos presentes em qualquer nimero e/ou que apresentam blastos
leucémicos, detectados no sangue periférico apds duas semanas do inicio da
inducdo e/ou medula M3, obtida no dia 14 da inducdo. Incluem-se neste
grupo, os que apresentaram infiltracdo inicial em SNC e que ainda
apresentam blastos leucémicos no exame liquérico do dia 14.

PACIENTES NAO RESPONSIVOS

S80 os pacientes que apresentam no final da terapia de inducéo (28° dia), a
medula M2/M3, ou que ainda apresentem acometimento leucémico
extramedular. Sera considerada também falha indutoria, os pacientes que
apresentarem linfoblastos, em prazo inferior a 60 dias, ap6s a obtencéo da
medula de remissao.

RECAIDA MEDULAR

Caracterizada pelo reaparecimento de > 5% de blastos leucémicos na M.O.
(M2) ou > 25% de blastos (M3). A recaida podera ser isolada na M.O. ou
combinada, se houver envolvimento simultdneo do SNC ou outros sitios,
como os testiculos.

RECAIDA EM SNC

E caracterizado pelo achado de células leucémicas no LCR e/ou
aparecimento de sinais e sintomas neuroldgicos secundarios a leucemia.

RECAIDA TESTICULAR

A infiltracdo leucémica em um ou ambos testiculos deve ser comprovada
por bidpsia aberta para a comprovagao deste tipo de recaida.

SOBREVIDA LIVRE DE DOENCA

E o tempo decorrido entre a obtencdo da RCC até a ocorréncia da primeira
recidiva.

TEMPO DE SOBREVIDA

Definido como o tempo decorrido entre o0 momento do diagnéstico de
leucemia até a ocorréncia de morte do paciente.




Apéndice 1 -Termo de Consentimento

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
Eu, , detentor de

integral
(nome ou responsavel legal)
competéncia para dar consentimento

a

(nome do menor)

participar como voluntario do estudo denominado “Investigagao das
Anormalidades Cromossdmicas, Polimorfismos do Gene TNF e da
Glutationa-S-Transferase em Neoplasias Hematologicas”, sob a
coordenacdo da Dra. Marilda de Souza Gongalves. Tenho conhecimento de
que este estudo € importante, pelo fato de fornecer condi¢cdes de avaliagdo do
grau de prognostico, acompanhamento da doenca e de introducdo das técnicas
de biologia molecular no auxilio diagnostico das leucemias na nossa
populacdo. As implicagcBes relativas a minha participagéo voluntaria, incluindo a
natureza, duragéo e objetivo do estudo, os métodos e meios através dos quais

0 estudo deve ser conduzido foram explicados por

(nome do investigador)

no (a)

(nome da Instituicao)
Entendo também que eu tenho permissdo para a qualquer momento revogar o
meu consentimento e me retirar do estudo sem sofrer nenhuma puni¢do ou
perda de direitos. Entretanto, poderei ser solicitado a realizar exames, caso 0

meédico que me assiste, julgue-0s necessarios para minha saude e bem estar.

Assinatura do responsavel

Data / / NUmero de identidade

Endereco
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Eu presenciei a explicagdo acima descrita, confirmando a oportunidade
concedida de formular perguntas e testemunho a assinatura neste documento.

Assinatura da testemunha(1)

Nome da testemunha (1)

Assinatura da testemunha(2)

Nome da testemunha (2)

Assinatura do investigador
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Apéndice 2. Caracterizacdo imunofenotipica e estratificacdo de risco dos pacientes com LLA-B na

infancia.
Paciente Leucometria - Infiltracao Grupo . .
Sexo lIdade ao diagnostico HIERE Imunofendtipo  no SNC ao de SILER:DE
(x 10%/ mm®) CEEr Diagnéstico  Risco el o G
1 M 9 a* 18,0 B PREB + AR \%
2 F 6a 11,1 B COMUM - RB Vv
3 F 7a 14 B COMUM - RB \Y%
4 M 1a, 8 m** 3,1 B PRE B + AR Vv
5 F la,6m 5,6 B B + AR \Y
6 M 3a,9m 3,2 B COMUM - AR V
7 F 3a,6m 17,6 B COMUM - RB \Y
8 M 43,1m 74,4 B COMUM - AR V
9 M la,5m 4,8 B PRE B - RB \Y
10 F 7a,7m 43,3 B COMUM - AR Vv
11 F 3a 33,4 B COMUM + AR \Y
12 F 14a 10,0 B COMUM - AR \Y
13 F 6a 3,2 B PRO B - RB \Y
14 M 4a6m 11,4 B COMUM - RB Vv
15 M 5a8m 139 B PROB + AR \%
16 M 43,1m 4,6 B PROB - RB \Y
17 F 11a,11m 5135 B PRO B - AR (0]
18 M 5a 22,0 B COMUM - RB Vv
19 F 5a8m 2,6 B Fkk - RB \Y
20 F 5a 11 m 2,5 B COMUM - AR Vv
21 M 5a9m 19,7 B COMUM - AR \Y%
22 F 9m 13,2 B B - AR Vv
23 M 2a,7m 4.4 B B - RB \Y
24 F 2a,4m 4,3 B COMUM - RB \Y
25 F 43,9m 2,2 B COMUM - RB (0]
26 M 6a6m 4.4 B COMUM - AR Vv
27 F 11a,1m 54 B COMUM - AR (0]
28 M 3a,3m 7,0 B COMUM - RBV Vv
29 M 7a,4m Fkk B PRE B - AR (0]
30 M la,4m Fkk B PRE B - AR (0]
31 M 3a,11m 7,3 B COMUM - AR \Y
32 M 2a,2m 18,5 B COMUM - RB Vv
33 M 5a8m 6,0 B COMUM - RBV \Y%

*a= anos, **m= meses, V= vivo, O= 06bito, AR= Alto risco, RB= Risco baixo, RBV = Risco baixo verdadeiro,
***dado inexistente.

Fonte: Extraido de Cézar, 2011.



LLA-B

Apéndice 3. Caracteristicas imunofenotipicas dos blastos dos pacientes com

LLA-B (33)

n % n % n %
CDla 0 0 CD19 27 81,8 CD135 1 3
CD2 0 0 CD20 6 18,2 cCD3 0 0
CD3 2 6,1 CD22 1 3 cCD13 3 9,1
CD4 1 3 CD33 5 15,1 cCD22 18 54,5
CD5 1 3 CD34 10 30,3 cCD79a 16 485
CD7 1 3 CD38 4 12,1 mCD22 1 3
CD8 1 3 CD45 19 57,6 clgM 2 6,1
CD10 23 69,7 CD56 1 3 TdT 13 394
CD13 4 12,1 CD58 4 12,1 HLA-DR 18 545
CD14 1 3 CD79a 0 0 aMPO 1 3

n= numero de pacientes

Fonte: Extraido de Cézar, 2011.
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