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APRESENTACAO

A presente publicacao reune os trabalhos de pesquisa desenvolvidos no
ambito do Programa de Iniciacdo Cientifica do Hospital da Crianca de Brasilia
concluidos em setembro 2024 e abril de 2025. Os bolsistas do programa foram
selecionados de acordo com as normas do Edital PIC-HCB 02/2023 (Portaria N°
336 de 04/07/2023) e Edital PIC-HCB 01/2024 (Portaria N° 357 de 07/12/2023) do
Programa de Iniciacao Cientifica do Hospital da Crianca de Brasilia José Alencar
regulamentado pela Resolug¢ao N° 112, de 06/06/2018.

O objetivo geral do Programa é proporcionar aos alunos de graduacao
situacdes concretas de ensino-aprendizagem dos métodos de pesquisa cientifica,
sob orientacdo de pesquisador qualificado. Sao objetivos especificos do
programa:

« criar oportunidades para estudantes de cursos de graduacao do Ensino
Superior na area de saude, visando a iniciacao na pesquisa cientifica e ao
desenvolvimento do pensar cientifico em sua pratica;

- contribuir para a formacao de profissionais da salide com impactos
positivos na pratica profissional, dada a incorporacao de condutas investigativas;

« possibilitar maior integracao entre o Hospital da Crianca de Brasilia Jose
Alencar e as

« instituicdes de Ensino Superior do Distrito Federal, notadamente no
campo das ciéncias da saude;

- favorecer ainsercao de jovens em programas de pos-graduacéo,
direcionando-os para programas de mestrado e doutorado nas ciéncias da saude;

« promover o desenvolvimento de iniciacao cientifica no HCB de maneira
estruturada e continuada, proporcionando a convivéncia de estudantes de
graduacao com procedimentos e metodologias de pesquisa adotadas nas
especialidades médicas e demais especialidades envolvidas na assisténcia
pediatrica; e

- estimular a pesquisa cientifica no Hospital da Crianca de Brasilia José
Alencar.

A publicacdo dos resultados dos estudos pretende dar visibilidade aos
esforcos empreendidos pelos pesquisadores e seus bolsistas na busca de novos
conhecimentos que beneficiem diretamente a qualidade da assisténcia prestada
ao publico do HCB. O teor dos textos bem como os resultados apresentados sao
de responsabilidade dos respectivos autores.

Ao tempo em que cumprimentamos os alunos bolsistas, agradecemos os
orientadores e membros do Comité de IC pelo empenho e dedicacao ao longo
desta trajetoria.

Atenciosamente,

Valdenize Tiziani
Coordenadora do Programa de Iniciacdo Cientifica
Hospital da Crianca de Brasilia



CARACTERIZACAO CLINICA DE PACIENTES PORTADORES DE
ESLEROSE TUBEROSA ACOMPANHADOS EM UM HOSPITAL
PEDIATRICO TERCIARIO EM BRASILIA

Ananda Miclos de Oliveira!
Renata Lazari Sandoval®

Resumo

A Esclerose Tuberosa (ET) ¢ uma doenca genética autossOmica dominante,
caracterizada pela formagdo de hamartomas em diversos Orgdos, com manifestacdes
neuroldgicas, impactando o neurodesenvolvimento e outras fungdes sistémicas. Sua expressao
clinica ¢ altamente varidvel, exigindo monitoramento continuo e abordagem multidisciplinar.
Este estudo teve como objetivo geral caracterizar clinicamente os pacientes portadores de ET
acompanhados no Hospital da Crianga de Brasilia Jos¢ Alencar (HCB), contribuindo para o
aprimoramento das estratégias diagndsticas e terapéuticas. Trata-se de uma pesquisa
retrospectiva, com delineamento longitudinal, baseada na analise de 64 prontudrios eletronicos
de pacientes. A maioria era natural do Distrito Federal (86,54%). As manifestagdes clinicas
mais prevalentes foram epilepsia (76,56%), atraso no desenvolvimento (62,50%) e
angiomiolipomas renais (59,37%). Ademais, o Transtorno do Espectro Autista foi identificado
em 28,13% dos pacientes. Os exames de imagem mais realizados foram ressonancia magnética
do cranio (82,81%) e ultrassonografia abdominal (75%). O uso de Everolimus foi registrado
em 17,19% dos casos, mostrando eficacia na reducdo de tumores ¢ controle de crises
epilépticas. Os achados reforgam a importdncia do diagnostico precoce, da abordagem
individualizada e da necessidade de padronizacdo nos registros clinicos, a fim de garantir
melhor qualidade de vida aos pacientes com ET.

Palavras-chave: esclerose tuberosa; heranga genética; hamartomas; pediatria.
Introducio

A esclerose tuberosa (ET) ¢ uma doenca genética autossdomica dominante de alta
penetrancia, com cerca de 80% dos casos relacionados a variantes patogénicas de novo (Tsao;
Luo, 2025). Trata-se de uma desordem multissistémica que afeta a migragao, proliferacao e
diferencia¢do celular, resultando no desenvolvimento de tumores benignos e malignos
(DiMario; Sahin; Edrahimi-Fakhari, 2015). A ET ¢ caracterizada pela presenca de hamartomas
em diversos o0rgdos, como cérebro, coracdo, pele, olhos, rins, pulmdes e figado, além de
manifestagdes neuroldgicas, incluindo epilepsia, atraso no desenvolvimento e distarbios
neuropsiquiatricos (Hasbani; Crino, 2018). A incidéncia estimada da ET varia de 1 em 6.000 a
10.000 nascidos vivos, sem distin¢gdo de sexo ou etnia (Ferri, 2025).

! Académica de Medicina da Universidade Catélica de Brasilia (UCB) e Bolsista de iniciagdo cientifica do Hospital
da Crianga de Brasilia (HCB).
2 Médica Geneticista do Hospital da Crianga de Brasilia (HCB)
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A doenga ¢ causada por variantes patogé€nicas germinativas nos genes 7SCI e TSC2
(Safier; Cleves-Bayon; Gaesser, 2023). Juntas, essas proteinas formam um complexo que
regula o crescimento e a proliferacdo celular, inibindo a via mTOR (Ferri, 2025). Variantes
patogénicas que resultam na perda de fungdo da hamartina ou tuberina levam a superativa¢ao
da via mTOR, favorecendo a formacdo de tumores em diversos o6rgdos (DiMario; Sahin;
Edrahimi-Fakhari, 2015). O nimero, tamanho e localizagdo desses tumores podem variar
significativamente, mesmo entre portadores da mesma familia (Hasbani; Crino, 2018).

Variantes patogénicas no gene 7.SC/ sdao responsaveis por aproximadamente um tergo
dos casos de ET. Essas variantes incluem pequenas delegdes e insercdes (58%), variantes
nonsense (23%), alteragdes em sitios de splicing (11%), variantes missense (6%) e grandes
rearranjos (3%) DiMario; Sahin; Edrahimi-Fakhari, 2015). Os casos restantes estdo associados
a variantes patogénicas no gene 7SC2, que incluem pequenas dele¢des e insercdes (38%),
variantes missense (26%), variantes nonsense (15%) e alteragdes em sitios de splicing (17%),
além de grandes rearranjos (5%) (DiMario; Sahin; Edrahimi-Fakhari, 2015).

O diagnostico da Esclerose Tuberosa (ET) ¢ realizado com base em testes genéticos e
achados clinicos, seguindo os critérios estabelecidos pela Conferéncia Internacional de
Consenso do Complexo de Esclerose Tuberosa (Rodrigues; Gomes; Costa, 2012). Para um
diagnostico definitivo, € necessaria a identificagdo das variantes patogénicas nos genes 7SC/
ou 7SC2. Os critérios maiores s3o: maculas hipomelandticas (>3, com pelo menos 5 mm de
diametro); angiofibromas (>3); fibromas ungueais (>2); mancha de Shagreen; multiplos
hamartomas retinianos; multiplos tubérculos corticais e/ou linhas de migragao radial; nodulos
subependimarios (>2); astrocitoma subependimario de células gigantes (SEGA); rabdomioma
cardiaco; linfangioleiomiomatose (LAM); e angiomiolipomas (>2) (Safier; Cleves-Bayon;
Gaesser, 2023). Os critérios menores incluem: lesdes cutaneas tipo “Confete”; pits multiplos
no esmalte dentarios (=3); fibromas intraorais (>2); mancha acromica retiniana; multiplos cistos
renais; hamartomas nao renais; e lesdes Osseas escleroticas (Safier; Cleves-Bayon; Gaesser,
2023).

O manejo da ET foca nas manifestagdes neurologicas e sistémicas, incluindo o uso de
inibidores da mTOR, como Sirolimus e Everolimus, que possuem propriedades
antiproliferativas e antiangiogénicas (Henske ef al., 2016). Esses medicamentos tém
demonstrado eficacia na reducdo de lesdes renais e cerebrais, melhora da fungdo pulmonar e
diminui¢do da frequéncia das crises epilépticas (Rout; Leslie, 2024). Especificamente, o
tratamento dos astrocitomas subependimarios de células gigantes (SEGAs) com Everolimus
esta associado a uma redugdo sustentada do volume tumoral, ao aparecimento de novas lesoes
e a frequéncia das crises epilépticas (Henske et al., 2016). No caso dos angiomiolipomas
associados a ET, o Everolimus mostrou-se eficaz na redugao ou estabilizagao do tamanho da
neoplasia, além de prevenir sangramentos (Henske et al., 2016).

No aspecto tedrico, a investigagao amplia o conhecimento sobre a expressao fenotipica
da ET em uma populagdo especifica, fornecendo subsidios para futuras pesquisas sobre a
variabilidade clinica e os mecanismos subjacentes as manifestacdes da doenga. Do ponto de
vista pratico, a caracterizagdo clinica detalhada dos pacientes permite a identificagdo de
necessidades especificas de cuidado, promovendo um manejo clinico dos pacientes podem
contribuir para otimizar as estratégias terapéuticas e aprimorar a qualidade de vida dos afetados.

Do ponto de vista social, a ET representa um desafio significativo para os pacientes e
suas familias, uma vez que as manifestagdes neuroldgicas e sistémicas impactam diretamente a
qualidade de vida e a independéncia funcional dos individuos. O acompanhamento
multidisciplinar desses pacientes ¢ essencial para um manejo adequado da doenca, e estudos
epidemiologicos locais sdo fundamentais para a formulagdo de politicas de saude publica
voltadas para essa populagdo. Diante desse contexto, o presente estudo tem como objetivo
caracterizar clinicamente os pacientes com esclerose tuberosa acompanhados no Hospital da
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Crianca de Brasilia José de Alencar, contribuindo para o avango da ciéncia nas areas de
pediatria, genética e oncologia, bem como para a melhoria das abordagens diagnosticas e
terapéuticas dessa condi¢do complexa.

A justificativa para o presente estudo foi conhecer as caracteristicas clinicas dos
pacientes portadores de esclerose tuberosa acompanhados no Hospital da Crianga de Brasilia
Jos¢ de Alencar (HCB). A partir disso, descrever o perfil epidemioldgico e caracterizar as
manifestagdes clinicas desses pacientes.

Metodologia

Este estudo trata-se de uma pesquisa de coorte retrospectiva, com delineamento
longitudinal, realizada no Hospital da Criangas de Brasilia José de Alencar (HCB). O principal
objetivo foi a caracterizagdo clinica e epidemioldgica de pacientes diagnosticados com
Esclerose Tuberosa (ET), a partir da andlise de seus prontuarios médicos eletronicos.

A pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa sob o parecer CAAE:
66964123.4.0000.0144. Foram incluidos na amostra pacientes com diagnéstico confirmado de
ET, acompanhados regularmente pelo servico de referéncia do hospital. Os critérios de inclusdo
envolveram pacientes de todas as faixas etarias, com dados clinicos, laboratoriais e de imagem
registrados de maneira completa e acessivel nos prontudrios eletronicos. Foram excluidos os
pacientes com diagnoéstico inconclusivo de ET e prontudrios incompletos.

Os dados foram extraidos e organizados em uma planilha do Microsoft Excel (2016)
e, posteriormente, analisados estatisticamente por meio do software Statistical Package for the
Social Sciences (SPSS), versdo 23 (IBM Corp., 2015). Foram realizadas analises descritivas e
de associacao, utilizando o teste Qui-quadrado de Pearson, com corre¢des quando necessario
(correcao de continuidade de Yates ou calculo exato de Fisher), ¢ adotando um nivel de
significancia de 5% (p < 0,05).

As variaveis do estudo sdo:

e Dados demogréficos e identificadores: sexo, data de nascimento, naturalidade,
estado de residéncia, histérico familiar de ET, obito.

e Triagem para sindromes de predisposi¢ao ao cancer: presenga de malformagao
maior congénita, disformias menores, anomalia vascular e/ou linfatica,
hipertrofia corporea, atraso nos marcos do desenvolvimento, deficiéncia
intelectual presumida ou confirmada por teste neuropsicoldgico, disturbio de
comportamento, epilepsia, genitdlia ambigua, puberdade precoce, baixa
estatura, alta estatura, macrocefalia, microcefalia, alteragdes de pigmentacao
especifica, historia pessoal de tumor benigno, histéria pessoal de cancer,
historia familiar de cancer < 50 anos (familiares de 1°, 2° ou 3° grau), citopenia,
imunodeficiéncia, erro inato do metabolismo.

e Exames de rastreamento:
o Tomografia de cranio;
o Ressonancia magnética do cranio;
o Tomografia de torax;
o Tomografia de abdome;
o Ressonancia magnética ou tomografia computadorizada de coluna
vertebral;
o Ultrassonografia de abdome;
o Ultrassonografia de tireoide;
o Ressonancia rapida do corpo inteiro.

Hospital da Crianga de Brasilia José Alencar ‘ 11
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e Esclerose Tuberosa:

o Resultados clinicos que o paciente apresenta ou ja apresentou: maculas
hipocrémicas; angiofibroma; mancha Shagreen; multiplos hamartomas
retinianos; multiplos tubérculos corticais e/ou linhas de migragao radiais;
noédulo(s) subependimario(s), linfagiomatose; angiomiolipoma; placa
fibrosa em fronte, fibromas ungueais; astrocitoma subependimario de
células gigantes (SEGA); rabdomioma cardiaco; lesdes anunciadas tipo
“Confete”; pits de esmalte dentario; fibromas intraorais; placa de
retiniana acromica; cistos renais; lesdes Osseas escleroticas.

o Definir a primeira vez que este sinal/sintoma foi observado: ao
nascimento; < 1 ano; entre 1 e 5 anos; entre 6 ¢ 10 anos; entre 11 e 15
anos; entre 16 e 20 anos; > 20 anos; informacao desconhecida.

Resultado e discussao

A populagao estudada foi composta por 64 pacientes, sendo 54,69% do sexo masculino
e 45,31% do sexo feminino, observado na tabela 1. Nao ha evidéncia de predominancia de
género na incidéncia da ET, o que estd em consonancia com os dados encontrados no presente
estudo (Ferri, 2025). A maioria dos pacientes (86,54%) era natural do Distrito Federal,
sugerindo uma concentragdo dos atendimentos em centros especializados da regido e
reforcando a importancia da estrutura hospitalar local para o manejo da doenca.

Nao foram registrados 6bitos na amostra analisada. No entanto, as principais causas
de mortalidade em ET sdo complicagdes renais e crises epilépticas refratarias (Maciel; Cunali,
2015). A auséncia de Obitos pode estar associada ao acompanhamento multiprofissional
eficiente e a adesdo dos pacientes as terapias disponiveis. A monitorizagdo constante,
especialmente de alteragdes renais e neurologicas, € essencial para evitar complicagdes fatais.

Tabela 1 — Analise descritiva dos dados demograficos e clinicos de pacientes com diagnostico
de ET e acompanhados no HCB

Dados demograficos e clinicos n %
S Feminino 29 4531
exo Masculino 35 54,69
Bahia 2 3,85
Goias 3 5,77
) Piaui 1 1,92
Naturalidade Roraima | 1.92
Distrito Federal 45 86,54
Sem informagédo 12
Acre 1 1,56
Bahia 3 4,69
Estado de residéncia Goias 17 26,56
Roraima 1 1,56
Distrito Federal 42 65,63
Obito Nao 64 100,00

Fonte: elaboragao pelo Servico de Bioestatistica do HCB com base nos dados coletados.

Outro fatore relevantes ¢ o momento do aparecimento das primeiras manifestacdes
clinicas. De acordo com os dados analisados, 87,5% das maculas hipocromicas foram
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detectadas ao nascimento e com menos de um ano de idade, correspondendo a 40 pacientes.
Esse achado corrobora o estudo, que descreve essas lesdes cutaneas como um dos primeiros
sinais visiveis da ET novo (Tsao; Luo, 2025). J4 as lesdes como angiomiolipomas renais,
encontrados em 38 pacientes (59,37%), e astrocitomas subependimarios, presentes em 22
pacientes (34,44%), foram detectados majoritariamente na infancia e adolescéncia. Isso reforga
a necessidade de monitoramento continuo, pois sugere que a ET se desenvolve de forma
escalonada ao longo da vida, exigindo diferentes estratégias de interven¢do em cada fase,
conforme a progressao da doenga e o surgimento de novas complicagdes.

A epilepsia foi um dos achados mais comuns, identificada em 49 pacientes (76,56%),
como identificado na figura 1. Os estudos demonstraram que crises epiléticas frequentemente
ocorrem nos primeiros anos de vida e sdo de dificil controle (Hasbani; Crino, 2018). Além
disso, a presenca de multiplos tubérculos corticais, detectados em 51 pacientes (79,69%), sugere
uma forte correlagdo com o desenvolvimento de epilepsia. O comprometimento neurologico
associado a ET reforca a necessidade de monitoramento neurologico continuo para otimizacao
terapéutica e prevengdo de danos cognitivos, principalmente devido o impacto da atividade
epiléptica precoce no neurodesenvolvimento.

Figura 1 — Percentual dos dados de triagem para sindromes de predisposi¢do ao cancer em
pacientes com diagnostico de ET e acompanhados no HCB
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Fonte: elaboracdo pelo Servigo de Bioestatistica do HCB com base nos dados coletados.

A ressonancia magnética de cranio foi o exame mais realizado (82,81%), seguida pela
Ultrassonografia de abdome (75,00%) (Tabela 2). A literatura enfatiza que a monitorizag¢ao por
exames de imagem ¢ essencial para detectar precocemente complicagdes renais e neurologicas
(Rout; Leslie, 2024). O alto nimero de exames realizados reflete a importancia do
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acompanhamento continuo desses pacientes, visto que a ET pode apresentar manifestagoes
progressivas ao longo da vida.

Tabela 2 — Analise descritiva de rastreamento e regioes avaliadas em pacientes com diagndstico
de ET e acompanhados no HCB

Exames de rastreamento n %

Ultrassonografia de tirecoide com doppler 1 1,56
Ressonancia répida do corpo inteiro 1 1,56
Ressonancia magnética ou tomografia computadorizada de coluna vertebral 2 | 3,13
Ultrassonografia de tireoide 4 | 6,25
Tomografia do abdome 22 | 34,38
Tomografia do torax 26 | 40,63
Tomografia de cranio 41 | 64,06
Ultrassonografia de abdome 48 | 75,00
Ressonancia magnética do cranio 53 | 82,81

Fonte: elaboragdo pelo Servigo de Bioestatistica do HCB com base nos dados coletados.

O rabdomioma cardiaco também foi um achado clinico relevante, identificado em 36
pacientes (56,25%). Essa condicdo ¢ considerada uma das primeiras manifestagdes da ET,
sendo geralmente detectada ainda na vida intrauterina ou nos primeiros anos de vida
(Rodrigues; Gomes; Costa, 2012). O rabdomioma cardiaco, apenas de sua tendéncia a regressao
espontanea, pode estar associado a complicac¢des cardiacas, como obstrucdo do fluxo sanguineo
e arritmias, tornando essencial a monitorizagdo regular por ecocardiograma.

O atraso no desenvolvimento foi observado em 40 pacientes (62,50%), sendo um dos
comprometimentos mais relevantes associados a ET. A disfun¢do da via mTOR fortemente
impactada pelas mutagdes nos genes 7SCI e TSC2, resulta em alteragdes na organizagdo
neuronal e na plasticidade sinaptica, contribuindo para déficits cognitivos, motores e
comportamentais (Safier; Cleves-Bayon; Gaesser, 2023). Os dados analisados revelam que os
pacientes com ET frequentemente apresentam dificuldades em atingir marcos motores e
cognitivos na idade esperada, o que refor¢a a necessidade de intervengdes terapéuticas precoces,
como fisioterapia, terapia ocupacional e acompanhamento neuropsicoldgico para minimizar
impactos na qualidade de vida.

A relagdo entre ET e Transtorno do Espectro Autista (TEA) foi outro achado relevante,
identificado em 18 pacientes (28,13%). Estudos indicam que a mutacao nos genes 7SC/ e 7SC2
interfere na regulagdo da via mTOR impactando o desenvolvimento neuronal e resultando em
transtornos neuropsiquiatricos (Curatolo; Bombardieri; Jozwiak, 2008). A elevada prevaléncia
de TEA na amostra destaca a necessidade de uma abordagem multidisciplinar, que inclua
neurologistas, psicologos e terapeutas ocupacionais, visando intervengdes precoces para
minimizar impactos na qualidade de vida desses pacientes.

Em relacdo ao tratamento, 11 pacientes (17,19%) utilizaram o medicamento
Everolimus em algum momento do tratamento. Esse inibidor da via mTOR tem sido
amplamente estudado e tem demonstrado eficicia no controle de tumores associados a ET,
como astrocitomas subependimarios e angiomiolipomas renais (Henske et al., 2016). Além
disso, hé evidéncia de seu beneficio na redugdo da frequéncia de crises epilépticas e na melhora
de sintomas comportamentais em pacientes com TEA associado a ET. Isso refor¢a a
importancia de protocolos terapéuticos personalizados para otimizar o manejo da doenga e
minimizar suas complicagdes a longo prazo.

A pesquisa avangou conforme o planejado, atingindo as metas propostas
especialmente na analise de prontudrios e registros laboratoriais para a construcao da base de
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dados a ser estudada. No entanto, alguns desafios surgiram durante a analise. Um dos principais
problemas foi a auséncia de retorno de alguns pacientes as consultas, o que resultou em
informacdes limitadas. Além disso, algumas informagdes estavam incompletas, ndo tendo um
detalhamento dos exames de rastreamento na plataforma Soul MV, com informagdes
frequentemente registradas apenas nas evolucdes.

Conclusao

Os achados deste estudo evidenciam a heterogeneidade clinica da Esclerose Tuberosa
(ET) e refor¢gam a importancia do diagnostico precoce e do acompanhamento continuo desses
pacientes. A analise demonstrou que a maioria das manifestagdes iniciais, como maculas
hipocrémicas, surgem ainda no primeiro ano de vida, o que enfatiza a necessidade de triagem
neonatal eficaz para deteccao precoce da doenga. Além disso, a elevada incidéncia de epilepsia
(76,56%) e sua correlagdo com multiplos tubérculos corticais (79,69%) ressaltam o impacto
neurolégico da ET, reforcando a necessidade de um manejo clinico especializado para
minimizar danos cognitivos e melhorar a qualidade de vida. O estudo também identificou que
62,50% dos pacientes apresentaram atraso no desenvolvimento, resultado que corrobora a
literatura sobre os efeitos da disfuncdo da via mTOR no neurodesenvolvimento. Esse achado
destaca a necessidade de intervengdes terapéuticas precoces, incluindo reabilitagdo motora e
cognitiva, para otimizar o progndstico dos pacientes. A associagdo significativa entre ET e
TEA, presente em 28,13% dos casos, refor¢a a relevancia de uma abordagem multidisciplinar
envolvendo neurologistas, psicélogos e terapeutas ocupacionais para garantir um suporte
adequando as necessidades comportamentais e sociais desses individuos.

No que se refere as complicacdes sistémicas, o estudo confirmou a alta prevaléncia de
angiomiolipomas renais (59,37%) e astrocitomas subependimarios (34,44%), bem como a
presenca de rabdomiomas cardiacos em 56,25% dos pacientes. Esses achados demonstram a
importancia do monitoramento continuo por exames de imagem, como ressonancia magnética
e ecocardiograma, para evitar complicacdes graves associadas a essas lesdes. O uso do
medicamento Everolimus por 17,19% dos pacientes refor¢a seu papel como alternativa
terapéutica eficaz no manejo das complicagdes tumorais e epilépticas da ET.

Além disso, os desafios identificados no estudo, como a auséncia no retorno de
pacientes e falhas no registro de exames, destacam a necessidade de melhorias nos protocolos
de acompanhamento. Estratégias que aumentem a adesdo ao tratamento e aprimores a
padronizacdo dos registros hospitalares podem contribuir significativamente para um manejo
mais eficaz da doenga. Apesar dessas limitagdes, os resultados obtidos contribuem
significativamente para o entendimento da ET e reforcam a importancia do diagndstico precoce,
do acompanhamento multidisciplinar e do desenvolvimento de estratégias terapéuticas
individualizadas para otimizar o manejo da doenca e a qualidade de vida dos pacientes.

Diante dos achados, observa-se a necessidade de investigagdes futuras que abordem,
de forma mais aprofundada, o uso de inibidores da via mTOR, como o Everolimus, no contexto
da Esclerose Tuberosa em pacientes pedidtricos. Além disso, fazem-se necessarios estudos que
avaliem os possiveis impactos da exposi¢do frequente a exames de imagem no
acompanhamento longitudinal desses pacientes. A elaboracdo de diretrizes clinicas
institucionais também representa um campo a ser explorado, com vistas a padronizacao da
assisténcia e a qualifica¢do dos fluxos de cuidado.
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ACRESCIMOS DO SEQUENCIAMENTO DE NOVA GERACAO SOBRE
O DIAGNOSTICO DE CRIANCAS COM LEUCEMIAS AGUDAS EM
UM HOSPITAL PUBLICO BRASILEIRO

Caio Silva Sanches!
Ricardo Camargo?

Resumo

Aproximadamente 30% dos canceres pediatricos sdo leucemias agudas. Dos 33
pacientes testados pela metodologia de Sequenciamento de Nova Geragdo (NGS), no periodo
de 2018 a 2024, no nosso hospital, cerca de 91% possuiam leucemias linfoblasticas agudas,
enquanto os demais, leucemias mieloides agudas. Nao houve grande diferenga numérica entre
os géneros da populacdo estudada e a faixa etaria mais prevalente situou-se entre 1 a 10 anos
de idade. Nosso principal objetivo foi compreender os beneficios e desafios da aplicagdo do
NGS comparando-o a outras metodologias biomoleculares aplicadas nessa coorte. O NGS
expos, duas novas fusdes nunca antes descritas na literatura e apresentou concordancia
significativamente estatistica entre os seus achados e os da pesquisa de translocagdes por R7-
PCR. Criamos e validamos, com sucesso, uma estratificagdo customizada de risco ao
diagnoéstico que unificasse os 8 protocolos terapéuticos utilizados na institui¢do, durante o
periodo. Constatamos a relevancia da metodologia de NGS frente ao arsenal diagndstico das
leucemias agudas, apesar das suas onerosas demandas. Por fim, ciente de que a tecnologia ainda
¢ pouco difundida no sistema publico de satde brasileiro, avaliamos os impactos da sua
implementa¢do de modo sistematico e os pré-requisitos para a sua sustentabilidade.

Palavras-chave: leucemia linfoide; leucemia mieloide; sequenciamento de nova geragao;
pediatria; computacao de alta performance.

Introducio

As leucemias agudas (LA) sdo neoplasias de células-tronco caracterizadas pela
proliferacdo maligna e o acimulo de células imaturas e disfuncionais na medula 6ssea (MO)
(Labiner, 2020, p. 496). A morte do paciente, frequentemente, ocorre devido a infecgdes ou
hemorragia, apos semanas ou meses de declinio do estado geral pela doenca, a menos que uma
terapia eficaz mude o seu curso (Labiner, 2020, p. 496). As duas principais macro categorias
de leucemias agudas sdo classificadas de acordo com a origem da célula e seu defeito primario
(Labiner, 2020, p. 496). Se afetar a maturacdo e diferenciacdo de uma célula progenitora
mieloide comum, classifica-se como leucemia mieloide aguda (LMA) (Labiner, 2020, p. 497).

r

Caso afete, a célula progenitora linfoide comum, a doenga ¢ classificada como leucemia
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linfoblastica aguda (LLA) (Labiner, 2020, p. 497), podendo ainda ser subdividida,
principalmente, em LLA-B e LLA-T (Labiner, 2020, p. 497).

As tecnologias de NGS sao robustas metodologias diagnosticas capazes de conferir
grande precisdo a estratificagdo diagnéstica de neoplasias e na avaliagdo prospectiva do genoma
humano (Prasad et al., 2021). Tal tecnologia realiza o sequenciamento profundo do todo ou de
partes especificas do genoma (Prasad et al., 2021). Nas LA, a técnica complementa avaliacdes
de doenga residual minima (DRM) e expande a busca de achados genéticos vinculados as
leucemias, ao mesmo tempo em que valida outras técnicas biomoleculares tradicionais (Prasad
et al., 2021). A sua implementacdo demanda uma equipe multidisciplinar extremamente
capacitada para o preparo laboratorial das amostras e processamento de dados gendmicos®. Com
o auxilio de ferramentas tradicionais e do NGS, aprimora-se a emissao de laudos que propiciem
ao clinico a estratificacdo precisa da doenca em estudo, ajustando-a a pardmetros prognosticos
para a escolha mais sabia do protocolo terapéutico de acordo com o risco da leucemia
diagnosticada (Chen et al., 2023). Outro grande beneficio do NGS consiste na ampliacdo do
potencial exploratorio de alteragdes genéticas, de significado ainda oculto a Ciéncia, as quais,
apos rigorosa validagdo, poderdo expandir os critérios de estratificagdo progndstica, ou sugerir
o agrupamento de variantes de leucemias atualmente pouco compreendidas (Cree, 2022).

Tendo a disposi¢ao no nosso hospital tanto as tecnologias tradicionais quanto o NGS,
este estudo se propds a conhecer, validar e comparar os efeitos da implementagao da tecnologia,
em relagdo as metodologias tradicionais, em beneficio de pacientes tratados no HCB, inserido
no Sistema Unico de Saude (SUS). Além disso, nos propusemos a avaliar os potenciais
beneficios e os desafios da disseminacdo do uso do NGS em larga escala, havendo como
exemplo a realidade deste centro de referéncia em assisténcia pediatrica. Este trabalho também
expOs os pré-requisitos necessarios para a difusdo da tecnologia de NGS em ampla escala e em
qual momento das etapas de implementacao paises desenvolvidos e o Brasil se encontram.

Objetivos

Objetivo geral: avaliar o impacto da implementacdo da tecnologia de NGS no
diagnostico e seguimento de pacientes com leucemias agudas pediatricas.

Objetivos especificos: correlacionar desfechos clinicos e epidemioldgicos relevantes,
sob a optica dos achados biomoleculares dos pacientes. Compreender se hé resultados de NGS,
que seriam suficientes para alterar a estratificacdo de risco diagnostico € o progndstico dos
pacientes em estudo. Comparar o desempenho do NGS, a metodologias tradicionais utilizadas
no diagnoéstico das leucemias agudas da infancia. Listar possiveis novas alteracdes genéticas
encontradas exclusivamente por NGS. Nivelar, de forma atualizada, a estratificacdo de risco
dos protocolos de tratamento contra as LLA-B utilizados no periodo, ndo invalidando as
classificagdes dos protocolos originais, considerando os exames complementares disponiveis.
Compreender a aplicabilidade e a sustentabilidade do uso difuso das metodologias de NGS,
pelos sistemas de saude do Brasil e do mundo.

Metodologia

Trata-se de um estudo observacional analitico, retrospectivo e prospectivo pautado em
prontuarios assistenciais obtidos entre 2018 e 2024, vinculado ao projeto de doutorado da Dra.
Estefania Rodrigues Biojone na area de Genética Humana, aprovado pelo CEP sob o parecer

de n°: 4.825.280 ¢ CAAE: 44796221.9.0000.0144, cuja amostra foi obtida por conveniéncia.
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Os dados foram coletados na plataforma de prontuarios Soul MV® e criptografados
por meio de codigos tnicos para cada primeira amostra diagndstica do aspirado de medula dssea
de cada paciente estudado (BM seguido por 4 nimeros).

Durante a estratificagdao diagnostica e o seguimento utilizou-se: hemograma; rotina do
liquor; radiografia de tdrax; ultrassonografias de partes moles; citometria de fluxo com
imunofenotipagem; pesquisa de translocagdes por Real Time Polymerase Chain Reaction (RT-
PCR); caridtipo por bandamento G; Fluorescent In Situ Hybridization (FISH); eletroforese
capilar e sequenciamento de Sanger. As analises por Multiplex Ligation-dependent Probe
Amplification (MLPA) foram realizadas apenas em pacientes diagnosticados com LLA-B. No
cariotipo, considerou-se hipodiploidia (<45 cromossomos) (Miller ef al., 2018), hiperdiploidia
(entre 47 e 50 cromossomos) (Haas; Borkhardt, 2022, p. 2769) e alta hiperdiploidia (50<
cromossomos) (Ramos-Muntada et al., 2022). Foram agrupados na varidvel “Outras alteragdes”
resultados com citogenética anormal, contudo, sem aneuploidias.

Durante a estratificagdo diagnostica por target NGS (t-NGS) confeccionou-se a anélise
de captura hibrida a partir de um painel genético customizado construido por especialistas em
biologia molecular do HCB, a partir de genes sabidamente associados as LA da infancia pela
literatura mundial (Cree, 2022). Contudo, sem impedir o potencial exploratério para a
identificacdo de novos parceiros de fusdo génica. O recorte € 0 mapeamento das amostras foram
feitos na plataforma HGI9. As chamadas das fusdes foram processadas pelos softwares:
TopHat®, DragenRNA®, CLC Genomics®, Arriba®, CICERO® e STAR-Fusion®. A
profundidade de cobertura das chamadas foi realizada em no minimo 800 e no méaximo 1.500
vezes, considerando-se chamada satisfatoria, por qualquer software, quando a coincidéncia dos
achados esteve em um intervalo minimo de 5 a 10 leituras repetidas de captura para cada
alteracdo diagnosticada.

Critérios de inclusdo: possuir <18 anos no momento do diagndstico da LA. Ter
concluido pelo menos o diagnostico da LA no HCB. Ter a comprovagao de todos os exames
diagnosticos arquivada na base de dados do HCB. Ter realizado analise biomolecular por NGS
com chamada satisfatdria por pelo menos um dos softwares utilizados.

Critérios de exclusdo: possuir leucemia mieloide de linhagem megacariocitica, ou de
linhagem promielocitica. Possuir outros diagndsticos de neoplasias malignas concomitantes as
LA. Nao ter aderido ao protocolo de tratamento selecionado pela equipe médica.

As analises dos dados de associacao/concordancia foram realizadas no programa /BM
SPSS (Statistical Package for the Social Sciences 23, 2015). O nivel de significancia utilizado
em todo estudo foi de 5%. Para os desfechos clinicos realizou-se o teste Exato de Fisher. As
razdes de chance (R.C.) com significincia estatistica foram processadas em tabelas 2 x 2 e
descritas com o intervalo de confianca de 95%. Para as variaveis quantitativas, inicialmente
avaliou-se em relacdo a distribui¢do dos dados por meio do teste de Kolmogorov Smirnov.
Rejeitou-se a hipotese nula da normalidade de distribuicao dos dados sendo, portanto, utilizado
o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis para trés ou mais grupos e o teste U de Mann-
Whitney para dois grupos. Os resultados das translocagdes por R7T-PCR foram comparados aos
resultados de NGS por meio do coeficiente kappa de Cohen para avaliar a concordancia entre
ambas as metodologias diagnosticas relativas as pesquisas de fusdes génicas. Apenas os
resultados com significancia estatistica foram apresentados na secdo Resultados & Discussao.

Os pacientes diagnosticados com LMA seguiram a estratificagao de risco proposta
pelo protocolo GELMAI 2021 (Wanderley et al., 2021) e lactentes com <1 ano de idade
seguiram a estratificagdo de risco proposta pelo protocolo Interfant-06 (Egeler et al., 2006).
Devido a grande diversidade de protocolos terapéuticos selecionados para pacientes entre 1 e
18 anos, com LLA, entre 2018 e 2024, criamos critérios de estratificagdo customizados ¢
atualizados que nivelassem o risco desses pacientes, sem invalidar a estratificagdo original dos
protocolos utilizados, a partir da jungdo dos critérios de estratificagdo embasados pelo
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UpToDate® (Horton, 2023) e pelo protocolo GBTLI 2021 (Lee ef al., 2022). Com o objetivo
de monitorar as novas variantes de classificacdo das LLA-B, os pacientes que se encaixaram
no subgrupo: “B-ALL with other defined genetic abnormalities” (Cree, 2022) foram estudados
a parte. O detalhamento das nossas estratificagdes de risco e a explicacdo da WHO-HAEMS5
sobre as LLA-B-other, encontram-se no Apéndice A.

Resultados e discussao
Analise descritiva

Incluimos 33 pacientes com LA. Cerca de 91% dos pacientes possuiam LLA-B,
enquanto 9% LMA. Aproximadamente 50% dos pacientes eram do sexo masculino e feminino,
enquanto a faixa etaria predominante foi entre 1 a 10 anos de idade. Quase 75% das criancas
pertenciam a etnia parda e <10% de todas elas possuiam diagndstico formal de Sindrome de
Down. Em relagao a leucometria, 66% dos pacientes apresentaram <10.000 leucocitos/mm3 e
3% dos pacientes apresentaram infiltragdo em SNC (SNC3) no diagndstico (Horton, 2023; Lee
et al., 2022), todavia, incluindo esse niumero, cerca de 15% da populagdo em estudo apresentou
infiltragdo extramedular no diagndstico.

Citogenética: 94% dos pacientes realizaram caridtipo. Desses, 33% eram normais,
18% com hiperdiploidia, 6% com hipodiploidia e 15% com alta hiperdiploidia. Duas amostras
estavam danificadas e 7 pacientes apresentaram outras alteracdes. No grupo de “Outras
alteracdes” havia: 1 crianga com delecao no cromossomo 7; 1 com adi¢ao do cromossomo X;
1 com adi¢do do cromossomo 8; 3 criangas com a translocacdo #(72;21) e 1 crianga com a
translocagao #(9;22).

Protocolos utilizados: seguir, os nomes dos 8 protocolos utilizados com a respectiva
frequéncia de usudrios: ALL BFM 2009 (17); ALL BFM 1995 (8); GBTLI 1999 (2); GELMAI
2021 (2); ALL BFM REZ 2002 (1); AML BFM 2004 (1); Interfant-06 (1); GBTLI 2021 (1).
Percebe-se a necessidade da andlise pela nossa estratificagdo customizada, pois entre os anos
de 2018 e 2024 ha diversos pacientes com LLA-B, maiores de 1 ano de idade, utilizando 5 tipos
de protocolos diferentes de versoes desde 1995 até 2021.

Aplicacido da nossa estratificacfio de risco customizada e os desfechos de interesse,
sob essa dptica: obtivemos da coorte: 15% baixo risco (BR); 45% risco intermediario (RI);
33% alto risco (AR) e 6% muito alto risco (MAR).

Perdas de seguimento: dois pacientes. Falha indutéria: um paciente. Recidivas:
cinco pacientes. TMQO: Todos os pacientes que realizaram TMO possuiam alteragdes pelo NGS:
BM1277 (CBFB::MYHI11 inv(16)), BM1284 (RUNXI::CTCI) e BM1501 (ETV6::RUNXI).
Remissdo completa: independentemente dos outros desfechos estudados, 80,65% dos
pacientes apresentaram remissdo completa até o fim da coleta de dados. Obitos:
aproximadamente 20% dos pacientes foram a 6bito por complicacdes, associadas ou ndo a
toxicidade do tratamento e cerca de 66% dos pacientes com LMA faleceram. Quase 33% de
todos os Obitos ocorreram em pacientes com sindrome de Down e cerca de 83% das criancas
que faleceram possuiam chamadas inespecificas pelo NGS, enquanto o Unico Obito com
chamada especifica apresentou alteracao considerada favoravel pelos critérios prognosticos do
GELMAI 2021 (Wanderley et al., 2021), pela translocacdo CBFB::MYH11 inv(16).

Analises de associacao/concordancia - Variaveis significativamente vinculadas a
estratificacido de risco: delecdo nos genes CDKN2A/B associados ao muito alto risco (p =
0,023%); pesquisa de translocagdes por R7-PCR e os resultados das chamadas de NGS pelos
softwares: DragenRNA® (p = 0,017%*), CICERO® e STAR-Fusion® (p = 0,026%). Em relagao
as varidveis quantitativas, apenas a idade teve correlacdo significativa com o risco, em que
pacientes com idade >10 anos foram vinculados ao alto risco (p = 0,034 %). Sobre a pesquisa de
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translocagdes por RT-PCR (p = 0,022%*): em 19 pacientes ndo foram encontradas alteragdes; em
7 o resultado foi a fusdo ETV6::RUNXI; em 3 a TCF3::PBXI;em 2 a CRLF2::P2RY8 eem 1
a BCR::ABLI, considerando todas as criangas com LLA-B. Enquanto uma crianga com LMA
apresentou o achado por CBFB::MYH1linv(16) por RT-PCR. De todos os achados por RT-
PCR, uma crianga com LLA-B (BM1490), apresentou a fusdo CRLF2::P2RYS8 e ndo teve
chamadas satisfatorias pelo NGS. Mais de 85% dos pacientes que foram associados ao alto risco
possuiam idade >10 anos e todos os pacientes classificados como muito alto risco possuiam
delecdes nos genes CDKN2A e 2B. Biologia molecular e TMO: Achados da pesquisa de
translocagdes por R7T-PCR e as chamadas pelo DragenRNA® se associaram de forma
significativa a realizacao de TMO (p = 0,04%), *Teste Exato de Fisher.

Correlacio entre recidivas e ébitos: a presenca de recidiva foi diretamente associada
ao Obito. Pacientes com recidiva apresentaram 48 vezes mais chances de evoluirem para o 0bito
(» = 0,002, IC 95%, 3,482 - 661,609) por consequéncias da doenca e suas complicacdes, ou
toxicidade terapéutica.

Importancia do uso do NVGS para o diagnostico de translocagdes no contexto das
leucemias agudas: comparando os achados de R7-PCR aos de NGS, houve significancia entre
ambas as metodologias e em cerca de 15% dos pacientes, o achado foi uma exclusividade de
NGS (kappa = 0,748 e p <0,001 no Teste Exato de Fisher).

Desempenhos dos softwares de chamadas do NGS' todos os softwares de chamadas
de NGS apresentaram concorddncia com a pesquisa de translocagdes por R7-PCR, com
destaque para o melhor desempenho com o software DragenRNA®: DragenRNA® (kappa
0,841 e p<0,001%*); Arriba® (kappa 0,817 e p<0,001%*); CICERO® (kappa 0,764 e p<0,001 %),
STAR-Fusion® (kappa 0,724 e p<0,001%); TopHat® (kappa 0,670 e p<0,001%*); CLC
Genomics® (kappa 0,231 e p=0,004%). *Teste Exato de Fisher.

Exclusividades da analise por NGS, expandindo as fronteiras das leucemias
agudas da infiancia - Fusdes nunca antes descritas no contexto das leucemias:

RUNXI::CTCI: lactente de 1 ano e 2 meses (BM1284), inicialmente estratificada
como risco intermedidrio, contudo, que evoluiu com recidiva precoce medular e isolada, grande
refratariedade a quimioterapia, incluindo a necessidade do resgate com ciclos alternados de
blinatumomabe e de carfilzomibe, que possibilitaram a realizagdo de TMO haploidéntico. A
crianca se encontra em segunda remissdo completa, hd mais de 7 meses e apresentou a
translocacdo RUNXI::CTC1 tanto no momento do diagnéstico quanto na recidiva.

RUNXI::SIK3: alteragdo identificada em um menino de 6 anos e 10 meses (BM1014)
no diagnostico de LLA-B, de risco intermediario que evoluiu sem intercorréncias. A crianca
estava em remissao completa ha mais de 4 anos, no final da coleta de dados. Como no caso
anterior ¢ pelos mesmos motivos, necessita-se de estudos adicionais, multicéntricos e
especificos sobre os impactos da fusdo RUNXI::SIK3 no contexto das LLA-B.

Fusdes rarissimas:

FNBPI1::KMT2A: rearranjo de KMT24 (KMT2Ar), que ocorreu em uma lactente de
1 ano e 10 meses, diagnosticada com LMA de alto risco (BM4959). No diagnoéstico, a crianca
possuia infiltragdo em SNC e alta hiperdiploidia. No fim da coleta de dados, a paciente se
encontrava na fase de inducao do seu protocolo terapéutico e necessita de seguimento posterior
para o melhor delineamento dos seus desfechos. Foi a terceira descri¢do do achado na
literatura, descoberto em 2001 (Fuchs ef al., 2001), com o segundo relato feito em 2015
(Krumbholz et al., 2014). Ambos os casos prévios se trataram de pacientes com mau
prognostico (Fuchs et al., 2001; Krumbholz et al., 2014).

IKZF1::DDC: alteragao encontrada em um menino de 7 anos ¢ 5 meses (BM1490)
com diagnoéstico de LLA-B, além de diagndstico prévio de Sindrome de Down. Foi estratificado
como risco intermediario e, além disso, apresentou o unico achado exclusivo de R7-PCR em
detrimento do NGS: a fusdao CRLF2::P2RYS8. Encontra-se em remissao completa, ha 2 anos e 2
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meses, sendo o segundo caso descrito na literatura, enquanto o primeiro foi identificado em
2023 (Lopes et al., 2023).

“B-ALL with other defined genetic abnormalities” (LLA-B-other): Cerca de 9% dos
pacientes do nosso estudo foram classificados como LLA-B-other (Cree, 2022). Dois desses
diagnosticos foram flagrados somente por NGS: BRD9::NUTM1 e IGH::DUX4. Enquanto o
MLPA encontrou uma crian¢a com PAX5alt.

BRDY9::NUTMI: a alteracdo BRDY::NUTM1 atualmente se classifica como B-other
pela WHO-HAEMS, pertencendo aos rearranjos de NUTM1 (Cree, 2022). Ocorreu em um
lactente de 11 meses de idade (BM1523), classificado como risco intermediario pelo protocolo
Interfant-06. No diagnostico: hipodiploidia e auséncia de rearranjo KMT2A. Até o fim da coleta
de dados, a crianga se encontrava na fase de manutencao do protocolo. Neste estudo, somente
por meio do uso do NGS identificou-se a fusdo BRD9::NUTM1, com promissor potencial
terapéutico (McEvoy; Fox; Prall, 2020, p. 375) e candidata a ser uma entidade oficialmente
definida nas préximas edigoes da WHO-HAEM (Cree, 2022).

IGH::DUX4: identificada em uma crianca de 11 anos ¢ 10 meses, estratificada como
alto risco no diagndstico e que também apresentou delecdo no cromossomo 7, sem outras
alteragdes. Se encontrava em remissdo completa, ha 2 anos e 2 meses, ao final da coleta de
dados. Cerca de 30% dos pacientes classificados no subgrupo B-other ndo possuem aberragdes
classicas, que permitam a classificacdo efetiva por métodos diagnosticos tradicionais, em
relacdo a alteracdo que definird o subtipo de LLA-B-other (Schwab et al., 2022b). A alteracao
IGH::DUX4 é um desses casos, pela grande dificuldade de as tecnologias anteriores detectarem
os pontos de quebra dos DUX4r, sendo o NGS um método confiavelmente seguro para esse tipo
de andlise (Schwab et al., 2022). Pacientes com DUX4r tendem a apresentar altas taxas de
sobrevida global, associadas a baixas incidéncias de recidivas (Schwab ef al., 2022). Nao fosse
pelo uso do NGS, poderia ndo haver outras explicagdes para a boa evolugao clinica do paciente
em questdo (Schwab et al., 2022). Além de corroborar dados progndsticos (Schwab et al.,
2022), por meio desse achado, o NGS contribuiu para a valida¢do epidemiologica de mais uma
possivel entidade a ser oficialmente incorporada em futuras edigoes da WHO-HAEM (Cree,
2022). Outro ponto importante consiste na viabilizagdo da criagdo formal de estratifica¢des de
risco e protocolos terapéuticos que considerem o bom prognostico dessas fusdes nao classicas,
com o objetivo de se planejar terapias personalizadas de baixa toxicidade, na auséncia de
critérios maiores de gravidade.

PAX5alt: as alteragdes em PAXS sdo bastante comuns e estdo presentes em até um
terco das LLA-B, como: dele¢des, rearranjos, mutagdes sequenciais e amplificacdes
intragénicas, podendo conferir haploinsuficiéncia ou ganhos de funcido (Jia; Gu, 2022). A
crianga (BM1519) foi diagnosticada pelo MLPA, com delegao em PAX5 (Cree., 2022), aos 3
anos ¢ 1 més de idade. No FISH encontrou-se a #(12;21), bem como na pesquisa de
translocacdes por RT-PCR e por NGS. Foi estratificada como baixo risco no diagndstico e
completou o seu protocolo sem intercorréncias graves, estando, atualmente, em remissdo
completa. Diante desse caso, percebe-se que o NGS nao ¢ uma unanimidade no diagnostico e
na classificacdo das LLA-B-other, além do fato de ndo estar amplamente disponivel, dado o seu
alto custo (Schwab et al., 2021). Em um outro estudo (Schwab et al., 2021), foram utilizadas
as técnicas de FISH e MLPA em amostras de pacientes do estudo UKALL 2003, em busca de
criangas consideradas LLA-B-other. O uso dessas técnicas também pode ser benéfico, quando
ndo se tem a disposicao o NGS, visto que outros estudos, identificaram LLA-B-other como o
grupo BCR::ABLI-like, delegdes em ERG, rearranjos de ZNF384, MEF2D e NUTMIr, mesmo
que com menor acuracia, quando comparado ao NGS (Schwab et al., 2021). Estima-se que com
o uso de FISH e MLPA juntos, seja possivel diagnosticar aproximadamente 33% dos pacientes
com LLA-B-other verdadeiras (Schwab et al., 2021). Isso revela uma razodvel alternativa ao
NGS no contexto de centros de atendimento com recursos restritos. E possivel que no futuro,
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os portadores dessa modalidade de LLA se beneficiem de terapias PAX5-direcionadas (Jia; Gu,
2022).

LLA-B & Sindrome de Down (SD): aproximadamente 9% dos pacientes possuiam
diagnostico formal de SD. Cerca de 67% dos pacientes com LLA-B foram avaliados pelo MLPA
e identificou-se aneuploidias em 55% dos pacientes diagnosticados com LLA-B. Dessas,
somente 15% possuiam o diagnostico formal de SD previamente a leucemia. Enquanto, 40%
dos pacientes com LLA-B, que realizaram o MLPA, possuiam algum tipo de aneuploidia do
cromossomo 21 evidenciada. Nos pacientes sem diagndstico prévio de SD, as aneuploidias
variaram em 3 ou 4 copias do cromossomo 21.

NGS em pacientes com Sindrome de Down

Criangas com SD apresentam significativamente maior risco de desenvolverem LA,
do que criangas sem a sindrome (Whitlock, 2006, p. 595). Isso foi comprovado ao longo do
século XX, quando se descobriu que criangas com SD possuem cerca de 10 a 20 vezes mais
chances de desenvolverem LA, pela presenga da doenga de base (Whitlock, 2006, p. 595). Ter
a trissomia do cromossomo 21 €, por si s6, um dos fatores de risco para o desenvolvimento de
leucemias (Whitlock, 2006, p. 595). Essa informac¢do também foi comprovada nos nossos
pacientes: pois mesmo em criangas sem diagndstico formal de SD houve alguma aneuploidia
do cromossomo 21, independentemente das outras alteragdes citogenéticas ou biomoleculares
(Berger, 1997, p. 8; Whitlock, 2006, p. 595). Contudo, “ainda nio se sabe, como esse tipo de
aneuploidia induz a leucemogénese” (Makkeyah, 2022, p. 194; Whitlock, 2006, p. 595;
traducdes nossas). Ademais, na presenca da trissomia do 21, outras alteracdes genéticas tendem
a ocorrer com menor frequéncia. De modo que apresentar uma copia extra desse cromossomo
pode sugerir melhor prognostico, em casos particulares (Whitlock, 2006, p. 595).
Estatisticamente, a prevaléncia da trissomia do 21 ¢ inversamente proporcional a prevaléncia
de transloca¢des de mau prognostico a exemplo do cromossomo Filadélfia #9,22) e dos
KMT2Ar, como a t(4,11) (Whitlock, 2006, p. 595). Ao mesmo tempo, na presenca da trissomia
do cromossomo 21, também decai a incidéncia de translocagdes cripticas benignas como a
t(12,;21) (Bassal, 2004; Whitlock, 2006, p. 595), tornando-se, portanto, indispensavel o uso da
biologia molecular para se entender a real dimensdo do acometimento do cromossomo 21
quando presente, pois os métodos classicos, como o caridtipo com bandamento G, ndo possuem
o poder diagnostico pleno para o estudo aprofundado do cromossomo 21 em toda a sua
complexidade fisiopatoldgica. No contexto da SD, o NGS também pode ser uma metodologia
chave para o desenvolvimento de terapias customizadas especificamente para esse grupo de
criangas (Whitlock, 2006, p. 595), pois os protocolos de tratamentos especialmente dirigidos
contra as LLA-SD, tendem a ser mais bem sucedidos do que a aplicacdo de esquemas
terapéuticos em doses convencionais, que podem ser toxicos a esse grupo, mesmo na posologia
correta e ajustada, quando em comparagdo a uma crianga sem SD e biotipo andlogo (Lee et al.,
2021).

Importancia do MLPA na estratificacido de risco

A crianga de codigo BM 1501, entrou neste estudo com recidiva medular isolada, aos
10 anos e 8 meses. Foi classificada como muito alto risco por falha indutdria e no grupo de alto
risco pelo seu protocolo de tratamento (grupo S3 do ALL BFM REZ 2002). Seu cari6tipo foi
complexo, pois apresentou alta hiperdiploidia, com diversas aneuploidias, sem diagndstico
sindromico de base. MLPA: com dele¢ao em CDKN2A e 2B e trissomia do cromossomo 21. No
RT-PCR e no NGS, apresentou a fusdo ETV6::RUNXI, sem outras alteragdes. Evoluiu com
DRM persistente apds a fase de consolidagdo. A crianga atingiu os critérios para a realizagao
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do TMO, mas o procedimento falhou (ndo havendo a “pega” da medula) e por complicagdes,
faleceu por SDMO.

Delec¢oes nos genes CDKN2A e 2B

Delegdes nos genes Cyclin Dependent Kinase 24 e 2B (CDKN2A4/B) ou
(delCDKN2A/B) mono e bialélicas foram todas detectadas por MLPA. Dos 33 pacientes
estudados, 21, com LLA-B, realizaram o exame e, desses, 20% possuiam algum tipo de delegao.
Em 75% dos pacientes, a delecdo foi bialélica. Para cada paciente com alguma alteragdo em
CDKNZ2A4/B, nao importando o seu tipo, sempre houve pelo menos uma outra alteracdo de
MLPA envolvida, dentre elas: delecdo em [KZFI; delecio em ETV6; delecio em RBI,
trissomias e tetrassomias do cromossomo 21 em pacientes sem SD e dano no gene PAR. Cerca
de 33% dos pacientes que foram a dbito possuiam algum tipo de delCDKN2A/B. A média de
idade dos portadores das alteracdes de CDKN2A/B ao diagnostico foi de 10 anos e 4 meses,
grupo de alto risco pelos critérios do NCI (Loh, 2020). Curiosamente, todos os pacientes que
apresentaram insuficiéncias em CDKN2A/B tiveram biologia molecular por RT-PCR e por
NGS, com resultado benigno: 50% sem alteracdes em ambos os exames e 50% com
ETV6::RUNXI em ambos os exames, com 100% de concordancia. Todos os pacientes
classificados como muito alto risco possuiam algum tipo de delCDKN2A/B (dentre eles, um
obito, com a codelegdo no gene /KZFI). Apenas um paciente apresentou baixo risco no
diagnostico e encontra-se em remissao até o fim da coleta de dados.

Delecoes em CDKN2A e 2B e a importancia de exames complementares ao NGS com
menor custo no diagnostico das LA da infancia

Estudos realizados em criancas de diversas etnias: grega (Ampatzidou et al., 2023),
chinesa (Feng et al., 2022) e indiana (Agarwal ef al., 2018) comprovam a malignidade das
delecdes mono ou bialélicas dos genes CDKN2A/B (del CDKN2A/B) (Agarwal et al., 2018;
Ampatzidou et al., 2023; Feng et al., 2022). Assim como nas nossas criangas latinas, os estudos
orientais encontraram a prevaléncia de aproximadamente 20% nos diagndsticos infanto-juvenis
de LLA-B associados a alguma delCDKN2A/B (Agarwal et al., 2018; Feng et al., 2022). O
estudo chinés (Feng et al., 2022) avaliou 599 pacientes, enquanto o indiano (Agarwal et al.,
2018), 91 pacientes, todos com algum tipo de delCDKN2A/B. Da mesma forma que
observamos, os orientais vincularam os pacientes com as delCDKN2A/B a uma idade >10 anos
(Agarwal et al., 2018; Feng et al., 2022). No nosso estudo, a média da idade das criangas com
os mesmos achados foi de 10 anos e 4 meses, se associando, portanto, ao grupo de alto risco
pelos critérios de idade do NCI (Loh, 2020). A presenga dessas delecdes vincula-se a uma pior
sobrevida livre de eventos (SLE) e a maiores incidéncias de recidivas, do que quando
comparadas a criangas com LA de CDKN2A/B fisiologicos (Ampatzidou et al., 2023). Nas
criancas gregas, encontraram mais desfechos de 6bitos quando a delecdo foi bialélica (SLE =
57,2% vs 89,6%) (Ampatzidou et al., 2023), enquanto para nos tanto as delecdes mono, quanto
bialélicas se vincularam ao muito alto risco. Nas chinesas, a SLE foi comparada apds 3 anos do
término do tratamento no grupo de pacientes que continham as dele¢des, com SLE = 69,8% vs
SLE = 89,2% nos pacientes com LLA-B e CDKN2A/B funcionais (Feng et al., 2022). Além
disso, estimou-se menor sobrevida global (SG) em 3 anos nas criangas chinesas com delecdes
do que no grupo sem alteragdes: SG = 89,4% vs SG =94,7% (Feng et al., 2022). A presenca de
insuficiéncias em CDKN2A e 2B foi considerada um forte preditor independente de recidivas e
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SG em criangas ocidentais e orientais, sugerindo que tais altera¢des deveriam ser consideradas
na estratificacdo de risco e planejamento terapéutico desses pacientes (Ampatzidou et al., 2023;
Feng et al., 2022). Concordamos com esse fato, pois, na realidade das nossas criangas e
considerando a nossa estratificagdo de risco customizada, obtivemos significante associagdo
estatistica entre a presengas das delCDKN2A/B e os pacientes estratificados como muito alto
risco (p = 0,023, pelo Teste Exato de Fisher). Além disso, pelas criangas chinesas, concluiu-se
que quando as insuficiéncias destacadas estdo associadas a outras delegdes, os desfechos
clinicos tendem a ser ainda piores em relagdo a refratariedade (Feng et al, 2022).
Aproximadamente 17% dos pacientes que foram a 6bito no nosso estudo possuiam alguma
dessas delecdes. Onde esta a importancia da integridade desses genes? Os genes CDKN2A4
e 2B sdo supressores tumorais com atuac¢ao na regulagdo do ciclo celular (Agarwal et al., 2018).
Eles codificam a sintese de proteinas que inibem as ciclinas dependentes de cinases (CDK),
cruciais na progressao do ciclo celular, as quais garantem que as mitoses ocorram em compasso
cadenciado e organizado (Agarwal et al., 2018). Prejuizos no seu funcionamento, podem
induzir a proliferagdo descontrolada e em um contexto de células precursoras hematoldgicas,
isso constitui um dos fatores chaves de piora progndstica na historia natural das LLA (Agarwal
et al., 2018). Percebe-se que o uso das tecnologias de RT-PCR e NGS neste estudo, utilizadas
exclusivamente nas pesquisas de fusdes génicas, foi insuficiente na deteccao de alteracdes de
importante valor prognéstico. Como o MLPA ¢ capaz de realizar tais identificacdes de forma
precisa e econdmica, em tempo e verbas, torna-se desnecessario o dispendioso uso do NGS para
esta finalidade.

Desafios: do NGS ao Big Data e a Medicina de Precisao

O “Big Data se refere a dados massivos, complexos e muito desafiadores de se
armazenar e trabalhar com sucesso, quando utilizados os métodos tradicionais de
processamento de dados.” (Agrawal; Nautiyal, 2024, p. 181, tradugdo nossa). Os dados
produzidos por NGS sdo exemplos de informagdes que podem compor o Big Data nas areas
biologicas. No ritmo em que os dados de NGS eram produzidos em 2015, a demanda de
armazenamento € computagdo, em caso de uso total da tecnologia, teria potencial para
extrapolar a Lei de Moore a época, inviabilizando a sua aplica¢do em escala mundial (Moore,
1965). Isso ocorre, pois, 0 NGS envolve duas importantes € complexas etapas: a andlise
primaria, de imagens e chamadas de bases, e a secundaria, que alinha e compara as leituras (ou
reads) da amostra ao genoma de referéncia em busca de alteragdes (Ardeshirdavani et al.,
2015). Exemplificando esse desafio de sustentabilidade: “Dados brutos e reads mapeados sao
grandes arquivos, nos quais, um unico estudo de todo-genoma (WGS) pode consumir até 50 Gb
de armazenamento, tornando-se um significativo problema para computagdo, armazenamento
e transferéncia de dados” (Ardeshirdavani et al., 2015, tradugao nossa). Desconsiderando-se a
realidade dos paises em desenvolvimento, processamento e logistica tém sido os principais
desafios técnicos de difusdo do NGS (Ardeshirdavani et al., 2015).

Além da infraestrutura necessaria para a implementagao das tecnologias do NGS com
propositos de pesquisa e de assistencialismo em Saude, em escalas nacional e internacional,
também demandar-se-ia o uso de uma rede de internet estavel e rapida (Ardeshirdavani et al.,
2015). Por mais que a qualidade da internet brasileira venha se aprimorando nos tltimos anos,
ainda ha grande desigualdade de conectividade no Brasil (Gozzi; Comini; Perra, 2024). Durante
a pandemia de COVID-19, a qualidade da internet brasileira piorou substancialmente em nivel
nacional (Gozzi; Comini; Perra, 2024), devido a sobrecarga das redes durante as épocas de
isolamento (Gozzi; Comini; Perra, 2024). Tal fato revela a fragilidade da infraestrutura
brasileira de telecomunicagdes, pois quando se trata de pesquisa, a conectividade pode ser um
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fator limitante na transferéncia de dados multicéntricos (Ardeshirdavani et al, 2015). Em
tempos de grande demanda, pesquisas multicéntricas envolvendo o NGS poderiam se tornar
impraticaveis no Brasil, visto que a atual infraestrutura, demonstrou ndo suportar nem o
aumento da demanda por internet de uso pessoal (Gozzi; Comini; Perra, 2024). A Agéncia
Nacional de Telecomunicagdes (ANATEL) avalia o indice de conectividade brasileira (IBC),
que mede os estagios de conectividade das regides brasileiras. Ele € plotado de 0 a 100: “com
conectividade considerada alta, quando >60,81 pontos, média entre 52,33 e 60,81, baixa entre
37,26 e 52,33 e muito baixa quando inferior a 37,26 pontos” (ANATEL, 2024). Os resultados
médios para cada regido brasileira pelo IBC de 2023 foram: centro-oeste (74,2); nordeste (46,4);
norte (42,5); sudeste (79,9) e sul (82,0) (ANATEL, 2024). Desse modo, no Brasil, seria bastante
complexo e oneroso, integrar centros de pesquisa detentores de NGS separados por grandes
distancias via internet, pois em momentos de pico, as redes poderiam congestionar e os dados
brutos de diversos pacientes nao serem compartilhados, pelas instabilidades.

Possiveis solugdes para os desafios de implementac¢io do NGS futuramente

As dificuldades técnicas expostas acima, poderao ser sanadas, também, por meio da
computacio quantica, que no auge do seu desenvolvimento, promete ser capaz de atender a
todas essas demandas tecnologicas, em conjunto com o desenvolvimento de outras tecnologias
acessorias de bioinformatica (Flother, 2024). Por meio da computagdo quantica, a analise de
DNA podera ser feita de modo muito mais rapido e eficiente do que ¢ atualmente praticado,
reduzindo drasticamente o tempo de espera por laudos complexos (Abdellah; Merazka; Zahra,
2023; Sharma; Mahajan; Alzahrani, 2023, p. 20). Para que o massivo volume de dados gerados
pelo Big Data da Saude seja explorado de forma disseminada, poderosas infraestruturas de:
armazenamento, conectividade, protecdo e andlise de dados precisardo ser integradas a
computacdo quantica através dos sistemas que comportam os dados de satde dos pacientes
(Goswami; Sharma, 2024). Para que isso seja praticavel, as plataformas de prontuarios
eletronicos deverao ser atualizadas e conectadas as novas tecnologias, que também poderao se
associar a Inteligéncia Artificial em busca de solu¢des customizadas para diagndsticos e
tratamentos, acelerando a aprendizagem académica de padrdes complexos de dados (Goswami;
Sharma, 2024). Em contrapartida, também, deve-se ter cuidado com as “promessas” das
tecnologias quanticas da computacao, visto que ainda sao tecnologias emergentes e inaplicaveis
em larga escala, sendo ainda restritas ao ambiente de pesquisa experimental (Sharma; Mahajan;
Alzahrani, 2023, p. 20).

Limitacoes deste estudo

Este estudo foi iniciado quando a maior parte dos pacientes testados por NGS ja havia
sido examinada. Os autores ndo puderam participar dos critérios de decisdo em relagdo a qual
tipo de paciente receberia a testagem. Outra limitacao, foi o pequeno n de pacientes incluidos e
como consequéncia, apesar de a literatura atual ser coincidente com muitos dos nossos achados
e inferéncias, alguns dados bioestatisticos podem sofrer distor¢do, devido a pequena amostra.
Somado a isso, cerca de 6% dos pacientes apresentaram perda de seguimento apos o
diagnostico. A grande diversidade de estagios terapéuticos das fases de seguimento das criangas
estudadas causou irregularidades nos tempos de seguimento, visto que pacientes com
diagnosticos proximos a 2018 tiveram tempo suficiente para terminar os seus planos
terapéuticos, enquanto criangas com diagnosticos proximos a 2023 e 2024, ndo puderam ser
consistentemente acompanhadas em relagdo aos desfechos de interesse. Além disso, por mais
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que tivéssemos diversos recursos a disposicdo, o nosso laboratério ndo possui: o
sequenciamento de transcriptoma (RNA-seq) e o teste de hibridizagdo gendOmica comparativa
ou microarray (aCGH), que nos possibilitaria a confirmacao de entidades como as LLA-B
iAMP?2] e outras variantes de LLA-B-other como a ETV6.::RUNXI-like (Brady et al., 2022).

Conclusoes

E nitido o protagonismo do NGS no arsenal diagnostico das leucemias agudas da
infancia. O uso dessa tecnologia ndo s6 ¢ capaz de obter concordancia com os achados da
pesquisa de translocag¢des por R7-PCR, como também viabiliza a descoberta de fusdes nunca
antes descritas pela literatura médica.

As tecnologias de NGS sdo métodos uteis e inovadores na sub-estratificagdo das LA e
ao mesmo tempo viabilizam a pesquisa clinica. Por enquanto, o NGS ainda ndo ¢ uma
unanimidade diagnoéstica, a qual, abrange todas as complexidades envolvidas nas LA. Nesse
sentido, constatamos a importdncia do uso conjunto de todas as outras metodologias
diagnoésticas deste contexto e, inclusive, a necessidade de métodos indisponiveis no nosso
laboratorio como o0 RNA Seq e o microarray de DNA.

Expomos os desafios de sustentabilidade do NGS para a sua implementagdo em massa
nos ramos assistencial e de pesquisa clinica, apds considerar a grande demanda de
investimentos financeiros em aprimoramentos de: infraestrutura, logistica, computacio,
seguran¢a de dados (Ardeshirdavani ef al., 2015; Sharma; Mahajan; Alzahrani, 2023, p. 20).
Desse modo, globalmente, evidenciamos o franco descompasso entre o potencial das
tecnologias de NGS e a sua aplicabilidade tanto na pesquisa clinica, quanto na assisténcia a
Satde. De um lado, nos paises ricos que empregam o NGS (Ardeshirdavani ef al., 2015), ainda
ndo ¢ uma realidade a sua implementa¢do em larga escala (Sharma; Mahajan; Alzahrani, 2023,
p. 20). Enquanto, no lado brasileiro, ainda precisamos superar as desigualdades mais bésicas
entre os servigos de saude como: caréncias tecnologicas; fragilidades logisticas e insuficiéncias
financeiras para a sua ampla disseminacdo, antes de enfrentar os desafios técnicos que os paises
desenvolvidos lidam atualmente.
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Apéndice A

Estratificacdo customizada de risco ao diagndstico:
LMA: Para pacientes com leucemias mieloides agudas, consideraremos a avaliagdo da DRM
como estratificador de risco definitivo no tratamento da LMA pediatrica, somente apos os
primeiros 2 ciclos de terapia de inducdo, conforme preconizado pelo GELMAI 2021
(Wanderley et al., 2021).

Baixo risco definitivo: Alteracdes genéticas favoraveis (Quadro 1) + DRM <0,1% na
avaliagao do MAG II (2% indugdo) (Wanderley et al., 2021).

Risco intermediario definitivo: Sem critérios genéticos para baixo ou alto risco +
DRM <0,1% na avaliagdo do MAG II (2% inducdo) (Wanderley ef al., 2021).

Alto risco definitivo: Alteragcdes genéticas desfavordveis (Quadro 1) ou DRM >0,1%
na avaliacdo do MAG II (2% indugdo). Uso prévio de corticoesteroide (Wanderley et al., 2021).

Quadro |- Anormalidades genéticas moleculares com impacto prognostico na LMA Pedidtrica
Favoriveis

L(15:17TYPML-RARA, mas devem ser excluidos deste protocolo
W8:21VRUNXI-RUNXITI

inv(16)(p13.1:q22)/CBE g -MYH11

1(16:16)(p13.1:q22)/CBF f -MYH1 ]

W(1:11) (q21:23) MLL AFIQ

NPM1 mutado sem FLT3/ITD

Mutagio Bialélica CEBPA

M6 ou M7 com mutag¢do GATA-1 em paciente com Sindrome de Down ou mosaico para
Sindrome de Down™

Desfavoraveis

-7

-5/delSq

W61 I)27:923) MLLT4-KMT2A
1(10:11)(p12:q23)MLLT10-KMT24
t(10;11)(p11.2;q23)/ABI1-KMT2A

W(6:9YDEK-CAN (NUP214)

(8:16)(p11:p13YMYST3-CREBBP

1(16:21)(q24:q22) RUNX1-CBFA2T3

1(5:11)(q35:p15.5) NUP9S-NSDI

1(9:22) (g34:q1 1Y BCR/ABL

inv(16)(p13.3q24.3)/CBFA2T3-GLIS2 na LMA megacarioblastica™
1(11;15)(p15:q35)/NUP9S8-KDM5A

Caniétipo complexo (> 3 alteragdes)

Mut FLT3/ITD

FAB MO, M6 ¢ M7 sem 1(1:22) ou sem mutagio GATA-/

LLMA secundaria (a Sindrome Mielodisplasica ou a tratamento prévio)

Fonte: GELMAI 2021

LLA-B: Para a estratificagdo de risco das criangas com leucemias linfoblasticas agudas
consideraremos a fusdo dos critérios sugeridos pelo UpToDate® (Horton, 2023), pelo GBTLI
2021 (Lee et al., 2021), a qual se complementam:

Baixo risco (aqueles que preencherem a todos os 4 critérios abaixo) (Horton, 2023; Lee et al.,
2021):

1) Risco padrao segundo o National Cancer Institute (NCI): idade entre 1 e 10 anos E
leucometria <50.000/uL no diagndstico.
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2) Citogenética de baixo risco: trissomias do cromossomo 4 ¢ 10; ou ETV-RUNXI; ou
hiperdiploidia.

3) DRM negativa durante toda a fase de inducao do protocolo. 4) Auséncia de critérios
de maior gravidade.

Risco intermediario (o paciente que preencher a qualquer um dos seguintes) (Horton, 2023;
Lee et al., 2021):

1) Risco padrao segundo o NCI + DRM negativa ao final da fase de indugdo do
protocolo.

2) Risco padrao segundo o NCI + Citogenética de baixo risco + DRM positiva na 1*
avaliagdo, durante a fase de inducao.

3) Auséncia de critérios de maior gravidade.

Alto risco (o paciente que contiver qualquer uma das seguintes apresentagdes) (Horton, 2023;
Lee et al., 2021):

1) Alto risco segundo o NCI: idade >10 anos OU leucécitos >50.000/pL na
leucometria diagnéstica.

2) Infiltragdo em SNC, quando o liquor diagnostico for classificado como SNC 3, em
que: SNC 1: Pungao lombar atraumatica com < 5 leucocitos/mm3 + auséncia de linfoblastos na
analise morfologica do LCR. SNC 2: Pungao lombar atraumatica, com < 5 leucocitos/mm3 +
identificacdo de linfoblastos na analise morfoldgica do LCR. SNC 3 (positivo): Pun¢ao lombar
atraumatica com > 5 leucdcitos/mm3 + presenca de linfoblastos na analise morfologica do LCR.

3) Infiltragdo testicular (Lee ef al., 2021).

4) Pacientes com pelo menos uma das seguintes alteragdes genéticas moleculares
(Wanderley et al., 2021): t(1;19) (TCF3—-PBX1), t(4,11) (KMT2A-AFFI), t(17,19) (TCF3-
HLF), Hipodiploidia (<45 cromossomos), Ph-like (Aqueles que possuirem fusdo ABLI, desde
que ndo possuam cromossomos Philadelphia verdadeiros) (Horton, 2023).

Muito alto risco (paciente com qualquer uma das seguintes apresentagdes) (Horton, 2023; Lee
etal.,2021):

1) Rearranjos de linhagem mista (MLL) OU amplificacdo do iAMP2].

2) Paciente com falha indutoria** (Lee ef al., 2021): Ao término da fase de indugdo
DRM > 1%. OU pacientes do grupo de alto risco que permanecam com DRM >0,01% apos o
término da fase de consolidagao.

Grupos especiais (todos automaticamente classificados como pelo menos alto risco):

1) Diagnostico de LLA-T (Horton, 2023): Se a DRM do final da fase de inducao
<0,01% = alto risco (Lee et al., 2021). Se a DRM do final da fase de indugao >0,01% = muito
alto risco (Lee et al., 2021).

2) Cromossomo Philadelphia #(9;22) (Horton, 2023; Lee et al., 2021): Se a DRM do
final da fase de inducao for <0,01% ¢ alto risco. Se a DRM do final da fase de inducao for entre
0,01% e 1%, repete-se a avaliagdo ap6s a fase de consolidagdo e se apos a fase de consolidagdo
a DRM for <0,01% classifica-se como alto risco e caso a DRM for >0,01% considera-se muito
alto risco (Lee et al., 2021). Se a DRM ao final da fase de inducdo for >1% e/ou falha
indutoria**= muito alto risco (Lee et al., 2021).
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LLA-B (<1 ano de idade): Em relagdo aos pacientes <1 ano, todos utilizaram o protocolo
Interfant-06 (Egeler et al., 2006), portanto a estratificacdo diagnéstica seguiu 0os mesmos
moldes desse protocolo:
Baixo risco:

1) Todos com gene MLL (KMT2Ar) de linhagem germinativa, independente da resposta
a corticoterapia no 8° dia da indugao.

2) Idade > 6 meses.

3) Leucometria <300.000 células/pL.
Alto risco ou rearranjo do gene MLL (KMT2Ar) presente:

1) Idade <6 meses.

2) Leucometria >300.000 células/uL. e/ou ma resposta a corticoterapia no 8° dia da
inducao.

Risco intermediario (contém pelo menos 1 critério dos seguintes):

1) Status genético desconhecido sobre o gene MLL (KMT2Ar).

2) Rearranjo do MLL (KMT2Ar) e idade > 6 meses.

3) Rearranjo do MLL (KMT2Ar) e idade < 6 meses e leucometria <300.000 células/pL
e boa resposta a corticoterapia no 8° dia da indugao.

OBS.: Sobre a qualidade da resposta da resposta a corticoterapia no D8 de indugdo: A
resposta € boa (GPR), se no D8 houver <1000 blastos em sangue periférico e ruim (PPR), se
>1000 blastos.

LLA-B-other: Com a modernizagdo das técnicas de sequenciamento, novas alteracdes
genéticas foram identificadas e percebe-se que tais mutacdes possuem caracteristicas clinicas,
fenotipicas e progndsticas proprias (Cree et al., 2022). Contudo, enquanto ndo se tem evidéncias
definitivas acerca desses subgrupos de alteracdes, suficientes para criar uma nova entidade entre
as leucemias, a WHO-HAEMS as classifica como “B-ALL with other defined genetic
abnormalities” (Cree et al., 2022) ou simplesmente como B-others (Cree et al., 2022). Nesse
grupo, atualmente figuram: “LLA-B com DUX4, MEF2D, ZNF384 ou rearranjos de NUTM1,
com fusdo IGH::MYC e com PAX5alt ou PAX5 p.PSOR” (Cree et al., 2022, tradugdo nossa).
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CONSTRUCAO DE PLASMIDEOS COMO CONTROLES POSITIVOS:
AVALIACAO DE SENSIBILIDADE EM DIAGNOSTICO DE
TRANSLOCACOES RECORRENTES

Camilla Delmondes Feitosa'
Agenor de Castro Moreira dos Santos Jinior?

Resumo

A leucemia linfoide aguda (LLA) ¢ uma neoplasia que acomete a linhagem linfoide,
caracterizada pelo acamulo clonal de linfoblastos na medula 6ssea. E o tipo mais comum de
leucemia na infancia. Suas causas ndo sdo muito bem esclarecidas, mas algumas infecc¢des
virais, exposi¢do excessiva a radiagdo e presenca de algumas translocagdes, podem aumentar o
risco de desenvolver essa doenga. O estudo foi conduzido no Laboratério de Pesquisa
Translacional do Hospital da Crianga de Brasilia José Alencar (HCB), utilizando amostras
selecionadas do banco de dados do hospital, priorizando aquelas com maior volume disponivel.
O objetivo principal foi desenvolver plasmideos contendo as translocacdes mais comuns na
LLA para serem utilizados como controle positivo na reagao em cadeia da polimerase (PCR),
bem como determinar a sensibilidade de detec¢ao dos genes. O DNA recombinante foi feito
utilizando plasmideos pGEM-T Easy, da Promega, e bactérias E. coli DHI0B competentes,
através da técnica de transformagdo por choque térmico, extraidos por minipreparagdo de
plasmideos por lise alcalina. Os resultados demonstraram sucesso na clonagem das
translocagdes t(1;19), t(12;21) e t(9;22) p210. Entretanto, a translocacao t(4;11) nao foi clonada
com sucesso, possivelmente devido ao tamanho do amplicon. Na validagdo do pool com
controles, a translocagdo BCR-ABL1 p190 e p210 nao foi bem sucedida, sendo necessario
novas analises de sensibilidade. A substituicdo dos plasmideos das translocacdes t(9;22) p190
e p210 e t(4;11) pelos respectivos amplicons foi essencial para garantir a funcionalidade do
controle positivo. A quantidade minima de copias de DNA detectadas nessa técnica ¢ de 10?
(100) copias de DNA. Assim, o estudo conseguiu demonstrar a aplicabilidade da construgdo de
um Unico controle positivo contendo as cinco translocagdes mais recorrentes no LLA-B,
melhorando a pratica clinica do HCB.

Palavra-chave: leucemia linfoide aguda; translocagdes; reacdo em cadeia da polimerase;
plasmideo; controle positivo.

Introduciao

A leucemia linfoide aguda (LLA) ¢ uma neoplasia hematoldgica, que acomete a
linhagem linfocitica, e leva ao acimulo clonal de linfoblastos na medula 6ssea. Entre as
leucemias, a LLA ¢ a mais comum em criangas, tendo uma prevaléncia de aproximadamente
80% e com apenas 20% em adultos (Acute [...], 2025).

! Académica de Biomedicina da Universidade Catélica de Brasilia (UCB) e Bolsista do Programa de Iniciagdo
Cientifica do Hospital da Crianga de Brasilia (PIC/HCB).

2 Farmacéutico Bioquimico, responsavel técnico do Biobanco do Hospital da Crianca de Brasilia José Alencar e
Pesquisador do Laboratorio de Pesquisa Translacional HCB.
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Apesar de ndo ser restrita a idade, ragca e sexo, esses fatores podem influenciar o
prognoéstico do paciente. Suas causas nao sao muito bem esclarecidas, todavia a exposicao a
radiagdo (tanto no tutero, quanto na infincia); produtos quimicos; infec¢des virais, como pelo
virus Epstein Baar; além da presenca de algumas anormalidades cromossdmicas elevam seu
risco (Hilario; Hilario, 2021). Translocagdes como a t(12;21), MLL rearranjado, t(1;19) e
t(9;22), sao frequentemente encontradas, sendo a primeira a mais frequente. Alteragdes
cromossomicas, como a B-ALL com hiperdiploidia, e B-ALL BCR::ABL-like também sao
frequentes (Acute [...], 2025).

A LLA atualmente ¢ classificada através das caracteristicas morfologicas,
citogenéticas, moleculares e imunofenotipicas para estratificacdo da doenca, dividindo a LLA
em precursor B ou precursor T. A OMS, junto com a European Association for
Haematopathology e a European Society for Haematopathology, dividiu a leucemia
linfoblastica B em subtipos, baseados em anormalidades cromossdmicas recorrentes (Weijie,
2022).

Para o diagndstico das leucemias, sdo considerados inicialmente a apresentagao clinica
do paciente, parametros do sangue periférico e da medula dssea, visto que no aspirado medular,
quando apresentar mais de 20% de blastos (linfoblastos), confirma o diagnostico. Para
classificar o tipo de neoplasia, sdo realizados testes de imunofenotipagem, como a citometria
de fluxo, que identifica a presenca de antigenos de superficie celular nas células
hematopoiéticas (Acute [...], 2025).

Quanto a determina¢do do progndstico, pode-se utilizar técnicas que detecte as
anormalidades cromossOmicas, como a citogenética convencional (cariotipo), teste de
hibridizacdo in situ por fluorescéncia em interfase e testes de reacdo em cadeia da polimerase
(PCR). O presente estudo, terd como foco o diagnostico através da PCR, que € uma técnica da
biologia molecular, de alta sensibilidade, especificidade e de facil execucao, utilizada para a
amplificacdo do material genético baseado no processo de replicagdo que ocorre in vivo
(Hirschhorn; Schandl; Nolte, 2022).

A utilizacao de controles positivos e negativos nesta técnica ¢ fundamental para validar
a confiabilidade e precisdo dos resultados. O controle positivo sempre deve amplificar, pois
nele contém todos os componentes utilizados no mix + uma amostra conhecida, gerando assim
um resultado ja esperado. Por outro lado, o controle negativo contém todos os componentes do
mix + H20 como amostra, devendo nunca ocorrer amplificacao neste poco. (Salomao, 2023).

Tendo em vista a rapida evolucdo desta doenga e por afetar diretamente a produgao
das células sanguineas, e influenciar na sobrevida do paciente, ¢ importante que tenha um
diagnostico precoce e preciso. Isso ¢ fundamental para o sucesso do tratamento, pois permite
avaliar o progndstico, detectando as translocacdes e direcionando o profissional para a melhor
escolha terapéutica (Melo, 2020).

Com isso, a pesquisa tem como principais objetivos a construgao de um plasmideo que
contenha a sequéncia de regides génicas translocadas como t(1;19); t(4;11); t(12;21) e t(9;22)
pl90 e p210, com intuito de serem utilizados como controles positivos, para aprimorar a
técnica, incluindo um garantidor de validade das reacdes.

Metodologia

Os procedimentos laboratoriais deste estudo foram realizados no Laboratorio de
Pesquisa Translacional (LPT), localizado no Hospital da Crianga de Brasilia Jos¢ Alencar
(HCB). As amostras utilizadas foram selecionadas no banco de dados do HCB, com o critério
de selecao de uma amostra para cada translocacao de interesse. Quanto a inclusao e exclusao
das amostras, a escolha foi baseada na quantidade do produto disponivel, sendo escolhida a que
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tem maior volume. Este projeto estd incorporado com os objetivos de um projeto maior, que
visa propor estratégias metodologicas para cancer pediatrico.

Sintese dos plasmideos

O presente estudo iniciard com a separacdo das amostras para as translocagdes
t(12;21), t(1;19), t(4;11), t(9;22) p210. A selecao dos primers sera feita selecionando aqueles
que permita a obten¢do das maiores sequéncias, baseado no que foi descrito anteriormente por
Dongen, 1999. Os iniciadores descritos na tabela 1 serdo utilizados para amplificagdo das
regides translocadas pela técnica de PCR e obtengdo de sequéncias de DNA suficientes para a
clonagem de DNA.

Tabela 1 — Primers utilizados na reagcdo em cadeia da polimerase (PCR)

TRANSLOCACC)ES PRIMER FORWARD PRIMER REVERSE
#(1;19) E2A-A (1434) PBXI — E3 (748)
t(4;11) MLL - E5 (3793) AF4 - B (1714)
£(9;22) p190 BCR el — A (1479) ABL a3 — E3 (505)
£(9:22) p210 BCR bl — A (3086) ABL a3 — E3 (505)
T(12;21) TEL - E5 (692) AMLI - B (611)

Fonte: elaboragdo propria.
Nota: os numeros dentro dos parénteses indicam os pontos de anelamentos dos primers no gene.

A PCR ¢ uma técnica in vitro que permite a amplificacdo de uma regido de interesse,
“purificando” o DNA em relagio ao restante do genoma. E um método da biologia molecular,
de alta sensibilidade, especificidade e de facil execu¢do (Hirschhorn; Schandl; Nolte, 2022).
Nessa etapa, para a realizacao desse teste, serd feita uma mistura com todos os reagentes (1x
tampao de PCR, 1,5 mM MgCI2, 0,2 mM de dNTPs, 0,16 mM de Primers e 1 U de
TaqPolimerase), e distribuido 13.4 ul para cada tubo de reacdo. Posteriormente sera adicionado
as amostras com seus respectivos primers, totalizando 15 ul. Por fim, os tubos de PCR deverao
ser colocados no termociclador, com a configuracdo de 94°C por 30 segundos para
desnaturacdo, 65°C por 30 segundos para anelamento e 72°C por 1 minutos para extensao, em
40 ciclos.

O produto da PCR, pode ser visualizado por eletroforese em gel, que ¢ uma técnica
usada para a separagdao de moléculas com base no seu tamanho (Gouveia; Regitano, 2007). Para
a realizacdo desse teste, sera feito um gel de agarose a 2% para as amostras t(9;22) p210, t(4;11)
e t(12;21) e a 1,5% para a t(1;19). Para evidéncias de possivel contaminacdo da a reagdo de
PCR, utiliza-se um branco para cada translocagdo, como controle negativo. Antes da adi¢do das
amostras na cuba de eletroforese, € necessario o preparo destas, adicionando 3 ul de produto de
PCR, 2 ul de H20 e 1 ul de tampao de amostra 6X. Na cuba, durante 30 minutos, ocorrera a
migragdo das moléculas, para posterior visualizacdo do gel no fotodocumentador.

ApoOs a confirmagdo da amplificagdo, através da eletroforese, inicia o processo de
inser¢do do DNA exo6geno nas células. Optou por utilizar o vetor pPGEM-T Easy da Promega,
um plasmideo que contém 3015 pb, com 50 ng/ul e apresenta um gene de resisténcia a
ampicilina (Promega, 2021). Para a ligacdo, todas as amostras devem ser quantificadas no
Qubit, utilizando o kit para quantificagdo de DNA da Invitrogen, que contém dois controles
com valores conhecidos, para garantir uma correta quantificagdo. Nos tubos de controle devera
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ser adicionado 190 ul de reagente de trabalho e 10 ul de amostra, e no tubo teste, 198 ul de
reagente de trabalho e 2ul de amostra teste.

Posteriormente, para calcular a quantidade apropriada de produto de PCR (inserto)
necessario para a rea¢ao de ligagdo, sao necessarios dois calculos, o primeiro utilizando a
formula da figura 1, e o segundo uma regra de trés simples. A férmula fornece as nanogramas
do inserto, e a regra de trés o volume necessario de DNA que deve ser colocado na reacao de
ligagdo, em X ng (valor obtido na féormula).

Figura 1 — Formula para célculo das nanogramas de inserto

Ng of vector (ng de vetor) x kb size of insert (tamanho do inserto)

X vector molar ratio (propor¢éo)

Kb size of vector (tamanho do vetor)

Fonte: adaptado de Promega (2021).

A proporcao deverd ser de 3:1, sendo 3 de inserto e 1 de vetor. Os produtos de PCR
com as translocagoes E2A-PBX1, MLL-AF4, BCR-ABL1 p210 e TEL-AMLI1, possuem 444
pb (0,444 kb), 794 pb (0,794 kb), 462 pb (0,462 kb) e 449 pb (0,449 kb), respectivamente
(Dongen et al., 1999).

Para o célculo da regra de trés, utilizara o valor quantificado (em ng) vezes 1 ul, por X
ng de inserto (valor fornecido pela formula da figura 1), tendo como produto X ul (volume de
DNA). Por fim, o mix da reagdo de ligacdo sera preparado, utilizando os volumes indicados
pela tabela 2.

Tabela 2 - Protocolo Mix da reagao de ligacao

REAGENTES REACAO PADRAO
Tampao de ligagdo rapida 2x Sul
Vetor pGEM-T Easy (50 ng) lul
Produto de PCR Xul
Enzima — T4 DNA ligase lul
H?O livre de nucleases Xul

Fonte: adaptado de Promega (2021).

Em seguida, apos deixar o produto ligado em overnight, realizara a transformagao
bacteriana com plasmideos, pelo método de choque térmico (Matias; Dick, 2017). Para esse
método serd utilizado E. Coli DHI0OB competente. No tubo com a E. Coli, adicione 5 ul de
produto ligado e incube no gelo por 30 minutos. Transfira o eppendorf para o banho maria a
42°C e mantenha por 1 minuto. Incube por mais 1 minuto no gelo e adicione em cada eppendorf
800 ul de meio soc, deixando-o sobre agitacdo por 45 minutos. Coloque 200 ul do produto
transformado em uma placa de petri que contenha 20 ml de meio Luria Bertani (LB)
agar, suplementado com 20 ul de ampicilina, e espalhe pela placa com auxilio da alga de
Drigalski. As placas deverdo ser incubadas na estufa a 37°C durante 16 horas.

Apos a transformacao, espera-se que todas as colonias contenham o vetor + gene de
interesse. Porém nem sempre isso funciona, por riscos do plasmideo (vetor) se fechar nele
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mesmo, ndo incorporando o DNA exdgeno, ou até mesmo do gene ser incorporado na direcao
contraria. Com isso, se faz necessario a PCR de colonias, para validagao da técnica (Wilkin,
2024).

Nesse teste, inicialmente sera feita a escolha de forma aleatoria das colonias. Para isso
serdo enumeradas de 1 a 9, para que seja possivel saber qual colonia realmente positivou.
Posterior a isso, realizar-se-a mistura (1x tampao de PCR, 1,5 mM MgCl2, 0,2 mM de dNTPs,
0,16 mM de Primers e 1 U de TaqPolimerase) com todos os reagentes necessarios e distribui
14 ul nos tubos de PCR. Em seus respectivos eppendorf (de acordo com os primers), sera
adicionado parte da coldnia, deixando sempre um pouco na placa para realizacao da extragdo
plasmidial, caso positive. Por fim, os tubos de PCR deverao ser colocados no termociclador,
com a configura¢do de 94°C durante 6 minutos para lise celular, 94°C por 30 segundos para
desnaturacdo, 65°C por 30 segundos para anelamento e 72°C por 1 minutos para extensdo, em
40 ciclos.

Por ultimo, para obtencdo do plasmideo, deverad ser feita a extragdao plasmidial. A
minipreparacdo de plasmideos ¢ uma técnica de biologia molecular utilizada para extrair e
purificar o DNA plasmidial de células bacterianas transformadas. A técnica baseia-se na lise
celular, feita por enzimas especificas e detergentes (como SDS) de acordo com cada célula
utilizada (Matias; Dick, 2017). Ela permite que os plasmideos sejam armazenados (congelados)
para utilizacao no futuro, para diversos experimentos (Plasmid [...], 2025)

Os plasmideos com as translocagdes t(1;19), t(12;21) e t(9;22) e p210, serdo extraidos
através da lise alcalina, utilizando as solugdes I, II e III e depois isopropanol 100% para a
precipitacdo do DNA. Todas as amostras devem ser tratadas com RNA-se para remog¢ao dos
acidos ribonucleicos. (Sambrook; Russell, 2001). O protocolo utilizado nesse método foi
extraido do livro Préticas e protocolos basicos de biologia molecular, de Matias e Dick (2017).

ApoOs a minipreparagdo, sera feita a eletroforese em gel para confirmar se o plasmideo
foi extraido. O gel devera ser realizado em uma concentracao de 1% e para a realizagdo desse
teste. O preparo do produto ¢ feito com 3 ul de amostra mais 2 ul de tampao de corrida. Na
cuba, durante 30 minutos, ocorre a migragdao das moléculas, e o gel serd visualizado no
fotodocumentador.

Teste de sensibilidade

Para esse processo, inicialmente ocorrerd uma quantificacdo, com intuito de calcular
quantas copias do plasmideo tem na amostra. A quantificagdo deverd ser realizada no Qubit
(Invitrogen), seguindo o mesmo protocolo de quantificagdo na subsecdo 2.1. Posteriormente,
realiza-se o calculo para descobrir quantos nimeros de copias hd no produto amplificado (DNA
copy number calculator — thermo fisher), para logo apos realizar o calculo da diluicao,
utilizando a formula C1.V1 = C2.V2. O volume final sera de 500 ul. A dilui¢do seriada tera 6
pontos diferentes (10 a 10" na diluigdo respeitando proporcio de 1:10).

Em um eppendorf, com as diluigdes 10> e 10° de cada plasmideo faz-se o pool,
adicionando 10 ul de cada um. O objetivo desse pool ¢ de ter um controle positivo Uinico com
as translocacdes mais recorrentes na leucemia linfoide aguda para serem utilizados na pratica
clinica do hospital da crianga de Brasilia José Alencar, na técnica de PCR convencional.

Ap6s a dilui¢do dos plasmideos, realizard a PCR e eletroforese em gel a 2% para
confirmar que o pool com as 5 translocagdes mais encontradas na LLA realmente tem
funcionalidade como controle positivo nessa técnica. Além disso, com a utilizagdao das duas
menores dilui¢des, tem-se a sensibilidade do controle com cada translocagao, neste método.

Sera feita uma mistura com todos os reagentes (1x tampao de PCR, 1,5 mM MgCl2,
0,2 mM de dNTPs, 0,16 mM de Primers e 1 U de TaqPolimerase), e depois distribuido 13.4 ul
para cada tubo de reacdo. Posteriormente adicionard as amostras com seus respectivos primers,
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totalizando 15 ul. Por fim, os tubos de PCR devem ser colocados no termociclador. A
configuragdo ciclagem estd descrita na tabela 10.

Resultados e discussao

Os plasmideos s3o pequenas moléculas de DNA de fita dupla, circular,
extracromossomico, com capacidade de se autorreplicar, encontrados principalmente em
bactérias (Trabulsi; Alterthum, 2015). As contribuicdes dos plasmideos a biologia e seu
impacto na biotecnologia tém sido imensos, pois ¢ uma ferramenta molecular importante no
desenvolvimento de clonagem de DNA recombinante (Costa; Borges; Pereira, 2020).

Visto isso, plasmideos contendo sequéncias especificas de translocagdes encontradas
na LLA, podem ser utilizados como controles positivos (CP) nos testes de reagao em cadeia da
polimerase (PCR). A utilizag¢do de controles positivos e negativos na técnica ¢ fundamental para
validar a confiabilidade e precisdo dos resultados.

Para a sintese de um DNA recombinante (rDNA) ¢ necessario ter quantidades
suficientes do fragmento que serd incorporado. A técnica de PCR permite amplificagdo do
material genético com aumento do nimero de copias de DNA.

Figura 2 — PCR das amostras com as t(9;22) p210, t(4;11), t(1;19) e t(12;21) e seus brancos
respectivamente

- o ”-_' L ﬁ

462 PB 444 PB 449 PB
= =]
—19;22) t(9:22) t4:11) t(4:11) ((1:19) - 12:21)

1:1 12;21
— p210 p210 Amostra Branco = ) Brancot( il Branco
Amostra Amostra
Amostra Branco

1 2 3 4

Fonte: elaboragdo propria.

A amplificacdo da amostra 3 da figura 2 foi fraca. Com isso foi feita a nested PCR
(Figura 3). Apesar de ter obtido sucesso na PCR da figura 3, foi necessario a troca do cDNA
com a translocacdo t(1;19), por pouco volume de material da amostra que estava sendo
utilizada.
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Figura 3 — Nested PCR da amostra com t(1;19)

Fonte: elaboracdo propria.

Figura 4 — PCR da amostra com t(1;19)

t(1:19) 1)
Amostra Branco

Fonte: elaboragdo propria.

A transformagdo bacteriana por choque térmico foi eficaz para a clonagem de quase
todas as translocacdes selecionadas, permitindo a amplificacdo e extragdo dos plasmideos
(Figura 7) contendo as sequéncias de interesse. Na translocacdo MLL-AF4, foi observado que
na placa de petri, houve crescimento bacteriano, porém ap6s a PCR de colonias (Figura 5 e 6),
ndo havia sido incorporado o gene de interesse. Isso pode ter ocorrido devido ao fechamento
do vetor sobre si mesmo, sem incorporagdo do DNA-alvo, limitacdo ja conhecida desta técnica
(Wilkin, 2024), portanto, ndo sendo comum com a utilizagdo do vetor pPGEM-T Easy (Promega,
2021).
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Figura 5 — PCR de colonias das amostras com t(4;11), t(12;21) e t(9;22) p210,
respectivamente
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Nota: Al a A10: colonias de t(4;11). Al1: branco de t(4;11). A12 a A19: coldnias de t(9;22) p210. A20: branco
de t(9;22) p210. B1 a B10: colonias de t(12.21). B11: branco de t(12;21).
Fonte: elaboragdo propria.

Figura 6 - PCR de colonias da amostra com t(1;19)
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Nota: Os pogos de 3 a 12 indicam 9 colénias com t(1;19) e 1 branco, respectivamente. Os pogos de 13 a 20
indicam 7 col6nias de t(4;11) e 1 branco respectivamente.
Fonte: elaboragdo propria.

Assim, obteve sucesso na clonagem das translocacdes t(1;19), t(12;21) e t(9;22) p190
e p210. J& a clonagem da translocacdo (4;11) ndo foi bem-sucedida, mesmo apds tentativas
repetidas, como pode ser visto na figura 5 e 6. Esse problema pode estar relacionado ao tamanho
do amplicon, ja que fragmentos maiores podem apresentar maior dificuldade para inser¢ao no
vetor e para serem incorporados com sucesso nas células bacterianas durante a transformacao
(Nascimento et al., 2003). Essa suposicao precisa ser avaliada, pois apesar do fragmento da
t(4;11) ser maior que os outros, ndo ¢ considerado grande. Como alternativa, optou-se pela
utilizacao do amplicon, que sao produtos (DNA) de uma reagao de PCR (Schmerker, 2024).
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Figura 7 - PCR das amostras extraidas

t(9;22) p210 t(12;21)

Fonte: elaboracdo propria.

A validagdo do controle foi feita seguindo o mesmo protocolo utilizado na pratica
clinica do HCB, para avaliacdo do seu funcionamento. Ap6s valida¢do do controle com os 4
plasmideos + 1 amplicon, a t(1;19) obteve sucesso apenas na diluigdo 103 t(12;21) e t(4;11)
funcionou em 10? e 10?; t(9,22) p190, ndo amplificou em ambas; t(9;22) p210 positivou em 102
apenas; como pode ser visto na figura 8. Apesar de BCR-ABLI1 p210 ter amplificado em 102,
ndo foi validado, pois seria necessario a amplificacdo em 10° também, nesse caso.

Figura 8 - Eletroforese em gel dos produtos de PCR, para valida¢do dos controles

—
j—
e

1,19 4,11 12;21 p190 p210 B2M 1;19 4;11 12;21 P190 P210 BM2 1;19 4;11 12;21 P190 P210 BM2
102 102 102 102 Tues T0= S0 S50 0R I0= SNt 102 “ =B =5 B B B

Nota: BM2 — amostra de paciente utilizada.
Fonte: elaboragdo propria.

Acredita-se que o plasmideo com a sequéncia t(9;22) p190 e p210, tenha sensibilidade
maior que a testada (maior que 10°), nesta técnica. Novas analises devem ser feitas, para
confirmacao desta suposic¢ao.

Para contornar essas limitag¢des, foi feito um novo pool trocando os plasmideos das
translocagdes t(9;22) p190 e p210 por seus respectivos amplicons. Com essa modificagdo, todas
as cinco translocagdes amplificaram corretamente (Figura 9) em ambas as diluigdes testadas
(102 e 107?), demonstrando que o controle positivo desenvolvido ¢ funcional e pode ser
utilizado na pratica clinica. Portanto, a constru¢do de um plasmideo, ao invés da utilizagao
apenas do amplicon ¢ importante, por o DNA circular apresentar maior estabilidade e menores
chaves de serem degradados, tendo assim maior durabilidade.
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Figura 9 - Eletroforese em gel dos produtos de PCR, para validagdo dos controles

_—

‘% .
=

t(12;21)
1024102 B

t(4;11) t(9;22) p190
102802 =B (2= 0280

WHE)

t(9;22) p210
102 10 B : e
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Nota: Dilui¢des 102, 10° e branco, respectivamente, de cada amostra.
Fonte: elaboracdo propria.

A sensibilidade obtida indica que a técnica ¢é capaz de detectar translocagdes com pelo
menos 100 copias de DNA plasmidial/linear, garantindo a confiabilidade do diagndstico
molecular. Desta forma, os resultados obtidos mostram a aplicabilidade da construcdo de
controles positivos baseados em plasmideos para o diagndstico molecular do LLA.

Conclusao

Este estudo teve como objetivo a construg¢do de plasmideos contendo as translocagdes
mais comuns na leucemia linfoide aguda (LLA), para serem utilizados como controle positivo
na técnica de PCR, no Hospital da Crianga de Brasilia José Alencar. A metodologia empregada
¢ eficiente para a clonagem das translocagdes t(1;19), t(12;21) e t(9;22) p210. No entanto, a
clonagem da translocacao t(4;11) ndo obteve sucesso, possivelmente devido ao tamanho do
amplicon, o que levou a necessidade da utilizagao do proprio fragmento amplificado (amplicon)
na composic¢ao do controle positivo.

Na validag¢do do controle, foi possivel observar que a estratégia aplicada foi eficaz,
com amplificacdo satisfatoria das translocagdes t(12;21) e t(1;19) nas diluigdes testadas.
Entretanto, a translocacdo t(9;22) p190 e p210 por ndo apresentarem amplificag@o nas dilui¢des
testadas, sendo necessario a substitui¢do dos plasmideos pelos respectivos amplicons para
garantir a funcionalidade do controle positivo. Novas anélises sdo necessarias, com a finalidade
de avaliar novas diluigdes de BCR-ABL1, nos seus dois pontos de quebra, além da sensibilidade
correta de t(1;19);

Assim, apesar das intercorréncias, o estudo conseguiu demonstrar a aplicabilidade da
constru¢do de um unico controle positivo contendo 5 das translocagdes que podem ser
encontradas na LLA-B. A importancia desse pool de controles ¢ de melhorar a préatica clinica,
reduzindo a necessidade de multiplos reagentes e minimizar erros técnicos durante a execugao.

Desta forma, serd possivel o aprimoramento do diagnostico molecular da LLA,
possibilitando uma maior padronizagdo e confiabilidade nos exames laboratoriais. Pesquisas
futuras podem explorar formas de aprimorar a clonagem da translocacao t(4;11), avaliar novas
dilui¢des de t(9;22) p190 e p210, além de expandir a abordagem para outras alteracdes genéticas
relevantes no LLA. Isso se faz importante, pelo fato de o plasmideo apresentar maior
estabilidade do que o amplicon, ou seja, ter uma maior durabilidade.
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AVALIACAO DA TECNICA DE RT-QPCR PARA DIAGNOSTICO E
MONITORAMENTO DA LEUCEMIA LINFOIDE AGUDA B
FILADELFIA (P190) POSITIVA

Cecilia Viana de Lima'
Agenor de Castro Moreira dos Santos Jinior?

Resumo

A Leucemia Linfoide Aguda (LLA) é o cancer mais incidente na pediatria, sendo o
subtipo t(9;22) Ph+, associado a translocagdo P190, uma forma de alto risco. Este estudo teve
como objetivo avaliar a sensibilidade da técnica de RT-qPCR para o monitoramento da Doencga
Residual Minima (DRM) em pacientes com LLA-B Ph+ no Laboratorio de Pesquisa
Translacional (HCB). Para tanto, foram desenvolvidos plasmideos contendo fragmentos
especificos da sequéncia translocada, permitindo a determina¢do do nimero minimo de copias
detectaveis do gene BCR-ABL1, fundamental para o prognostico e o ajuste terapéutico. Ainda,
com esses plasmideos, foi criada uma curva padrio utilizada nos testes moleculares, que
viabilizou a defini¢ao do limite de detec¢do da técnica aplicada ao diagnostico e monitoramento
da DRM. A curva do plasmideo BCR-ABL1 Total referente ao ponto de quebra P190 mostrou-
se eficaz, assim como a validagcdo do gene ABL1 como controle endégeno da reagdo. Estes
resultados representam um avango relevante na monitorizagao clinica da LLA-B Ph+ (P190),
melhorando a avaliacdo da resposta terapéutica e impactando positivamente nos resultados
clinicos dos pacientes pediatricos, corroborando no desenvolvimento de estudos
epidemioldgicos e da implementacdo de métodos diagnosticos precisos em hospitais ptblicos
do Distrito Federal.

Palavras-chave: leucemia-linfoma linfoblastico de células precursoras B; cromossomo
Filadélfia; proteina oncogénica p190(bcr-abl); neoplasia residual; PCR em tempo real.

Introducio

A leucemia linfoide aguda (LLA) ¢ uma neoplasia maligna hematologica caracterizada
pela proliferacao clonal desregulada das células precursoras dos linfocitos na medula dssea, os
linfoblastos. Esta condicdo pode afetar tanto as células precursoras de linfocitos T, quanto as
células precursoras de linfocitos B (LLA-T e LLA-B, respectivamente). A LLA-B representa
a forma mais comum de leucemia em criangas, sendo responsavel por aproximadamente 80%
dos casos de cancer pediatrico (Zago, Falcao; Pasquini, 2013). Entre os diversos subtipos de
LLA, a LLA B Filadélfia (Ph) positiva, que inclui a variante P190, destaca-se por sua
importancia clinica, embora seja menos frequente que outros tipos de leucemia infantil e,
anteriormente, fosse considerada de alto risco.

! Académica de Biomedicina pela Universidade Catolica de Brasilia (UCB) e Bolsista do Programa de Iniciagdo
Cientifica do Hospital da Crianga de Brasilia (PIC/HCB).

2 Farmacéutico Bioquimico, responsavel técnico do Biobanco do Hospital da Crianca de Brasilia José Alencar e
Pesquisador do Laboratorio de Pesquisa Translacional HCB.
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A LLA B Ph+ (P190) ¢ caracterizada pela presenca do cromossomo Filadélfia (Ph),
resultante da translocacao t(9;22)(q34;q11), que gera o gene de fusdio BCR-ABLI, resultante
da juncdo entre o gene ABL, presente no cromossomo 9, e o gene BCR, localizado no
cromossomo 22. Essa fusao da origem a uma proteina quimérica com atividade tirosina quinase
anormal, que estimula a proliferacdo celular descontrolada (Dongen et al., 1999). O gene ABL,
em condi¢des normais, regula a atividade da tirosina quinase, enquanto o BCR participa da
sinalizacdo intracelular e possui trés regides principais de quebra, como pode-se observar na
figura 1, e que podem formar diferentes isoformas da proteina BCR-ABLI1: p210, comum na
Leucemia Mieloide Cronica; p230, associada a Leucemia Neutrofilica Cronica e, p190,
encontrada predominantemente em casos de LLA-B, sendo esta ultima o foco do presente
estudo (Laurent et al., 2001; Nardinelli, 2008; Yon, 2009).

Figura 1 — Genes BCR ¢ ABLI e cariograma. (A) Estrutura dos genes BCR ¢ ABL1 com as
regides do ponto de quebra. O gene BCR contém trés regides de ponto de quebra
bem definidas: m-bcr, M-bcer e p-ber, que estdo associadas as proteinas de fusdo
p190, p210 e p230 BCR-ABL1. O gene ABL1 contém uma grande regido de ponto
de quebra (cerca de 200 kb); varios pontos de quebra raros no BCR foram relatados.
(B) Cariograma mostrando a translocacdo t(9;22)(q34;q11.1) em uma crianga com
leucemia linfobléstica aguda precursora de células B. Os cromossomos anormais
sa0 mostrados dentro das caixas
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Fonte: Szczepanski et al. (2010).
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Sabendo disto, a deteccdo precoce de qual variante genética que estd causando a
leucemia por meio de técnicas moleculares ¢ de extrema importancia, a fim de determinar qual
a terapia mais adequada a situagdo e ao paciente. Nao obstante, a presenca de translocagoes,
como a t(9;22) Ph+ (P190), pode ser utilizada, ainda, como um marcador para a avaliagdo da
presenca de Doenca Residual Minima (DRM) na LLA (Grando; Wagner, 2008).

Nesse contexto, diante dos desafios relacionados ao diagndstico e monitoramento da
LLA B Ph+ (P190), a precisao e sensibilidade dos métodos moleculares sao fundamentais. A
detecgdo precoce e o acompanhamento continuo da doenga sdo essenciais para a escolha do
tratamento adequado e para a avaliagdo da resposta terap€utica. Dessa forma, técnicas
moleculares como a RT-qPCR, que combina a amplificagdo de acidos nucleicos com a
quantificagdo em tempo real do produto amplificado, tornam-se uma excelente alternativa
(Kralik; Ricchi, 2017). Esta metodologia oferece alta sensibilidade e especificidade, sendo
capaz de detectar niveis minimos de transcritos do gene de fusdo BCR-ABL1 P190, o que ¢
crucial para o diagnostico inicial e para o monitoramento da carga residual da doenga durante
e apos o tratamento.

No entanto, apesar das vantagens da RT-qPCR, ainda existem lacunas no
conhecimento e na padronizacdo dessa técnica para o diagnostico e monitoramento para esse
tipo de leucemia na comunidade pedidtrica (Iacobucci; Mulligan, 2017). Assim, o presente
estudo buscou auxiliar na resolugdo dessas lacunas propondo a realizagao de uma curva padrao,
a partir de plasmideos construidos contendo fragmentos amplificados da sequéncia translocada
de interesse. Essa curva serd utilizada em testes de diagnostico molecular, como RT-qPCR, a
fim de otimizar uma técnica precisa para quantificar os transcritos P190, comparar sua
expressdo com o gene constitutivo ABL1 e determinar o nimero minimo de copias detectaveis,
estabelecendo assim o limite de detec¢ao do teste em cada amostra testada.

A partir da construgdo dessa curva, sera possivel estabelecer e avaliar a sensibilidade
da técnica de monitoramento de doenca residual minima (DRM) molecular por RT-qPCR para
detectar a alteragdo genética P190 em pacientes com LLA-B Ph+ (P190) em Laboratorio de
Pesquisa Translacional de hospital publico tercidrio do Distrito Federal. Esta investigagao
torna-se essencial para aprimorar as estratégias de diagnostico € monitoramento da LLA-B Ph+
(P190), contribuindo para uma melhor gestdo clinica da doenca e, consequentemente, uma
melhora das taxas de remissdo e sobrevivéncia dos pacientes.

Metodologia

Para o desenvolvimento desse projeto, foi adotada uma abordagem quantitativa,
experimental e de natureza metodoldgica, a fim de estabelecer e avaliar a sensibilidade da
técnica de monitoramento de DRM por RT-qPCR para a detec¢ao da alteracao genética P190
em pacientes com LLA-B Ph+ (P190). Logo, foram confeccionados trés plasmideos distintos
pela empresa Invitrogen contendo a sequéncia translocada especifica do ponto de quebra P190
e P210 do gene BCR e o gene ABL. Um contendo apenas o gene ABL (ABL1 Single), que foi
inserido em um plasmideo pMA-T, com 2531 pb; um segundo contendo apenas o gene
translocado BCR-ABL (BCR-ABLI Single), que também foi inserido em um plasmideo p-MA-
T, com 2552 pb e, por fim, um que apresenta tanto a sequéncia translocada BCR-ABL quanto
a regido do ABL usado como controle. As sequéncias translocada inserida nos plasmideos
foram desenhadas para que contemplem a translocacao t(9;22) nos seus pontos de quebra P190
e P210. Ainda, a estrutura desses plasmideos conta com um sitio de origem de replicagao (ori),
um gene de resisténcia ao antibidtico Ampicilina (AmpR), sitios de clivagem de endonucleases
de restricdo, um promotor que inicia a transcri¢do, e a regido terminadora. A estrutura dos
respectivos plasmideos pode ser observada nas figuras 2 a 4.
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Figura 2 — Estrutura do plasmideo 22AD305C ABL1Single pMA-T.
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Fonte: site do SnapGene.

Figura 3 — Estrutura do plasmideo 22AD303C BCR-ABL1Total pMA-RQ (AmpR)
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Figura 4 — Estrutura do plasmideo 22AD304C BCR-ABL1Single pMA-T.
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A fim de se produzir mais copias dos vetores ABL1 Single, BCR-ABL1 Single e BCR-
ABLI Total foi necessario transformar células de E. coli (DH10B) competentes com o vetor
recombinante por meio de choque térmico. Apos a realizacdo do procedimento, observou-se
crescimento de coldnia nas 3 placas, entdo, foram selecionadas 5 colonias de cada para a
confirmagao da incorporacao do plasmideo por PCR de colonia convencional (reagdo em cadeia
da polimerase).

Posteriormente ao processo de clonagem, as colonias selecionadas que incorporaram
o vetor tiveram seu material genético (DNA plasmidial) extraido por meio do processo de lise
alcalina, foram submetidas a andlises complementares para se assegurar a qualidade e a
integridade dos plasmideos obtidos contendo as sequéncias translocadas de interesse,
utilizando-se o sistema Agilent TapeStation, que trata-se de uma solugdo automatizada de
eletroforese para controle de qualidade de amostras de DNA (Agilent [...], 2022). No entanto,
o sistema TapeStation foi feito para analisar DNA linearizado. Logo, foi necessario a utilizagao
das enzimas de restri¢do (Scal, Ncol e Pvul) para digerir o plasmideo, a fim de se obter um
resultado mais fidedigno acerca do tamanho e concentracdao do plasmideo BCR-ABL1 Total.

Esses plasmideos foram fundamentais para determinar o niimero minimo de copias
detectaveis pela técnica de PCR em tempo real quantitativo (RT-qPCR) e propor uma
metodologia precisa de quantificagdo do nimero de copias detectaveis em cada amostra testada
para pacientes atendidos pelo Laboratorio de Pesquisa Translacional no Hospital da Crianca de
Brasilia. Ainda, usando os plasmideos especificos foi confeccionada uma curva padrao,
utilizada nos testes para determinar o limite de detec¢do da técnica de diagnosticas citada acima
para o monitoramento da DRM.

Para tanto, estabelecer critérios de inclusao e exclusdao em estudos cientificos torna-se
fundamental para o desenvolvimento de protocolos que asseguram a qualidade e a precisao dos
resultados (Ferreira; Patino, 2018). Além de garantir a validade e a ética da pesquisa,
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especialmente em estudos experimentais como o realizado com plasmideos sintetizados
comercialmente para o monitoramento da Doenca Residual Minima (DRM) em LLA-B Ph+
(P190).

No caso deste estudo, os plasmideos incluidos atenderam aos padrdes de pureza e
concentragdo exigidos, contendo as sequéncias translocadas especificas do ponto de quebra
P190. Em relacao aos critérios de exclusdao, qualquer plasmideo que ndo atendesse aos
parametros minimos de qualidade, como concentragdo inadequada, fragmentos fora do
esperado ou com baixa integridade, foi descartado. Também seriam excluidos plasmideos que
viessem a apresentara sinais de contaminacdo ou degradacdo, pois esses fatores poderiam
comprometer a confiabilidade dos resultados.

Por fim, embora o estudo ndo envolva amostras humanas, os critérios de inclusdo e
exclusdao seguem principios rigorosos de controle de qualidade e padronizagdo, garantindo a
precisdo e a reprodutibilidade dos dados. Dessa forma, foi possivel assegurar a integridade dos
resultados e a confiabilidade das conclusdes, essenciais para o avango da metodologia de
monitoramento da DRM em pacientes com LLA-B Ph+ (P190).

Resultados e discussao

Visando garantir maior controle experimental, reprodutibilidade dos ensaios e evitar
variabilidades inerentes ao uso de amostras clinicas, este estudo adotou a utilizagdo de
plasmideos sintetizados comercialmente como fonte de material genético. Essa escolha também
permitiu a condugdo dos experimentos sem a necessidade de manipulagdo de amostras
bioldgicas humanas, eliminando implicagdes éticas relacionadas a coleta, armazenamento e uso
de material humano. Além disso, os plasmideos oferecem uma matriz estavel e padronizada,
essencial para o desenvolvimento de curvas padrdo confidveis e para a validacdo das técnicas
moleculares aplicadas ao monitoramento da DRM por RT-qPCR.

A extragdo do DNA plasmidial foi realizada por meio de lise alcalina e confirmada por
eletroforese em gel de agarose. Foram testadas amostras de diferentes colonias contendo os
plasmideos ABL1 Single, BCR-ABLI Single e BCR-ABLI Total. No gel, foi possivel observar
multiplas bandas, reflexo das diferentes conformagdes do DNA plasmidial circular. Para
contornar esse efeito e possibilitar a visualizagdo precisa do tamanho dos fragmentos, os
plasmideos foram linearizados por digestdo enzimatica e posteriormente analisados pelo
sistema Agilent TapeStation (Tirabassi, 2025).

A digestdo do plasmideo BCR-ABL1 Total, proveniente da colonia C4, foi
quantificada no equipamento Qubit 4 Fluorometer, equipamento utilizado para medir a
quantidade de DNA (ThermoFisher Scientic) e apresentou concentracao de 26,4 ng/uL. A
eletroforese em gel de agarose permitiu comparar diferentes combinagdes de enzimas de
restri¢ao (Ncol/Pvul e Ncol/Scal), sendo a segunda mais eficiente na digestdo completa do
plasmideo. Em seguida, foi realizada a dilui¢@o do plasmideo linearizado com Scal, calculando-
se o numero de copias com base na concentracdo e tamanho do DNA, resultando em uma
solugdo estoque de 2,5x102 copias/uL, a partir da qual foram feitas dilui¢des seriadas de 10° a
10°.

A primeira reacdo de qPCR realizada com o plasmideo BCR-ABLI1 Total revelou
concentracdo aproximadamente 20 vezes superior ao previsto pelos controles comerciais,
exigindo nova dilui¢do com base na média das concentragdes obtidas em triplicata. As curvas
padrao geradas, com e sem digestao do plasmideo, apresentaram boa performance, como pode
ser observado na figura 5, embora ainda mais concentradas que os valores esperados. Para esses
ensaios, foi utilizado o corante ROX high como fluorescéncia passiva e os pontos 10* e 10® do
kit Zeesan Biotech como controle.
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Figura 5 — Validagdo p190 Plasmideo vs Comercial - 01.07.24 - COM E SEM DIGESTAO
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No caso da qPCR para o gene ABL, o primeiro ensaio apresentou resultados
insatisfatorios, possivelmente devido a baixa sensibilidade da sonda utilizada. Assim, foram
realizados novos testes comparando sondas HEX e FAM, alterando também a concentragdo de
primers, mas apenas os pontos 10° e 10® mostraram amplificacio eficiente (figura 6). A fim de
aprimorar os resultados, novos plasmideos (ABL1 Single ¢ BCR-ABL1 Single) foram
utilizados. Apds quantificacdo, estabeleceu-se o numero de copias e prepararam-se diluigdes
seriadas para ambos os plasmideos, sendo a qPCR realizada com primers e sondas especificas
(PR591, PR593, PR610 para ABL1; PR584, PR585, PR583 para BCR-ABLI Single). No
entanto, grafico do plasmideo BCR-ABL1 Single foi bem-sucedido, no entanto, o do ABL1
Single ndo, o que poderia ser explicado para algum outro problema, que ndo seja referente ao
plasmideo ou ao ensaio, como por exemplo algum defeito nos proprios primers da reacao
(figura 7).
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Figura 6 — Validagdo do gene ABL no plasmideo BCR-ABL1 Total - (Validagdo ABL FAM
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Por fim, uma nova diluicao foi realizada, com um novo plasmideo, respeitando as
concentragdes previamente definidas, visando a otimizacdo da curva-padrdo para garantir
reprodutibilidade e, a qPCR subsequente, focada exclusivamente no gene ABL1, confirmou sua
eficacia como controle interno da reagdo. Por se tratar de um gene endégeno humano, expresso
de forma constante e estdvel nas células, o gene ABL ja foi empregado como referéncia
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quantitativa na qPCR em outros estudos que seguem a mesma linha de pesquisa, assegurando
a confiabilidade dos resultados, como pode ser observado na figura 8 (Wang, 2014).

Figura 8 — Amplification Plot-abl130325
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Conclusao

A curva do plasmideo BCR-ABLI Total referente ao ponto de quebra P190 do gene
BCR-ABLI, caracteristico da LLA-B Ph+, demonstra eficiéncia ao amplificar todas as
diluicdes testadas, com resultados apenas 2x mais concentrados do que o esperado, conforme o
controle fornecido pelo Kit da Zeeman Biotech, sendo assim necessario a recalibra¢do previa
das curvas, usando controles comerciais padronizados para garantir a precisdo dos resultados
esperados. A validagdo do gene ABL1 como controle enddgeno da reacdo também foi bem
sucedida.

A padronizag¢do da técnica de RT-qPCR ¢ vital para o diagnoéstico molecular e o
monitoramento da Doenca Residual Minima (DRM) em pacientes pediatricos, permitindo a
detec¢do precoce de pequenas quantidades de material genético alterado, o que possibilita
tratamentos mais eficazes e personalizados. A técnica também facilita a previsdo de recaidas e
o ajuste de terapias, reduzindo a necessidade de intervengdes invasivas e garantindo maior
precisdo nos diagndsticos, especialmente em criancas.
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AVALIACAO DA FUNCAO PULMONAR DE PACIENTES
PEDIATRICOS COM DOENCA FALCIFORME EM TRATAMENTO
COM HIDROXIUREIA NO HOSPITAL PEDIATRICO TERCIARIO DE
BRASILIA
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Carmen Livia Faria da Silva Martins®
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Resumo

O estudo buscou caracterizar os distirbios ventilatorios presentes em pacientes
pediatricos em tratamento com HU para DF, por meio da espirometria. Foi realizado um estudo
observacional e retrospectivo, analisando 39 espirometrias realizadas entre janeiro de 2015 e
julho de 2019, com dados obtidos de prontuarios eletronicos e exames no Hospital da Crianga
de Brasilia José Alencar e em sua maioria com resultados condizentes com a literatura. Dados
como sexo, idade, cor/raga, diagndstico precoce (teste do pezinho), idade com maiores
alteragdes pulmonares e medidas gerais de tratamento apresentaram-se de acordo com a
literatura. Além disso, o IMC foi estatisticamente associado ao resultado da espirometria pré e
po6s uso do medicamento, assim sendo, pacientes com IMC sobrepeso apresentaram
significativamente mais distirbio ventilatorio do tipo DVO (p = 0,026). Os resultados
mostraram que o distirbio ventilatorio obstrutivo (DVO) foi o mais comum, em contraste com
a literatura, que aponta o disturbio ventilatorio inespecifico (DVI) ou restritivo (DVR) como
mais prevalentes. Outrossim, pacientes com DVO apresentaram Z-escore de IMC
significativamente maior que os pacientes com DVR (P = 0,038, teste de Dunn) e DVI (P =
0,049, teste de Dunn). O estudo também correlacionou os distirbios ventilatorios a qualidade
de vida dos pacientes, destacando a necessidade de um protocolo para avaliacdo pulmonar em
pacientes que comegam o tratamento com HU, a fim de investigar mais profundamente os
impactos do medicamento na fun¢do pulmonar.

Palavras-chave: Testes de Funcdo Respiratoria. Espirometria. Hidroxiureia. Hospitais
Pediatricos. Anemia Falciforme.

Introducio

A Doenga Falciforme (DF) ¢ a hemoglobinopatia hereditaria monogénica autossdmica
recessiva mais comum, sendo assim, ¢ considerada um problema de saude publica e de grande
impacto no paciente afetado pela patologia (Lima et al., 2021; OPAS, 2017; Vieira et al., 2016).

A HDS possui fungdes alteradas em estagios de baixa oxigenagdo, devido a seu
processo de polimerizagdo (Lima et al., 2021; Moreira, 2007). Ademais, a medida que a
membrana eritrocitaria sofre sucessivos processos de desoxigenacdo, ocorrem mudangas

' Académico de medicina do Centro Universitario de Brasilia (CEUB) e Bolsista de iniciagdo cientifica do
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3 Bioestatistico do Hospital da Crianga de Brasilia José Alencar (HCB).

ANAIS XV e XVI Encontro de Iniciacéo Cientifica 2024-2025



bioquimicas, as quais contribuem para a perda de complacéncia e o enrijecimento da HbS, que
podem adquirir o formato falciforme em definitivo (Brasil, 2012; Rocha, 2011).

Devido as multiplas particularidades envolvidas, tanto nas manifestacdes clinicas
quanto nos orgaos afetados, faz-se fulcral ressaltar o pulmao, que ¢ um 6rgao muito propicio
ao acometimento agudo e cronico causados pela falcizagdo e sequestro celular, visto que o
constante estresse oxidativo que deflagra a isquemia, disfuncdo endotelial, proliferacao
vascular, inflamacgdo, promove uma alteracdo no padrdo respiratério dos pacientes com a
doenca, onde pode ser observado por exames como a espirometria (César, 2020; Santos et al.,
2021; Brasil, 2012; Rocha, 2011). De modo agudo, destaca-se o trombo embolismo pulmonar
(TEP) e a STA, segunda maior causa de hospitalizagdo em criangas, atras apenas das crises
algicas (Ballas et al., 2006).

Tendo em vista as alteragdes pulmonares supracitadas, elas adquirem um padrao de
altera¢do da funcdo pulmonar, predispondo distlrbios restritivos e/ou obstrutivos, bem como a
hipertensao pulmonar, sendo que a fisiopatologia em criangas ndo estd totalmente esclarecida
(César, 2020; Taksande et al., 2021; Vieira et al., 2016).

Cabe aqui ponderar que os pacientes pediatricos, por apresentarem Hemoglobina Fetal
(HbF), podem ndo exibir manifestacdes clinicas importantes, contudo, com o passar dos anos
vale atentar-se para essa condi¢ao (BRASIL, 2012; ROCHA, 2011). Ademais, estudos recentes,
0s quais observaram uma coorte de populagdo pediatrica, mostraram que a DF foi a segunda
doenca com maior prevaléncia na andlise da fun¢do pulmonar depois da asma, apesar de 43%
se encontrarem com fun¢ao pulmonar dentro da normalidade (Encontro de Iniciacdo Cientifica
do Hospital da Crianga de Brasilia, 2021; 2022).

Para o diagndstico das alteragcdes pulmonares supracitadas, a espirometria ¢ o exame
que avalia de forma ndo invasiva, de facil execu¢do e que promove o acompanhamento da
fun¢do pulmonar (Jones, 2017; Rodrigues ef al., 2002). No exame, os fluxos e volumes sdo
afetados pela estatura, sexo e idade, e para a interpretacdo da prova ha necessidade de se
conhecer os valores esperados ou previstos para individuos sadios das referidas faixas (Brasil,
2009; BVS, 2024).

Nesse meandro, surge o tratamento que hoje ¢ preconizado para a DF: a hidroxiuréia
(HU). Anos depois, apds observacdo de que valores aumentados HbF previnem vérias
complicacdes da DF, a medicacdo foi inserida para prevencdo de complicagdes da DF,
proporcionando melhor qualidade de vida aos portadores da doenca (Charache et al., 1995;
Steinberg et al., 2003; Stevens, 1999).

Essa medicacdo se mostrou segura, de administracdo oral, de facil controle e com
poucos efeitos adversos, promovendo bloqueio da sintese de DNA pela inibicdo da
ribonucleotideo redutase, mantendo as células em fase S do ciclo celular, entretanto o
mecanismo ainda ndo ¢ totalmente compreendido (Ballas et al., 2006; Brasil, 2018).

No tocante a questao epidemioldgica, de acordo com a Organizagao Mundial de Saude
(OMS) nascem cerca de 275 mil criangas com DF por ano, sendo, no Brasil, cerca de 3 mil
nascidas vivas/ano (OPAS, 2017). Ressalte-se o impacto e o papel do Programa Nacional de
Triagem Neonatal (PNTN) na detecgdo precoce da doenga, que proporciona o rastreio realizado
pelo Ministério da Satde (MS), indicando a necessidade de atengao a essa doenga como questao
de saude publica (Charache et al., 1995; OPAS, 2017).

Por fim, a presente pesquisa buscou avaliar as alteracdes e os possiveis impactos da
HU nos resultados espirométricos, bem como se a medicacao gerou efeitos no cuidado a saude
pulmonar dos pacientes.

De igual modo, o resultado do estudo propde orientar, contribuir e qualificar a
assisténcia aos pacientes acompanhados no Hospital da Crianga de Brasilia José de Alencar
(HCB), assim como gerar dados para comparag¢ao na literatura médica
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Sendo assim, o presente estudo busca caracterizar os distirbios ventilatdorios presentes
em criangas ¢ adolescentes em tratamento com Hidroxiureia para Doenga Falciforme,
identificados por meio de espirometrias realizadas no Laboratorio de Fun¢do Pulmonar do
Hospital da Crianga de Brasilia José Alencar, bem como avaliar dados epidemioldgicos dos
pacientes em estudo.

Metodologia

Trata-se de estudo observacional e analitico com delineamento transversal por meio
da andlise documental de dados cadastrais e de espirometrias de criangas e adolescentes
diagnosticados com Doenga Falciforme (DF) em tratamento com Hidroxiureia (HU),
identificados por meio de exames que foram realizadas no Laboratorio de Fungao Pulmonar do
HCB, no periodo de 1° de janeiro de 2015 a junho de 2019, sendo assim, com avaliagcdo de
cunho retrospectivo e quantitativo.

Os resultados foram divididos na analise descritiva e de associa¢do. Os dados foram
compilados em planilha de dados do software Microsoft Excel (2016) e analisados por meio do
programa SPSS (Statistical Package for the Social Sciences), versao 23 (IBM Corp., 2015),
com testes bilaterais e nivel de significancia de 5%.

Os dados clinicos foram associados ao tipo de disturbio ventilatorio por meio do teste
Exato de Fisher. As varidveis quantitativas foram inicialmente avaliadas em relagdo a
distribuicdo dos dados por meio do teste Shapiro-Wilk. Rejeitou-se a hipdtese nula da
normalidade de distribui¢do dos dados para a maioria das varidveis e, considerando também o
reduzido tamanho amostral, foi utilizado o teste nao paramétrico de Kruskal-Wallis para
comparagao entre os grupos. Nos casos significativos foi utilizado o teste post hoc de Dunn de
comparagdes aos pares.

De acordo com a técnica e os critérios de aceitabilidade e reprodutibilidade
estabelecidos para a realizacdo de exames espirométricos, interpretou-se os resultados: a
indicagdo de distlrbio obstrutivo, com ou sem diminuicao da Capacidade Vital Forcada (CVF);
a sugestao de transtorno restritivo, inespecifico ou misto; a fun¢ao pulmonar normal, bem como
se houve resposta ou ndo ao broncodilatador. Os dados foram analisados de acordo com as
Diretrizes para Testes de Fun¢do Pulmonar de 2002 e atualizados para os valores de referéncia
para criangas brasileiras, segundo reavaliagdo de 2019 feita pelo Jornal Brasileiro de
Pneumologia (JONES et al., 2020; PEREIRA et al., 2002; PEREIRA, 2021).

Resultados e Discussao

Ao analisar as espirometrias realizadas em exame no Laboratério de Fungdo Pulmonar
do HCB, que estiveram inclusas dentro dos critérios de elegibilidadede, foram identificados 39
pacientes com DF, dos quais 19 pacientes eram do sexo masculino (48,7%) e 20 pacientes do
sexo feminino (51,3%) (Tabela 1). Esse resultado ¢ compativel com os dados do MS, que
apresentam proporcao de 48,4% e 51,6% para os sexos masculino e feminino respectivamente
(Brasil, 2021; Sarat et al., 2019).
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Tabela 1 — Analise descritiva dos dados clinicos de pacientes pediatricos diagnosticados com
doenga falciforme, janeiro de 2015 a junho de 2019

%

=

Sexo Feminirl'no 20 51,3
Masculino 19 48,7
Branca 1 2,8
Cor / raga Parda 33 91,7
Preta 2 5,6
N&o informado 3
Baixo 9 23,1
IMC Eutrdéfico 27 69,2
Sobrepeso 3 7,7
P1 5 12,8
P3 5 12,8
P5 6 15,4
P15 4 10,3
Percentil P25 8 20,5
P50 3 7,7
P75 3 7,7
P85 3 7,7
P95 2 5,1
Diagndstico de doenga SS 36 92,3
falciforme SC 2 5.1
SB 1 2,6
. . Nao 7 22,6
E;e;?nnﬁjtlco no teste do Sim 24 774
N&o informado 8
Complicagdes com o uso Nao 22 56,4
da hidroxiuréia Sim 17 43,6
Normal 16 41,0
. . DVO 13 33,3
Resultado da espirometria DVI 8 205
DVR 2 5,1
Leve 14 35,90
Grau de comprometimento  Moderado 1 2,56
na espirometria Sem grau o4 6154
comprometimento* '
Sem resposta ao BD 35 89,7
Resposta a0 BD Com redugédo de CVF e 9 5.1
sem resposta ao BD
Com resposta ao BD 2 5,1
Total 39 100,0

(*) O disturbio ventilatorio inespecifico ndo pode ser classificado quanto a grau
de comprometimento. (GINA, 2021; JONES et al, 2020; PEREIRA et al , 2002;
PEREIRA 2021).

Tabela 2 — Andlise descritiva de dados quantitativos de pacientes pediatricos diagnosticados
com doenga falciforme, janeiro de 2015 a junho de 2019
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Desvi

Médi Median o  Minim ,, . Amplitude
n = Maximo interquarti
a a Padra o |
0

3 116
Idade no exame (anos) 9 5 11,00 2,70 6,00 17,00 4,00
Peso (kg) o %0 3400 1018 1900 5900 1470
Altura (m) g 1,43 1,41 0,14 1,14 1,68 0,26
IMC S 13’7 16,47 2,66 12,56 22,96 4,14
Z- escore S -0,64 -1,00 1,09 -3,00 2,00 1,00
Idade no diagnéstico (anos) ? 0,44 0,00 1,04 0,00 5,00 0,00
I(gigz)que comegou a usar a hidroxiuréia g 9.56 11,00 4,20 1,00 17,70 7.00
Dose Fio rrledicamentc_) no periodo da 9 26,7 26,00 2.11 25,00 31,00 3.50
complicagédo (mg/kg/dia) 7

Com relacdo a idade (Tabela 2), a idade média foi de 11,62 anos., a literatura nao tem
valores exatos para idade de diagndstico mundial, entretanto, a prevaléncia ¢ de 7% da
populacao mundial, no Brasil, para o gen6tipo HbSS ¢ de cinco anos, e para o HbSC ¢ de 21
anos (Felix ef al., 2010, Sarat ef al., 2019). Nesse sentido, em se tratando de populagdo geral,
representou uma parcela importante, totalizando quase 49% do publico geral (Brasil, 2021).
Entretanto, vale ressaltar que a populacao analisada ¢ restrita a pacientes pediatricos, visto que
o servigo ¢ especializado nesse publico (Sarat ef al., 2019).

Ademais, os atendimentos comecaram em idades mais avangadas em se tratando de
servico pediatrico, ressaltando divergéncia em relagdo a idade do diagnostico (Tabela 2), talvez
o principal fator, seja a dificuldade dos pacientes em realizar a espirometria (critério de
elegibilidade da amostra), exame nao invasivo que muita das vezes s6 consegue ser realizado
adequadamente por volta dos 6 anos de idade (Dantas et al., 2020; Farias et al., 2019; Silva et
al.,2017). Contudo, ainda assim, os dados apresentam diferencas de idades, com desvio padrdo
dentro do esperado (Burity et al., 2013). Nesse sentido, ratifica-se o Programa Nacional de
Triagem Neonatal (PNTN), tanto em sua cobertura quanto na atencao aos pacientes detectados,
confirmando sua atuacdo no rastreio de pacientes com DF e os resultados semelhantes
observados no referenciamento a servicos terciarios, como ¢ o caso do HCB (Brasil, 2021; Reis
etal., 2021).

Cabe ressaltar que 8 pacientes ndo tiveram suas idades de diagnosticos relatadas em
seus prontudrios médicos, sendo assim, retiradas para andlise exclusiva dos parametros
supracitados.Em relagdo ao Indice de Massa Corporal (IMC) e o Z-escore (Tabela 2), apesar da
DF ser considerada uma doenga catabolica, os resultados foram divergentes e mostraram que
27 pacientes se apresentaram eutrdoficos (69,23%), 9 pacientes com baixo peso (23,08%) e 3
pacientes em sobrepeso (7,69%) (Esposto et al., 2021; Jesus et al., 2018, Paiva et al., 2022).

Ademais, com relacdo ao tipo de acometimento, 36 pacientes (92,31%) apresentavam
subtipo SS e ndo foi possivel obter relevancia estatistica quando esses subtipos foram
relacionados ao sexo e IMC, como observado por outros estudos (Esposto et al., 2021). Esse
fato pode ser explicado principalmente por se tratar de um hospital terciario especializado no
tratamento de casos graves da doencga, visto que os dados da literatura trazem o subtipo SS
representando cerca de 62% do total de casos (Brasil, 2021; Freire, 2011; Teixeira, 2014, Sousa
etal.,2021).

Em relagdo a distribuicdo por sexo dos subtipos (Figura 1), os resultados estdo de
acordo com a literatura que apresenta distribuicdo semelhante entre os sexos feminino e
masculino, 51% e 49% respectivamente (Brasil, 2021).
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Figura 1 - Sexo / Subtipo da doenga em pacientes atendidos no HCB com DF incluidos no
estudo. n = 39. Brasilia-DF, 2015-2019
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Em andlise voltada a espirometria, o principal disturbio ventilatorio foi o obstrutivo
(Tabela 1), representando 13 pacientes (33,33%). Além disso, o resultado normal foi o mais
prevalente na amostra com 16 pacientes (41,03%). Esses resultados estdo contrarios ao proposto
pela literatura que retrata a maioria dos pacientes com alteracdes na fun¢ao pulmonar, sendo o
DVI e/ou DVR o mais prevalente (Santos et al., 2021; Fonseca et al., 2011; Taksande et al.,
2021, Vieira et al., 2016).

Dentro desta andlise, cabe ressaltar a resposta ao broncodilatador, bem como o grau
de comprometimento dos distirbios respiratorios (Tabela 1), que apresentou quase 90% da
amostra sem resposta ao broncodilatador € o comprometimento leve em 35,9% dos pacientes.
Esses resultados sdo contrarios a literatura que relata a presenca de resposta ao broncodilatador
e alteracdo importante da fungdo pulmonar (Fonseca ef al., 2011; Lunt et al., 2016).

No que tange ao uso da HU a idade mais prevalente de inicio foi aos 11 anos (Tabela
2), o que corrobora com o preconizado pelo Protocolo Clinico de Diretrizes Terapéuticas
(PCDT) que refere claros beneficios observados nos estudos, bem como boa tolerabilidade e
prevengdo de eventos adversos (Gulbis et al., 2005; Brasil, 2018; Yahouedehou et al., 2020;
Zimmerman et al., 2004).

Entretanto, o PCDT, ndo adota idade minima ao uso da medicacao, referindo como
populagdo pediatrica. Todavia, relata que evita sequestro esplénico, algo que
epidemiologicamente costuma acontecer entre os 3 meses € 5 anos de idade, sendo assim, a
utilizacdo pode ser inferida a partir desta idade (Brasil, 2018). Outrossim, evidéncias
internacionais colocam a idade inicial aos 9 meses, talvez, uma idade mais segura e toleravel
ao uso da medicagdao (NHLBI, 2014).

Nesse sentido, as idades de inicio da medicagdo se mostraram seguras e assertivas,
respeitando protocolos nacionais e internacionais de tratamento (Brasil, 2018; NHLBI, 2014).

Observa-se na tabela 3 que o IMC foi estatisticamente associado ao resultado da
espirometria pré e po6s uso do medicamento. Pacientes com IMC sobrepeso apresentaram
significativamente mais disturbio ventilatorio do tipo DVO.
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Tabela 3 — Andlise de associa¢do entre o resultado da espirometria e os dados clinicos de
pacientes pediatricos diagnosticados com doenga falciforme, janeiro de 2015 a
junho de 2019.

62 | ANAIS XV e XVI Encontro de Iniciagao Cientifica 2024-2025



Resultado da espirometria

Noma pvo  bwi DWR Total P
n_ 8 8 3 1 20
Feminino % 40,00 40,00 1500 5,00 108'0
Sexo n 8 5 5 1 19 0,783
Masculino % 4211 2632 2632 526 108'0
n 1 0 0 0 1
Branca % 100,00 0,00 000 0,00 108'0
no 14 11 6 2 33
Cor/raga Parda % 4242 3333 1818 6.06 10(()),0 0,206
n o0 0 2 0 2
Preta % 000 0,00 108’0 0,00 108'0
n 3 1 3 2 9
Baixo % 3333 11,11 3333 2222 108'0
n 13 9 5 0 27
IMC Eutrofico % 4815 3333 18,52 0,00 10(()),0 0,026
n o0 3 0 0 3
Sobrepeso % 0,00 108’0 0,00 0,00 108'0
n 14 12 8 2 36
ss % 3889 3333 2222 55 0
o nooo1 1 0 0 2
c?é?e%r;gsft:lgifg?me sc % 5000 5000 000 000 000 1,000
nooo1 0 0 0 1
sB % 10000 000 000 000 07
n 1 3 3 0 7
Diagnéstico no Néo % 1429 4286 4286 000 00 o
teste do pezinho n 14 5 3 2 24 ’
Sim % 5833 2083 1250 833 00
n 10 9 3 0 22
Complicagdes Nao % 4545 4091 1364 000 00
com o uso da 0,212
hidroxiuréia sim n 6 4 5 2 1350
% 3529 2353 2041 1176 OO
n 0 13 0 1 14
Graude Leve % 000 9286 000 714 000
R S S T
% 000 000 000 'O y
Sem resposta 16 10 / 2 35
ao BD % 45,71 28,57 20,00 5,71 108'0
Resposta ao BD Com reducéo n 0 1 1 0 2 0,308
de CVF sem
©espostado % 0,00 5000 5000 0,00 1090
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Com resposta 0 2 0 0 2

ao BD % 0,00 108’0 0,00 0,00 108’0
n_ 16 13 8 2 39
Total
o % 4103 3333 2051 513 108’0

(*) Teste Exato de Fisher.

Quanto a avaliagdo do IMC relacionado ao resultado da espirometria (Tabela 3 e
Figura 2) foram encontradas alteracdes importantes. Conforme elucidado na literatura, a
alteracdo do IMC estd intimamente relacionada com alteracdes da fungao pulmonar (Melo,
2014; Silva; Luchesa, 2019; Winck et al., 2016). Além disso, a distribui¢ao dos valores
espirométricos demonstrou resultados diversos nos pacientes de baixo peso e predominio
maci¢o do DVO nos pacientes com sobrepeso (Ferreira et al., 2017; Melo et al., 2014; Modena
et al.,2019; Tendrio et al., 2012);

Figura 2 — Percentual do resultado da espirometria em relagdo ao IMC de pacientes pediatricos
diagnosticados com doenga falciforme, janeiro de 2015 a junho de 2019
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Em relagdo aos dados quantitativos, os valores de Z-escore foram significativamente
diferentes entre os grupos de distarbio ventilatorio (Tabela 4). Pacientes com DVO
apresentaram Z-escore de IMC significativamente maior que os pacientes com DVR (P =0,038,
teste de Dunn) e DVI (P = 0,049, teste de Dunn).

Tabela 4 — Analise de associacdo entre o resultado da espirometria e os dados quantitativos de
pacientes pediatricos diagnosticados com doenca falciforme, janeiro de 2015 a
junho de 2019
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Resultado da espirometria pré e pés uso do medicamento

Normal DVO DVI DVR
Mediana Al Median ), Median ), Median P
a a a

1,5 0,22

Idade no exame (anos) 11,50 3,75 10,00 3,00 13,50 5,00 12,50 0 7
26,3 14,0 12,0 2,5 091

Peso (kg) 32,20 s 3520 g0 3800 g0 3150 s
Altura (m) 1,41 0,34 1,37 0,15 1,54 0,19 1,50 0"10 0’35
IMC 16,09 413 1852 440 1594 215 14,06 Oé“ 020
Z- escore 050 1,00 000 200 -1,00 1,00 -2,00 060 092
. _ 0,0 0,07

Idade no diagndstico (anos) 0,00 0,00 0,00 1,56 0,75 1,63 0,00 0 9
dade que comegou a usar a 1000 750 600 800 1200 500 11,00 OO 038

hidroxiuréia (anos) 0 2
Dose do medicamento no 00 065

periodo da complicagao 27,00 2,00 28,00 3,00 25,45 0,45 26,00 0 ’9

(mg/kg/dia)

(*) Teste de Kruskal-Wallis. Al = amplitude interquartil.

Por fim, cabe salientar a limitagao da avaliagao pré e pos broncodilatador, visto o
numero limitado de pacientes com ambos os intervalos descritos. Cabe ainda ressaltar o nimero
limitado de pacientes da amostra, apesar de representar uma parcela quase total dos pacientes
em atendimento no Distrito Federal.

Conclusao

O presente estudo, demonstrou a correlagdo intrinseca entre a avaliagdo pulmonar e
DF, bem como os possiveis impactos do uso da HU nos testes de funcao pulmonar.

Os resultados apresentados pelo estudo apresentaram correlagdo intrinseca com o0s
achados da literatura mais atual, como ¢ o caso do sexo, idade, cor/raga, diagnostico precoce
(teste do pezinho), idade com maiores alteragdes pulmonares e medidas gerais de tratamento.

Outro aspecto importante de se salientar ¢ que, embora a prova funcional ainda nao
seja pré-requisito para inicio da HU, de acordo com o PCDT, a implementac¢ao de um protocolo
de fun¢do pulmonar de pacientes com DF que iniciardo a HU no HCB seria relevante, uma vez
que hé grande repercussdo pulmonar observada, no sentido de padronizar condutas e melhorar
a assisténcia a esses pacientes.

Dessarte, faz-se fulcral novos estudos na area e valores espirométricos de pacientes
pré e p6s uso da HU para correta avaliagdo dos efeitos da medicagdo na fungao pulmonar dos
pacientes.
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Resumo

A espirometria, considerada um teste de funcao pulmonar utilizado para o diagnostico
de distarbios respiratorios obstrutivos, ¢ aplicada na avaliagdo funcional respiratdria de criancas
asmaticas. Sua interpretagdo ¢ direcionada por equacdes de referéncia, sendo a equacdo Global
Lung Function Iniciative (GLI) a mais usada. Atualmente, a Sociedade Brasileira de
Pneumologia e Tisiologia (SBPT) estabeleceu um consenso brasileiro para a interpretacdao de
espirometrias realizadas em criangas até¢ os 12 anos de idade. Trata-se de um estudo descritivo,
observacional e transversal por meio da analise de dados cadastrais de espirometrias de criangas
e adolescentes diagnosticados com asma, que foram realizadas no Laboratério de Fungdo
Pulmonar do Hospital da Crianga de Brasilia José de Alencar, no periodo de 1° de janeiro de
2015 a junho de 2019. A partir da anélise de 468 espirometrias, a equagdo GLI considerou
normal 78% (364) do total das espirometrias, enquanto o consenso brasileiro classificou 60%
(278) das espirometrias dentro da normalidade. O consenso brasileiro apresenta a abordagem
mais adequada para a avaliagdo da funcdo pulmonar na faixa etaria dos 3 aos 12 anos,
corroborando para um diagndstico mais assertivo das condigdes respiratorias nessa populacao
pediétrica.

Palavras-chave: espirometria; asma; hospital pediatrico.
Introducio

A diretriz Global Initiative for Asthma (GINA) define a espirometria como um teste
de fun¢do pulmonar ndo invasivo e de facil execucdo que pode ser solicitado por qualquer
especialidade médica nos contextos de andlise do comprometimento funcional, confirmagao de
diagnostico e avaliagdo de resposta terapéutica da asma (GINA, 2022; Pizzichini et al., 2020).
A asma ¢ uma doenca respiratoria cronica caracterizada por sintomas variaveis de sibilos, falta
de ar, aperto no peito e/ou tosse, e por limitagdao varidvel do fluxo aéreo expiratorio (GINA,
2024).

Os testes de funcao pulmonar (PFTs) de rotina abordam trés propriedades funcionais
dos pulmdes: fluxo de ar (inspiratorio e expiratorio), volumes e capacidades pulmonares e
capacidade de difusao do monoxido de carbono no pulmao (Stanojevic et al., 2021). Nesse
contexto, 0os comprometimentos ventilatorios definidos pela espirometria sdo caracterizados
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como disturbios obstrutivos, restritivos e de transferéncia de gases. A asma ¢ classificada como
um distarbio respiratorio obstrutivo que apresenta resposta positiva apds o teste de
responsividade ao broncodilatador.

As medi¢des da fungdo pulmonar em criangas sdo mais variaveis do que em adultos.
Isso se deve tanto a fisiologia dos musculos da parede tordcica quanto ao desenvolvimento
cognitivo, que pode influenciar a qualidade do teste e a variabilidade biologica (Stanojevic et
al., 2021). A espirometria ¢ considerada o exame complementar mais usado na avaliagdo
funcional respiratdria de criangas (Beydon et al., 2009), sendo sua execugdo, especialmente na
crianga, dependente de um técnico bem treinado (Jones et al., 2020).

A interpretacao apropriada dos PFTs envolve a classificagdo dos valores observados
como dentro/fora da faixa normal com base em uma populagdo de referéncia de individuos
saudaveis, integrando o conhecimento dos determinantes fisioldgicos dos resultados dos testes
em classifica¢des funcionais, e integrando padrdoes com outros dados clinicos para estimar o
prognostico (Stanojevic et al., 2021). Estes valores sdo definidos a partir da aplicacdo de
equacdes de referéncia.

As equagdes de referéncia expressam a funcdo pulmonar esperada para criangas
saudaveis, levando em conta variaveis como idade, sexo, tamanho corporal e grupo étnico. A
escolha das equagoes de referéncia influencia diretamente a interpretacao dos dados da fungao
pulmonar pediatrica (Beydon et al., 2007). As razdes para as diferengas observadas na fungdo
pulmonar entre pessoas ao redor do mundo sdo multifatoriais e ndo totalmente compreendidas
(Stanojevic et al., 2021). Tendo em vista que muitas dessas equacdes foram limitadas a raca
caucasiana devido a origem dos dados serem na Europa e regido Norte da América (Vidal,
2012), a espirometria ainda ndo foi amplamente estudada em populagdes em idade pré-escolar
latino-americanas nem brasileiras (Franca et al., 2016).

O grupo Global Lung Function Iniciative (GLI) publicou, em 2012, uma equagao
multiétnica de referéncia para espirometria na faixa etaria de 3 a 95 anos (Vidal, 2012). Essa
equac¢do foi derivada matematicamente de quatro grupos populacionais especificos - branco,
preto, sudeste asidtico, nordeste asiatico - e representa uma meédia entre essas populacdes
(Stanojevic et al., 2021). A utilizacdo de uma Unica equacdo de espirometria "Global",
considerada uma equacao neutra por ndo exigir raca/etnia, reflete a ampla gama de fungado
pulmonar observada dentro e entre populagdes (Bowerman et al., 2024). Para o calculo dessa
equagao, utiliza-se a idade em anos, a estatura em centimetros e o sexo do paciente, além dos
parametros espirométricos — Capacidade Vital For¢ada (CVF), Volume Expiratdrio For¢ado no
Primeiro Segundo (VEF1), indice de Tiffeneau (VEF1/CVF), Fluxo Expiratério Forgado entre
25% e 75% da CVF (FEF 25-75%), Volume Expiratério For¢ado 0,75 segundos (VEF 0,75%)
e Fluxo Expiratorio Forgado em 75% da CVF (FEF 75%) (GLI, 2024).

A Sociedade Respiratoria Europeia (ERS) e a Sociedade Tordcica Americana (ATS)
adotaram conjuntamente padroes e recomendacdes com os objetivos de aumentar a exatidao,
precisdo e qualidade das medi¢des espirométricas e melhorar a experiéncia do paciente
(Graham et al., 2019), sendo a tltima atualizagdo deste consenso ERS/ATS realizada ha 4 anos.
Nessa tltima versao, um dos padrdes adicionados relaciona-se a realizagao de espirometrias em
criancas em idade pré-escolar. Vale ressaltar que ¢ importante que os individuos tenham sua
fungdo pulmonar avaliada em relacdo a populacdo de referéncia apropriada para aquele
individuo (Stanojevic et al., 2021).

Muitos estudos tém sido realizados nos ultimos anos, no sentido de desenvolver
equagoOes de referéncia ajustadas a sua realidade populacional atual (Carvalho, 2015), nesse
contexto a Sociedade Brasileira de Pneumologia e Tisiologia (SBPT) estabeleceu um consenso
brasileiro com os valores de referéncia gerados a partir de individuos saudaveis ¢ de mesma
etnia (Rodrigues et al., 2002), de acordo com as normas de sele¢ao dos valores de interpretagdo
das provas espirométricas estabelecidas pelas ultimas normas da ERS/ATS. O consenso
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brasileiro foi atualizado no ano de 2020, sendo publicadas novas referéncias de fungdo
pulmonar para as criangas brasileiras de 3 a 12 anos de idade a partir da elaboragdo de equagdes
de referéncia para CVF, VEF1, VEF1/CVF, FEF25-75% e FEF25-75% (Jones et al., 2020). As
quais evidenciaram que as equacdes atualmente em uso no Brasil, que seguem as
recomendacdes da GLI, parecem subestimar a fun¢do pulmonar de criangas brasileiras menores
de 12 anos de idade (Jones et al., 2020).

Mediante a isso, a relevancia do presente estudo se faz na tentativa de elucidar a
abordagem mais adequada para a avalia¢ao da fun¢ao pulmonar na faixa etaria pediatrica, tendo
em vista que a correta adequacao da equagao de referéncia beneficia o individuo, uma vez que
aumenta a especificidade da interpretacao da espirometria (Carvalho, 2015). Sendo primordial,
em um hospital de referéncia, a atualizagdo das equagdes utilizadas a fim de promover, para a
populagdo pediatrica assistida, uma medicina mais individualizada e assertiva quanto aos seus
métodos diagnosticos. O que motivou a equipe deste Laboratério, a desenvolver esse estudo,
com o objetivo de comparar os resultados do novo consenso da SBPT com o adotado até o
momento.

Objetivos

Objetivo geral: O objetivo deste projeto € analisar os dados de espirometria realizados
no Hospital da Crianga de Brasilia Jos¢ Alencar (HCB) em criancas com idades entre 3 e 12
anos, em conformidade com as diretrizes da Sociedade Brasileira de Pneumologia e Tisiologia
(SBPT) e diretrizes globais. O propdsito ¢ determinar a abordagem mais adequada para a
avaliacdo da fun¢ao pulmonar nessa faixa etaria, visando aprimorar o diagnéstico e o tratamento
de condi¢des respiratdrias nessa populacao pediatrica.

Objetivos especificos

1. Avaliar e comparar os pardmetros espirométricos (CVF, VEF, VEF/CF, FEF25-75%)
utilizando Z-escores, conforme as equagdes de referéncia da Global Lung Function
Initiative (GLI) e da Sociedade Brasileira de Pneumologia e Tisiologia (SBPT, 2020);

2. Analisar a prevaléncia dos distirbios ventilatorios;

3. Verificar a presenga de resposta ao broncodilatador.

Metodologia
Materiais e métodos

Trata-se de um estudo descritivo, observacional e transversal por meio da andlise de
dados cadastrais de espirometrias de criancas e adolescentes diagnosticados com asma, que
foram realizadas no Laboratério de Fun¢ao Pulmonar do Hospital da Crianca de Brasilia José
de Alencar, no periodo de 1° de janeiro de 2015 a junho de 2019. As espirometrias selecionadas
foram convertidas em planilhas contendo o niimero do exame; a data de realizagdo; a idade; o
género; o peso, a estatura; os indices espirométricos em valor absoluto dos valores preditos e
em valor absoluto e percentual pré e pds-broncodilatador (CVF, VEF1, VEF1/CVF, FEF 25-
75%); além da presenca ou ndo de reversibilidade ao broncodilatador. Em seguida, os dados
espirométricos foram aplicados nas equagdes de referéncia.

Para a anélise da equag¢dao GLI, utilizou-se o software GLI que corresponde a uma
calculadora do Excel que contém os valores de referéncia dessa equagdo global, derivados do
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método LMS e do programa GAMLSS em R. Quanto ao consenso brasileiro, a analise de seus
valores de referéncia foi feita a partir do software R versdo 4.3.2 e da interface RStudio, sendo
utilizados o pacote ggplot2 para as visualizagdes. Realizou-se a andlise descritiva das variaveis
continuas e categoricas. Apos a aplicacdo dos dados espirométricos em ambas as referéncias,
tanto na equacdo da GLI quanto no consenso brasileiro, os dados originais das espirometrias
foram convertidos em escore Z. Essa transformagao em escore Z permite a comparagdo entre
os resultados de diferentes equagdes, possibilitando a analise da equagdo que melhor detecta
alteracdes obstrutivas em crian¢as com asma.

As médias de escore Z foram comparadas segundo o teste de Mann-Whitney e as
associacoes da classificacdo de paciente com obstrugdo e o tipo de equagdo foi analisada pelo
teste de Chi-quadrado. Todos os testes foram bilaterais com um coeficiente de significancia
alpha=0.05. Tais dados foram usados de modo a preservar a integridade de todos os pacientes
analisados, sendo compartilhados unicamente entre o orientado e a orientadora.

Critérios de inclusao

Exames de espirometria com critérios de aceitabilidade e reprodutibilidade adequados,
realizados no periodo de 1° de janeiro de 2015 a junho de 2019 no Laboratério de Fungdo
Pulmonar do Hospital da Crianca de Brasilia José de Alencar, em pacientes na faixa etaria de
3-12 anos com diagndstico clinico de asma.

Critérios de exclusao

Exames de espirometria que apresentem inadequacao da técnica que interfiram nos critérios
de aceitabilidade e reprodutibilidade; ou que o paciente esteja em crise no momento do exame.

Aspectos éticos

Foram respeitadas as premissas éticas, que incluem beneficio sem maleficio. Foram
oferecidos Termo de Compromisso Livre Esclarecido (TCLE) e Termo de Assentimento para
as criangas, adolescentes, pais ou responsaveis, além de esclarecidos em caso de duvidas. Esta
pesquisa faz parte de um projeto original, o qual foi aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa
na Plataforma Brasil (CAAE: 19354519.0.0000.5553).

Resultados e discussiao
Foram analisadas espirometrias de 473 pacientes asmaticos, com 5 exames excluidos
por ndo atenderem aos critérios de aceitabilidade e reprodutibilidade ou por auséncia de dados

pos-broncodilatador. Dessa forma, 468 espirometrias foram incluidas na andlise (Figura 1). A
idade dos pacientes variou entre 3,62 e 12,99 anos, com uma mediana de 9,1 anos (Figura 2).

Figura 1 - Analise quantitativa dos exames na faixa etdria estabelecida
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Figura 2 — Histograma da idade: o eixo vertical (count) apresenta a quantidade de pacientes e
o eixo horizontal (a) apresenta o valor da idade em anos
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Dentre os pacientes selecionados, 277 (59%) eram do sexo masculino e 191 (41%) do
sexo feminino (Figura 3). Sendo a altura mediana de 134 cm, variando de 97 cm a 187 cm
(Figura 4).
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Figura 3 - Analise quantitativa do sexo dos pacientes
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Figura 4 — Histograma da altura: o eixo vertical (count) apresenta a quantidade de pacientes e
o eixo horizontal (/) apresenta o valor da altura em centimetros
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O principal parametro medido nas espirometrias foi o volume expiratorio forgado
(VEF1) e a capacidade vital forcada (CVF). A Tabela 1 mostra que, antes da administracdo do
broncodilatador, 90,2% das espirometrias apresentaram CVF dentro dos limites normais, 77,6%
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apresentaram VEF1 normal e 66,9% apresentaram o indice de Tiffeneau (VEF1/CVF) dentro
dos limites da normalidade, de acordo com o consenso brasileiro (Jones et al., 2020).

Tabela 1 - Analise quantitativa das espirometrias basais normais, de acordo com a equagao
brasileira

Overall
(M=462)
CVF dentro dos limites da normalidade
Mo 46 (9.85%)
Yes 422 (90 .2%)
VEF1 dentro dos limites da normalidade
Mo 105 (22.4%)
Yes 363 (77.6%)
VEF1/CVF dentro dos limites da normalidade
Mo 155 (33.1%)
Yes 313 (56.9%)

O teste de responsividade ao broncodilatador demonstrou que, ap6s sua administragao,
houve um aumento na normalidade dos parametros analisados: 93,4% das espirometrias
apresentaram CVF normal, 88,9% VEF1 normal, e 86,3% o Indice de Tiffeneau normal (Tabela
2). Esses resultados indicam uma resposta positiva ao broncodilatador, corroborando o
diagnostico de distirbio respiratdrio obstrutivo.

Tabela 2 - Andlise quantitativa das espirometrias normais pés-broncodilatador, de acordo
com a equagao brasileira

Overall
(N=468)
CVF dentro dos limites da normalidade
Mo 29 (6.2%)
Yes 437 (93.4%)
Missing 2 (0.4%)
VEF1 dentro dos limites da normalidade
Mo 50 (10.7%)
Yes 416 (88.9%)
Missing 2 (0.4%)
VEF1/CVF dentro dos limites da normalidade
Mo 62 (13.2%)
Yes 404 (86.3%)
Missing 2 (0.4%)

76 | ANAIS XV e XVI Encontro de Iniciacdo Cientifica 2024-2025



Um comprometimento ventilatério obstrutivo ¢ caracterizado por VEF1/CVF abaixo
do limiar de normalidade, que ¢ definido como o 5° percentil de uma populagao normal ou pelo
valor fixo de VEF1/CVF de 0,7 (Stanojevic et al., 2021). Tendo este parametro como principio,
a analise da prevaléncia dos disturbios ventilatorios demonstrou que 31.2% das espirometrias
basais apresentaram distirbio obstrutivo, 60.5% laudo normal, 6.4% disturbio restritivo/nao
especifico e 1.9% disturbio misto caracterizado pela presenga concomitante de restricdo e
obstrucdo, de acordo com a equagdo brasileira (Jones et al., 2020). A presenca da CVF reduzida
com VEF1/CVF normal determina o padrao de comprometimento denominado de possivel
restricdo ou padrio “ndo especifico”, que pode incluir doencas que causam obstrugdo ou
restri¢ao (Stanojevic et al., 2021). Apds a administragao do broncodilatador houve um aumento
de 105 espirometrias que passaram a apresentar laudo normal.

A comparagdo entre as equagdes da GLI e da SBPT (Jones et al., 2020) revelou que a
GLI considerou 78% das espirometrias como normais, enquanto a SBPT diagnosticou apenas
60% como normais. Observou-se que 24% das criangas classificadas como normais pela GLI
apresentaram distirbios obstrutivos, restritivos ou mistos pela equagao brasileira. Além disso,
a SBPT diagnosticou mais que o dobro de exames com padrio obstrutivo (146 vs. 67) em
compara¢cdo com a GLI, enquanto ambas apresentaram boa concordancia na deteccdo dos
padroes restritivo € misto (Tabela 3).

Tabela 3 — Tabela com as classificagdes das espirometrias conforme equagao brasileira ¢ GLI

2012
GLI 2012 Caucasiana
Normal | Obstrutivo Restritivo/ Misto | Total
Inespecifico
’;”;;2‘9; Normal 278 0 5 o| 283
Obstrutivo 79 67 0 0 146
Restritivo/inespecifico 6 0 24 0 30
Misto 1 (0] 3 5 9
Total 364 67 32 5 468
Conclusoes

Diante destes resultados, evidenciou-se a relevancia em determinar a referéncia mais
adequada para a avaliacdo da funcdo pulmonar na faixa etaria pediatrica. Tendo em vista, que
o presente estudo analisou individuos sabidamente portadores de asma cujo disturbio
respiratdrio obstrutivo foi melhor detectado pelo consenso brasileiro, demonstrando, assim, que
a equagao GLI subestima a fun¢do pulmonar de criancas brasileiras menores de 12 anos de
idade. Além disso, observou-se a prevaléncia dos distirbios obstrutivos, em uma menor
quantidade de individuos, pela referéncia da equacdo GLI (13%) e, em uma maior quantidade
de individuos, pela equagdo brasileira (31%), somada a presenca da resposta positiva apos o
teste de responsividade ao broncodilatador.

Dentre as limitagdes encontradas, destaca-se a restricdo do tempo, sendo o consenso
brasileiro uma atualizagdo recente da literatura, como um fator que impede o seguimento
longitudinal do estudo para o aprimoramento de dados, ainda mais, robustos. Outra limitagao
encontrada, foi a auséncia de uma analise comparativa da gravidade da asma a fim de aprimorar
a caracterizagdo do quadro asmatico na populagdo estudada. Também ¢ valido pontuar o fato
do estudo ter se restringido a andlise de um curto periodo de tempo - de janeiro de 2015 a junho
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de 2019 — das espirometrias realizadas no laboratorio do hospital pediatrico. Diante disso, tais
restri¢des poderiam ser superadas em estudos futuros.

Por fim, conclui-se que o consenso brasileiro apresenta a abordagem mais adequada
para a avaliagcdo da fun¢do pulmonar na faixa etdria dos 3 aos 12 anos, corroborando para um
diagnoéstico mais assertivo das condigdes respiratorias nessa populacao pediatrica.
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LEUCEMIA LINFOIDE AGUDA PHILADELPHIA POSITIVA EM UM
HOSPITAL PEDIATRICO PUBLICO DE BRASILIA: ANALISE DE
CASOS DE 2012 A 2022

Lais Xavier Barros!
Ricardo Camargo®

Resumo

A Leucemia Linfoblastica Aguda Philadelphia Positivo (LLA Ph+) é uma condigdo de
alto risco em criangas. Este estudo observacional, analitico e longitudinal, do tipo série de casos,
conduzido no Hospital da Crianga de Brasilia (HCB), teve como objetivo geral analisar os
aspectos clinicos, bioldgicos e terapéuticos dessa doenca em seis pacientes diagnosticados entre
2012 e 2022. A pesquisa avaliou a sobrevida global e livre de eventos por meio da curva de
Kaplan-Meier, além do uso de inibidores da tirosina quinase (ITQ), da adesdao aos pontos de
monitoramento e das condutas adotadas em casos de recaida. Dos pacientes estudados, quatro
apresentaram o fenotipo pl190 e dois o p210. Notavelmente, trés pacientes desenvolveram
intolerancia ao imatinibe. Embora a adesdo ao tratamento tenha sido completa, intercorréncias
como a neutropenia febril impactaram o cronograma terapéutico. A doenca residual minima
(DRM) foi negativa em todos os pacientes no D78, um indicativo positivo de resposta. No
entanto, a sobrevida livre de eventos foi de 33,34%, e a sobrevida global, de 66,67%. O pequeno
tamanho da amostra limitou a significancia estatistica dos resultados. Contudo, os achados
sublinham a necessidade de desenvolver protocolos institucionais para padronizar o uso de ITQ
e a avaliacdo da DRM em criangas com LLA Ph+.

Palavras-chave: leucemia linfoide; cromossomo filadélfia; crianca; inibidores de tirosina
quinases; doenca residual minima.

Introducio

A Leucemia Linfoblastica Aguda (LLA) € a neoplasia mais comum da infancia, com
pico de incidéncia aos 5 anos, e caracteriza-se pelo acimulo de blastos linfoides na medula
oOssea, sangue periférico e 6rgdos linfoides (Bhojwani; Yang; Pui, 2015). Entre as alteracdes
genéticas associadas, destaca-se o cromossomo Philadelphia (Ph), presente em 2 a 5% dos casos
pediatricos. Essa alteragdo resulta da translocagao t(9;22)(q34;q11), que promove a fusdo dos
genes BCR e ABLI, originando o gene de fusdo BCR::ABL1 (Arunachalam et al., 2020).

Esse gene de fusdo codifica uma proteina tirosina quinase aberrante, cuja isoforma
mais comum na LLA Ph+ ¢ a p190, associada a ativacdo constitutiva de vias de proliferagao
celular (Chiaretti et al., 2021). Além da t(9;22), outras anormalidades cromossdmicas podem
coexistir, como o ganho do cromossomo Philadelphia adicional (Silva; Rego, 2023).

A presenga do Ph+ confere pior prognostico, com maior agressividade clinica e altas
taxas de recaida. Antes dos inibidores de tirosina quinase (ITQ), como o imatinibe, o transplante

' Académica de Medicina da Escola Superior de Ciéncias da Saide (ESCS) e Bolsista de iniciagdo cientifica do
Hospital da Crianca de Brasilia (HCB).

2 Bidlogo e supervisor técnico do laboratorio de Pesquisa em Biologia Molecular do Hospital da Crianga de
Brasilia (HCB).
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hematopoiético era a principal alternativa terapéutica. Com o advento dos ITQ, observou-se
melhora significativa na sobrevida (Shen et al., 2020).

Apesar dos avancgos terapéuticos com os ITQ, persistem lacunas relevantes quanto a
padronizacao de seu uso na LLA Ph+. Diferentemente da leucemia mieloide cronica (LMC),
em que o tratamento com ITQ ja possui critérios bem estabelecidos para a resposta, falha
terapéutica e suspensao da medicagdao (Shima et al., 2022), na LLA Ph+ o manejo ainda ¢
heterogéneo e amplamente influenciado por protocolos institucionais. Além disso, a avaliagao
da doenca residual minima (DRM) também permanece controversa, sobretudo em relagdo a sua
persisténcia tardia e ao real impacto progndstico.

Diante dessas lacunas, este estudo analisa os aspectos clinicos, bioldgicos e
terapéuticos da LLA Ph+ em criangas atendidas em um hospital publico de Brasilia entre 2012
e 2022. Avalia-se a sobrevida, o tempo entre diagnostico molecular e inicio do ITQ, a adesdao
ao monitoramento e as condutas frente a recaida. Espera-se, com isso, contribuir para o
aprimoramento dos protocolos institucionais ¢ a qualificagdo do cuidado prestado a essa
populagdo.

Metodologia

O presente estudo é observacional, analitico e longitudinal, do tipo série de casos,
baseado em dados de prontuarios médicos de pacientes pediatricos diagnosticados com LLA
Ph+, acompanhados no HCB entre outubro de 2012 e outubro de 2022. Foram incluidos
pacientes com confirmacdo molecular das isoformas pl90 ou p210 do gene de fusdo
BCR::ABL1, diagnosticados por citometria de fluxo, caridtipo por banda G e RT-PCR. A perda
do seguimento clinico no HCB foi critério de exclusao.

Os dados clinicos, laboratoriais e terapéuticos foram extraidos dos prontuarios
eletronicos e registrados no sistema REDCap. As varidveis coletadas incluiram caracteristicas
demograficas, achados laboratoriais iniciais, avaliagdo da doenca residual minima (DRM),
intercorréncias durante o tratamento, realizacdo de transplante de células-tronco
hematopoiéticas, recaida, obito e causa do 6bito.

A andlise estatistica foi conduzida no software SPSS v.23. Foram aplicadas estatisticas
descritivas, o teste exato de Fisher e o teste de Mann-Whitney, conforme aplicabilidade. A
sobrevida livre de eventos (SLE) foi estimada pelo método de Kaplan-Meier, considerando
como eventos desfavordveis a recidiva, progressao ou oObito. A SLE foi definida como o
intervalo entre o diagndstico e a ocorréncia de evento ou a Ultima avaliag¢do, sendo considerada
como tempo zero para pacientes que nao atingiram remissao ou faleceram durante a indugao.

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da FEPECS e pelo Centro
Integrado e Sustentavel de Ensino e Pesquisa (CISEP). Todos os participantes ou responsaveis
legais assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE).

Resultados e discussao

Caracterizacao dos pacientes e achados clinicos

Este estudo avaliou seis pacientes pediatricos diagnosticados com Leucemia
Linfoblastica Aguda Philadelphia Positivo (LLA Ph+), admitidos entre outubro de 2012 e
outubro de 2022. Desses, quatro eram do sexo feminino. A idade média ao diagndstico foi de
7,42 anos, com uma variagao de 3,58 a 12,58 anos. A leucometria média no momento do
diagnostico foi de 107.000/mm?, com um desvio padrdao de 76.115,64/mm? e valores que
oscilaram entre 38.300/mm?® e 190.000/mm?®. Essa contagem elevada de leucdcitos no
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diagnéstico € considerada um fator prognostico desfavoravel, conforme o estudo
EsPhALL2004 (Biondi et al., 2019).

Todos os seis pacientes foram diagnosticados com LLA B. Em relagdo aos fenotipos
do gene de fusdao BCR::ABLI, quatro pacientes apresentaram o fendtipo P190, enquanto dois
pacientes (Paciente 1 e Paciente 5) apresentaram o fenotipo P210. Destaca-se que os pacientes
5 e 6 apresentaram um cariotipo com a duplica¢ao do cromossomo Philadelphia.

Protocolo de tratamento e uso de inibidor de tirosina quinase

Todos os seis pacientes foram submetidos a diferentes protocolos de quimioterapia
combinada, inicialmente com Mesilato de Imatinibe (ITQ). Metade dos pacientes (n=3) seguiu
o protocolo Berlim-Frankfurt-Munique (BFM) 2009 de alto risco, € os outros trés,
diagnosticados antes de 2020, foram tratados com o protocolo BFM 95 de alto risco. Houve um
obito antes do término da fase de inducao.

O imatinibe foi o ITQ de escolha, na dose de 340mg/m?, variando entre 200mg/dia e
400mg/dia e iniciado em um intervalo de 1 a 37 dias, com mediana de 6,5 dias. Dados sugerem
que a introducao precoce do ITQ pode melhorar as taxas de remissao completa (Abou Dalle et
al., 2019). No entanto, nao ha consenso sobre a suspensdo do ITQ em pacientes com LLA Ph+,
embora alguns estudos sugiram a interrup¢do em casos de remissdes moleculares sustentadas
(Samra et al., 2019).

As diretrizes do Ministério da Saude (Brasil, 2020) recomendam o uso de imatinibe
associado a quimioterapia por um minimo de 616 dias (280 dias na pré-manutencdo e 336 dias
na manutengao). Para pacientes submetidos a transplante de medula dssea, a continuidade do
ITQ por pelo menos seis meses apds o procedimento ¢ preconizada, enquanto o estudo
EsPhALL2010 sugeriu um ano pds-transplante (Biondi et al., 2018).

A descontinuagdo do ITQ na LMC possui critérios mais definidos, como duragao
minima de trés anos e resposta molecular profunda sustentada (SHIMA et al., 2022). O
tratamento da LLA Ph+ ¢ mais complexo e heterogéneo devido a natureza agressiva da doenca,
o que impede uma padronizagdo clara das defini¢des de resposta, alerta e falha do ITQ.

A Tabela 1 apresenta o tempo entre o inicio e a descontinua¢do do ITQ para cada
paciente. O termo "N/A" indica 6bito antes da descontinuacdo.

Tabela 1 — Intervalos de tempo entre o inicio e a descontinuagdo do inibidor de tirosina quinase
em pacientes diagnosticados como portadores de Leucemia Linfoblastica
Philadelphia Positivo no HCB, de 2012 a 2022

) , . Tempo entre o término do
Tempo entre diagndstico e p

Paciente inicio do ITQ (em dias) ;I?gr(lleilt; eeS :S)suspensﬁo do
1 1 N/A

2 6 Em uso

3 2 N/A

4 7 0

5 37 17

6 9 14
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Desfechos e intercorréncias

O Paciente 1 faleceu durante a fase de indugdo, e o Paciente 3 faleceu apds o segundo
ciclo da fase HR2 devido a toxicidade do tratamento e dois episoddios de sepse. O Paciente 5 foi
submetido a Transplante de Células-Tronco Hematopoiéticas (TCTH) apds uma recaida no
SNC e utilizou o ITQ por cinco meses pds-transplante.

As intercorréncias mais prevalentes incluiram infecgdes do trato respiratdrio
(observadas em todos os pacientes), plaquetopenia e pneumonia. Mucosite ocorreu em cinco
pacientes, abscesso perianal em dois, e sinais de toxicidade da vincristina em quatro. Diabetes
mellitus secundéria ao uso de corticoides foi observada em dois pacientes. Outras complicagdes
incluiram hipoalbuminemia, trombose venosa profunda, obesidade, neuropatia periférica,
esofagite herpética, moniliase oral, celulite periorbital, hipocalemia e hipocalcemia.

Trés pacientes apresentaram fortes efeitos colaterais ao imatinibe (diarreia persistente,
dor abdominal e nauseas), levando a troca para dasatinibe nos pacientes 4 ¢ 5, e a interrupgao
no paciente 1. O dasatinibe, um ITQ de 2* geragdo, ¢ mais potente € com maior penetracao no
SNC (Cerchione; Locatelli; Martinelli, 2021), porém sua obten¢do foi mais dificil devido ao
custo, resultando em interrupg¢des mais prolongadas para os pacientes que o utilizaram.

Alteragdes no cronograma de tratamento foram necessarias devido as intercorréncias.
O Paciente 1 realizou tratamento apenas até o dia 22 da indu¢do. O Paciente 2 ndo foi submetido
ao 2° ciclo da fase HR3 devido a neutropenia febril. O Paciente 3 completou apenas a fase de
inducdo e dois ciclos de HR1 e HR2, com alta toxicidade ap6s cada ciclo de quimioterapia. O
Paciente 5 teve a dose de vincristina reduzida devido a neuropatia periférica. O Paciente 6 teve
a terapia de indugdo antecipada devido a resposta inadequada a citorredugao.

Avaliacio da doenca residual minima

A Doencga Residual Minima (DRM) ¢ a presenca de células malignas em pacientes em
remissao completa, correlacionada com maior probabilidade de recaida, e pode ser medida por
citometria de fluxo multiparamétrica (CF) e PCR dos rearranjos BCR::ABLI (Berry et al.,
2017).

Nos pacientes submetidos ao protocolo BFM 95, a avaliacao da remissao foi baseada
em critérios morfologicos de medula dssea (MO M1: <5% de blastos; MO M2: 5%-25% de
blastos; MO M3: >25% de blastos), de acordo com o GBTLI LLA 2021. O monitoramento do
liquido cefalorraquidiano (LCR) foi feito durante a quimioterapia intratecal para profilaxia do
SNC. O envolvimento do SNC ¢ confirmado com mais de 5 células/L no LCR com linfoblastos
ou infiltrados intracerebrais em tomografia (GBTLI LLA 2021). A RT-PCR para o rearranjo

BCR::ABL]I foi realizada ao término do tratamento.

O Paciente 4 manteve MO M1 nos dias D15, D33 e ao final do tratamento, com RT-
PCR negativa para a translocacdo t(9;22)(p190) — BCR::ABLI p190. Apos o término da
quimioterapia, o dasatinibe foi interrompido por 23 meses. No retorno, o paciente apresentou
leucometria de 88.940/mm? e 27,5% de blastos, sendo diagnosticado com leucemia aguda de
fendtipo ambiguo linfoide B/mieloide. A LLA Ph+ frequentemente exibe caracteristicas
mieloides e linfoides, o que pode favorecer a persisténcia do transcrito BCR::ABLI1 e contribuir
para a resisténcia terapéutica (Laxminarayana et al., 2019).

O Paciente 5 teve MO M1 no D15 e D37, e CF com resultado <0,05% no D33. Na
semana 51 da manuteng@o, o LCR foi positivo para infiltracdo, com 25% de blastos. O Paciente
6 apresentou MO M1 nos D15, D22 e D37. O RT-PCR foi positivo para a translocacao
t(9;22)(p190) — BCR::ABL1 p190 ao término do protocolo e apos seis meses. Este paciente
continuou com imatinibe por mais 14 meses e, 54 meses apos o fim do tratamento, foi
readmitido com leucometria de 365.000/mm?* e 95% de blastos no sangue periférico.
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Para os trés pacientes do protocolo BFM 2009, amostras de medula foram analisadas
nos dias D15, D33 ou D37, e D78 por CF, ¢ ao término do tratamento por CF e busca do
transcrito BCR::ABL1. DRM positiva foi definida como >0,01% de células com fendtipo
aberrante e/ou detec¢do do transcrito BCR::ABL1. Todos os trés pacientes apresentaram DRM
positiva no D15 (Paciente 1: 0,03%; Paciente 2: 0,01%; Paciente 3: 2,78%). O Paciente 1
faleceu antes de novas avaliacdes. No D33, apenas o Paciente 3 manteve DRM positiva
(0,32%). No D78, nenhum paciente apresentou DRM. Apesar disso, o Paciente 3 faleceu nove
meses apos o inicio do tratamento.

Aproximadamente um més apds o término do tratamento do Paciente 2, o mielograma
indicou medula dssea em remissao, mas o RT-PCR qualitativo detectou a translocacao t(9;22)
(p190). Exames posteriores ndo mostraram sinais morfoldgicos de doenga, mas o RT-PCR
qualitativo continuou identificando a translocagdo BCR::ABLI (p190), reforcando a
persisténcia molecular. Dezenove meses apds o término do tratamento do Paciente 2, a pesquisa
de BCR::ABLI foi positiva em todas as trés amostras testadas, com uma redugao de 10,09% em
relacdo ao ponto anterior, mas com a taxa BCR::ABLI/ABLI permanecendo relativamente
estavel (0,41).

A persisténcia da positividade e a estabilidade dos valores reforcam a importancia do
monitoramento continuo e a necessidade de manter o imatinibe. Apesar disso, a DRM por
citometria de fluxo ndo foi detectada, e o ultimo mielograma indicou MO M1 com 2% de
blastos. A equipe médica decidiu manter o imatinibe em 200 mg/dia, com seguimento clinico e
monitoramento regular da DRM.

O valor prognéstico da DRM na LLA Ph+ pedidtrica tratada com ITQ ainda ndo esta
completamente elucidado, sendo determinado por protocolos institucionais e recursos
disponiveis. Em um estudo com 90 criangas, Cazzaniga ef al. observaram que a negativagao
precoce da DRM, especialmente até o segundo time point, associa-se a melhor progndstico com
ITQ e TCTH, enquanto a depuragdo tardia ndo impacta significativamente a recidiva. Esses
achados indicam que o segundo time point pode ser decisivo para orientar condutas, refor¢ando
a necessidade de padronizacao por meio de novos estudos.

Recaidas

Foi observado que 50% (n=3) dos pacientes tiveram recaidas e foram submetidos ao
protocolo St. Jude ALL-R16 associado ao ITQ e ao TCTH alogénico.

O Paciente 4 apresentou uma recidiva medular isolada 23 meses ap6s o término do
tratamento. Embora o dasatinibe fosse indicado devido a toxicidade gastrointestinal prévia com
imatinibe, a dificuldade de acesso ao ITQ de 2% geracao levou ao reinicio do imatinibe na dose
de 600 mg/dia. Entretanto, o paciente apresentou efeitos colaterais significativos que resultaram
na suspensdao do ITQ, mantida até a realizagdo do TCTH, trés meses apds a recidiva. O
tratamento com dasatinibe (100 mg/dia) foi mantido por 3 anos e 2 meses ap6s o TCTH. A
avaliacdo da DRM foi negativa no 29° dia e nos acompanhamentos de 6 ¢ 12 meses p6s-TCTH.

O Paciente 5 apresentou recidiva no SNC em status 3 durante a 51 semana da terapia
de manutencdo. A analise do LCR revelou 635 células/mm?, com 25% de blastos e 75% de
linfocitos. No diagndstico, o LCR era negativo para infiltragdo no SNC. Esse caso reforga a
importancia do SNC como sitio extramedular de alto risco (Sison; Silverman, 2014),
destacando a necessidade da profilaxia com quimioterapia intratecal. A pesquisa qualitativa do

BCR::ABLI por RT-PCR confirmou a presenca da transloca¢do no liquor e na medula
oOssea.

Além do protocolo St. Jude ALL-R16, o paciente recebeu seis sessoes de radioterapia
craniana. O mielograma apresentou MO M1 nos meses 1, 2 € 3 ap6s a recidiva, e a pesquisa de
translocagdes para BCR::ABL1 foi negativa na MO e no SNC, aos dois e trés meses apos a
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recidiva, respectivamente. O paciente foi submetido ao TCTH cinco meses apds a recaida, com
resultados negativos para CF e RT-PCR em 30, 100 dias € um ano p6s-TCTH. O tratamento
com dasatinibe (120 mg/dia) foi interrompido cinco meses apés o0 TCTH devido a dificuldade
de obten¢ao do medicamento.

O Paciente 6 apresentou a primeira recidiva medular isolada tardia, 54 meses apos o
fim do tratamento, com reinicio imediato do imatinibe (600 mg/dia) e DRM de 0,43% no D29.
Houve uma segunda recidiva medular isolada oito meses ap6s a primeira, com 32% de blastos
na CF. Diante disso, o paciente realizou TCTH, com aumento da dose de imatinibe para 800
mg/dia e ciclo de 28 dias de blinatumomabe (Queudeville; Ebinger, 2021).

As intercorréncias relacionadas ao protocolo SJCRH-ALL R 16 incluiram neutropenia
febril em 100% dos pacientes (n=3); toxicidade a vincristina e trombose em membro superior
em 66,67% (n=2); e em 33,34% (n=1) dos pacientes, grave reacdo de hipersensibilidade a
asparaginase, hiperglicemias secundarias a corticoides, pansinusopatia e otomastoidite
bilateral, moniliase, herpes genital, hipocalcemia e hiperparatireoidismo.

Embora as taxas de remissdo completa com ITQ sejam superiores a 90%, a recidiva
ocorreu em até 50% dos pacientes, frequentemente associada a mutagdes de resisténcia no
dominio da quinase ABL (Martinelli et al., 2021). Analises genéticas nos pacientes 2 ¢ 4 para
mutagdes no gene ABLI e delecdes no IKZF1 (via MLPA) ndo revelaram alteragdes.

Sobrevida global e sobrevida livre de eventos

Por fim, 50% (n=3) dos pacientes avaliados vieram a o6bito, principalmente devido ao
choque séptico, a insuficiéncia renal aguda e a toxicidade do tratamento.

A média estimada para o tempo até o 6bito em pacientes com LLA Ph+ foi de 41,67
meses (mediana ndo alcancada) durante o follow-up de 60 meses. A curva de sobrevida global
(Kaplan-Meier) ¢ mostrada na Figura 1, com uma sobrevida acumulativa final de 0,667.

Figura 1 — Curva de probabilidade de sobrevida global, de Kaplan-Meier, para pacientes
diagnosticados como portadores de Leucemia Philadelphia Positivo com as
isoformas p190ou p210 de BCR::ABLI no HCB, 2012 a 2022. Sobrevivéncia
acumulativa final = 0,667.
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A média estimada para o tempo até a recaida/obito (sobrevida livre de eventos) foi de
31,83 meses, com mediana de 13,00 meses durante o follow-up do estudo. A curva de sobrevida

livre de eventos (Kaplan-Meier) ¢ mostrada na Figura 3, com uma sobrevida acumulativa final
de 0,333.
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Figura 2 — Curva de probabilidade de sobrevida livre de eventos, de Kaplan-Meier, para
pacientes diagnosticados como portadores de Leucemia Philadelphia Positivo com
as isoformas p190ou p210 de BCR::ABLI no HCB, 2012 a 2022. Sobrevivéncia
acumulativa final = 0,333
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Nenhuma variavel clinica foi significativamente associada a recaida, o que pode estar
relacionado ao tamanho amostral reduzido. Em um estudo similar, a taxa de sobrevida livre de
eventos em 5 anos foi de 68,6% em criangas tratadas com ITQ no St. Jude Children's Research
Hospital (Jeha et al., 2014). A sobrevida livre de eventos de 33,3% encontrada neste trabalho
indica uma situacdo mais desafiadora, com menos pacientes mantendo a remissdo. Essa
discrepancia pode ser atribuida a diferengas nos regimes de tratamento, caracteristicas dos
pacientes ou outros fatores contextuais.

Conclusao

Este estudo revelou o carater heterogéneo e agressivo da Leucemia Linfoblastica
Aguda Philadelphia Positivo (LLA Ph+) em pacientes pediatricos acompanhados no Hospital
da Crianga de Brasilia (HCB). De modo geral, os pacientes analisados apresentaram um
desfecho desfavoravel, com altas taxas de recaida, 0bito e complicagdes, o que se reflete na
baixa sobrevida livre de eventos observada.

A principal limitagdo desta analise € o pequeno tamanho amostral, que se deve a baixa
prevaléncia do cromossomo Philadelphia na LLA em criangas e adolescentes. Essa restricao
impede generalizagdes amplas dos resultados, mas destaca a importancia de estudos
multicéntricos para abordar essa doenca rara.

Os achados deste trabalho ressaltam os desafios significativos no tratamento da LLA
Ph+ e indicam varias questoes em aberto que precisam ser abordadas para otimizar o manejo
desses pacientes. H4 uma clara necessidade de padronizagdo de protocolos institucionais,
especialmente no que tange ao uso de inibidores de tirosina quinase (ITQs) e a avaliagao da
doenga residual minima (DRM).
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CARACTERIZACAO CLINICA DE PACIENTES PORTADORES DE
NEUROFIBROMATOSE TIPO 1 ACOMPANHADOS EM UM
HOSPITAL PEDIATRICO TERCIARIO DO SUS EM BRASILIA-DF

Laryssa Kellye Pereira Soares Sousa'
Renata Lazari Sandoval®

Resumo

A Neurofibromatose do tipo 1 (NF1) ¢ uma desordem genética causada por variantes
patogénicas germinativas no gene supressor de tumor NF1. Clinicamente, manifesta-se por
manchas café com leite, nodulos de Lisch, efélides inguinais e axilares, neurofibromas
subcutaneos, gliomas de via dptica, neurofibromas plexiformes e aumento do risco para tumores
malignos. O diagnoéstico definitivo ¢ baseado em critérios clinicos e moleculares. O objetivo
deste estudo foi descrever as caracteristicas clinicas de criancas com diagndstico de NF1
atendidas em um servigo publico do Distrito Federal. Trata-se de um estudo observacional
retrospectivo com coleta de dados de prontudrios dos pacientes. Ao todo, 41 pacientes com NF 1
foram estudados, com predominio do sexo feminino (51,2%) e mediana de idade de 12 anos.
Vinte pacientes (48,8%) apresentavam dismorfias menores. Todos os pacientes (100%)
apresentaram manchas café¢ com leite, efélides axilares ou inguinais estavam presentes em
61,0% dos casos e neurofibromas cutdneos em 29,3%. Quatorze (34,1%) pacientes tinham
historia pessoal de cancer, incluindo doze (29,3%) casos de gliomas de baixo grau. Dados deste
estudo confirmam que a presen¢a de manchas café com leite ¢ um importante marcador dessa
condicdo. A identificagdo de portadores € crucial devido ao alto risco de tumores.

Palavras-chave: neurofibromatose 1; sindromes neurocutaneas; pediatria; doencas genéticas;
genética.

Introducio

A genética ¢ uma ciéncia que estuda a herdabilidade de tracos entre geragdes (Griffiths
et al., 2022). O genoma humano contém as informagdes genéticas necessarias para
embriogénese, desenvolvimento, crescimento, especializagdo, funcionamento celular e
reproducao (Griffiths ef al., 2022; Nussbaum; Mclness; Willard, 2022). As unidades funcionais
do DNA, conhecidas como genes, sao transcritas e traduzidas em proteinas € enzimas que
podem influenciar diretamente o estado de saide e doenca (Nussbaum; Mclness; Willard,
2022).

A Neurofibromatose do tipo 1 (NF1) ¢ uma desordem genética, geralmente herdada
como uma desordem autossOmica dominante, embora até 50% dos casos possam ser
decorrentes de variantes genéticas novas, nao herdadas (Safier; Cleves-Bayon; Gaesser, 2021).
E uma das sindromes neurocutineas mais comuns, afetando 1 a cada 3000 individuos (Safier;
Cleves-Bayon; Gaesser, 2021). A neurofibromina, produto génico do gene NF1, age como um
supressor de tumor (Safier; Cleves-Bayon; Gaesser, 2021). Alteragdes genéticas que envolvem
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o desenvolvimento de tumores incluem a ativacio de proto-oncogenes ¢ a inativagao de genes
supressores de tumor (Alberts et al., 2022). No caso da NF1, ocorrem alteragcdes germinativas
no gene NF1 que levam a perda de fungdo da neurofibromina.

A NF1 faz parte de um grupo de desordens do desenvolvimento denominado
RASopatias. Nessas condigdes, os pacientes apresentam alteracdes constitutivas em genes que
participam da via de sinalizac¢ao celular denominada via Ras/MAPK. Essa via desempenha um
papel crucial em todo o ciclo celular, controlando a proliferacao, diferenciacdo e migracao
celular, além de participar do processo de sinalizagao para a apoptose. Alteragdes nesta via de
sinalizacdo também podem estar associadas aos processos carcinogénicos (Vieira, 2019).

Em seu estado normal, as proteinas da familia RAS existem em sua forma inativa
ligada ao Guanosina Difosfato (GDP) (Figura 1). Fatores de troca de nucleotideos de guanina
(GEFs) sdo recrutados para a membrana plasmatica, seguidos pela estimulag¢do dos fatores de
crescimento mitogé€nicos. Apos a ligagdo das GEFs a RAS, a estabilidade do nucleotideo ligado
¢ interrompida, levando a liberagao do GDP e a formacao do nucleotideo livre. Isso ativa a RAF
e outras cascatas recrutadas pela RAS-GTP. A sinalizagdo da RAS ¢ terminada pela hidrélise
do GTP, mediada pela enzima intrinseca ativada pela RAS (Bahar; Kim; Kim, 2023).

O gene supressor tumoral NF1 codifica uma proteina ativadora da Ras-GTPase (GAP),
que intensifica a atividade de GTPase da Ras normal. Variantes patogénicas germinativas ou
variantes oncogénicas somaticas em NF1 causam uma GAP ndo funcional, deixando a Ras
apenas com a atividade de GTPase, que possui um niimero de renova¢ao muito baixo. Uma vez
ativada pela ligacdo com GTP, a Ras permanece ativa por um longo periodo e continua a enviar
o sinal para a divisdo celular (Nelson; Cox; Hoskins, 2022).

Figura 1 — Patogénese molecular do NF1
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A NF1 ocorre como resultado de uma variante patogénica germinativa em um dos dois
alelos do gene supressor de tumor NF1 no cromossomo 17q11.2. A inativagdo de uma cdpia do
gene € necessaria para a manifestacdo das caracteristicas dessa condi¢do, mas para a formagao
de tumor, ¢ requerida uma perda somatica no segundo alelo (Ly; Blakeley, 2019).

As manifestacdes clinicas da NF1 decorrem da alteracdo da via RAS/MAPK. As
caracteristicas mais comuns incluem manchas café¢ com leite, efélides axilares e inguinais,
neurofibromas subcutaneos e hamartomas de iris (nddulos de Lisch). Anormalidades associadas
podem incluir gliomas Opticos, tumores no Sistema Nervoso Central de origem glial ou
meningeal, neurofibromas da medula ou dos nervos periféricos, anormalidades oOsseas,
macrocefalia, epilepsia e alteracdes do neurodesenvolvimento, como déficit de atengdo,
dificuldade de aprendizado/comprometimento cognitivo e autismo (Safier; Cleves-Bayon;
Gaesser, 2021).

O tipo e a gravidade das manifestacdes clinicas da NF1 sdo muito variaveis entre
individuos. Apesar de mais de 2800 variantes patogénicas terem sido descritas no gene NF1,
apenas 31 delas sao recorrentes. Microdelegdes que envolvem o gene NF1 e algumas variantes
que afetam codons especificos podem conferir um fenétipo mais grave, enquanto outras
variantes e pequenas delegoes podem estar associadas a um fenotipo limitado por manchas café
com leite, efélides inguinais e axilares, leve comprometimento cognitivo e baixo risco para
neoplasias (Ly; Blakeley, 2019).

O diagnostico de NF1 geralmente ¢ feito com base nos achados clinicos. O teste
genético € normalmente reservado para situagdes de diagnostico clinico inconclusivo ou
duvidoso. No entanto, o conhecimento de certas correlagdes gendtipo-fendtipo pode permitir
uma melhor estimativa de riscos e auxiliar no refinamento das estratégias de vigilancia para
tumores (Ly; Blakeley, 2019).

Os critérios clinico-diagnosticos desenvolvidos pelo Instituto Nacional de Saude dos
Estados Unidos (NIH) sao muito especificos e sensiveis para a maioria dos casos de NF1, exceto
para individuos muito jovens ou que apresentam mosaicismo constitucional ou variantes em
NF1 que ndo causam achados caracteristicos na pele. Aproximadamente 46% dos pacientes
com NF1 de novo ndo preenchem critérios diagnosticos antes de 1 ano de idade. Diante de
qualquer suspeita de NF1, o monitoramento anual até o final da infancia € necessario, pois 97%
das criancas com pelo menos uma caracteristica de NF1 recebem o diagnostico clinico
definitivo até os 8 anos de idade (Ly; Blakeley, 2019).

O diagnostico € realizado com base em resultados de testes genéticos (sequenciamento
genético do gene NF1) e/ou achados clinicos. Os critérios genéticos envolvem a identificagdo
de variantes patogénicas em NF1 para realizar o diagndstico definitivo (Karaconji et al., 2019).
Os critérios clinicos incluem 7 caracteristicas (Quadro 1), e o diagndstico clinico ¢ definido
pela presenga de dois ou mais critérios (Karaconji et al., 2019).
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Quadro 1 — Variantes patogénicas dos pacientes com testagem genética do gene NF1 em
laboratorios comerciais, n=11

2 6 manchas café com leite iguais ou maiores que 5mm no maior
diametro em pacientes pré- puberes e 15mm no maior diametro em
pacientes pds-puberes;

2 2 neurofibromas de qualquer tipo ou um neurofibroma plexiforme;
Sardas nas regides axilares ou inguinais;

2 2 Nodulos de Lisch (hamartomas de iris);

Glioma éptico;

Lesdao oOssea caracteristica, como displasia da asa do esfendide ou
afilamento cortical do cértex de ossos longos, com ou sem pseudo-
artrose;

* Parente de primeiro grau (pai, irmao ou filho) com NF1 de acordo
com os critérios acima mencionados;

O manejo da NF1 ¢ direcionado principalmente as manifestacdes clinicas (Lee et al.,
2023). Ao tratar do publico pediatrico, o0 acompanhamento oftalmoldgico anual € crucial, ja que
muitas vezes as criancas nao referem sintomas de perda de acuidade visual, um dos sintomas
associados ao glioma de vias Opticas (Ly; Blakeley, 2019). A terapia com inibidores de mTOR
(sirolimus e everolimus) tem se mostrado uma ferramenta terapéutica importante para gliomas
de baixo grau (Ullrich ef al., 2020). Esses inibidores também sdo um potencial tratamento para
tumores malignos da bainha do nervo periférico (Endo et al., 2013). Mais recentemente, o

selumetinibe mostrou-se muito efetivo para o tratamento de neurofibroma plexiforme (Gross et
al., 2020).

Metodologia

Trata-se de um estudo observacional retrospectivo realizado no Laboratério de
Pesquisa Translacional (LPT) do Hospital da Crianga de Brasilia José Alencar (HCB).

A amostra avaliada consiste em pacientes portadores da Neurofibromatose tipo 1
(NF1) atendidos no HCB no periodo de 2018 a 2024 e que consentiram participagdo no estudo.
Pacientes que ndo preenchiam critérios clinicos suficientes no momento da revisdo dos dados
clinicos em prontuario foram excluidos.

O trabalho principal foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa. CAAE:
66964123.4.0000.0144. Foi aplicado o Termo de Consentimento Livre e Esclarecimento
(TCLE) para cada paciente participante da pesquisa e/ou responsavel. O Termo de Anuéncia
Livre e Esclarecida (TALE) foi aplicado para os pacientes sem deficiéncia intelectual e/ou
transtornos do desenvolvimento.

Os dados foram coletados no periodo de margo de 2024 a fevereiro de 2025. Os dados
foram coletados na plataforma REDCap e codificados utilizando o programa Microsoft Excel
2010. Foram coletados os seguintes dados: identificagdo do paciente por codigo, género, idade
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e data de nascimento; data da primeira e ultima consulta na genética; historico de
consanguinidade parental, imunodeficiéncia e cancer; data da ultima avaliacdo médica, data da
revisdo do prontuario e data da primeira consulta no departamento de genética do HCB;
manchas café com leite; neurofibroma cutidneo; anormalidades Osseas; neurofibroma
plexiforme; efélides axilares ou inguinais; nodulos de Lisch; familiar de primeiro grau com
NF1; atraso no desenvolvimento (caracterizado por atraso dos marcos motores); disturbio de
comportamento; deficiéncia intelectual (comprovada por teste neuropsicoldgico ou fenotipo
grave); tipo e resultado de testagem genética.

A andlise dos dados foi descritiva por frequéncias absolutas e percentuais para dados
qualitativos, utilizando o programa Excel.

Resultados e discussao

No periodo de mar¢o de 2024 a fevereiro de 2025, foram coletados dados de 41
pacientes pediatricos atendidos no servigo de genética do HCB diagnosticados clinicamente
com NF1.

Dentre os pacientes analisados, 21 (51,2%) eram do sexo feminino e 20 (48,8%) do
sexo masculino. A idade média no periodo da coleta de dados foi de 11 anos e seis meses,
enquanto a mediana foi de 12 anos. Aproximadamente metade dos pacientes (20/41, 48,8%)
apresentava dismorfias menores. Entre essas alteracdes, cinco (12,2%) tinham fronte
proeminente, cinco (12,2%) apresentavam hipotelorismo ou hipertelorismo ocular, seis (14,6%)
exibiam alteragdes em fendas palpebrais, quatro (9,8%) apresentavam alteragdes nasais, trés
(7,3%) tinham pescoco curto e cinco (12,2%) possuiam deformidades toracicas, hirsutismo foi
descrito em um paciente (2,4%), ptose palpebral em dois (4,8%) e proptose ocular em trés
(7,3%) (Figura 2). Nenhum paciente do estudo foi a 6bito durante o periodo do estudo.

Figura 2 — Dismorfias menores de pacientes portadores de NF1 atendidos em hospital
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Entre os 41 pacientes avaliados, dois (4,9%) apresentavam epilepsia, enquanto quatro
(9,8%) tinham anormalidades 6sseas. Cinco (12,2%) possuiam fendtipo semelhante ao da
sindrome de Noonan e dez (24,4%) foram diagnosticados com gliomas de vias dpticas. No que
se refere as dificuldades cognitivas, onze (26,8%) apresentavam dificuldades de aprendizado,
enquanto nove (22,0%) tinham deficiéncia intelectual presumida ou confirmada por teste
neuropsicologico. No grupo analisado, oito (19,5%) apresentavam neurofibromas plexiformes,
enquanto sete (17,1%) possuiam nodulos de Lisch. Neurofibromas cutineos foram
identificados em doze (29,3%) e efélides axilares ou inguinais estavam presentes em vinte
cinco (61,0%) pacientes. Por fim, todos os 41 pacientes (100%) apresentavam manchas café¢
com leite (Figura 3).

Figura 3 — Manifestacdes clinicas dos pacientes com NF1 atendidos em um Hospital
pediatrico terciario, n=41
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Os resultados da testagem genética do gene NF1, realizada em laboratdrios comerciais,
estavam disponiveis em 11 (26,8%) dos casos. A distribui¢do das variantes patogénicas
reportadas, de acordo com o tipo de variante, consistiu em trés variantes nonsense, cinco
frameshift, duas missense e uma microdele¢ao (Quadro 2). Um historico familiar da NF1 foi
identificado em sete (17,1%) dos casos. As mutagdes de frameshift e nonsense sdo
consistentemente relacionadas com a perda de funcdo da proteina neurofibromina. A
microdelecdo 17q11.2 corrobora um fendtipo mais complexo, frequentemente associado a
caracteristicas clinicas adicionais, como déficits cognitivos. A variante missense (¢.3826C>QG)
demonstra a importancia de um Unico residuo aminoacidico para a fun¢ao da proteina. Os tipos
de mutacao identificados se alinham diretamente com os mecanismos moleculares conhecidos
da NF1, fornecendo uma base genética para os achados clinicos dos pacientes.
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Quadro 2 — Variantes patogénicas dos pacientes com testagem genética do gene NF1 em
laboratorios comerciais, n=11

ID do Teste Realizado Alteragao ao Nivel cDNA
Paciente Proteico
2 Sequenciamento de um Unico Frameshift NF1 ¢.3730_3731del (p.Val1244fs)
gene
3 Painel multigénico Frameshift NF1 ¢.2033dup (p.lle679Aspfs*21); NF1 c.882dup
(p.Val2955Serfs*6)
6 Painel multigénico Frameshift NF1 c.2213_2216del (p.Phe738Trpfs*9)
7 Sequenciamento de um Unico Missense NF1 ¢.3826C>G (p.Arg1276Gly)
gene
10 Painel multigénico Nonsense NF1 ¢.1945G>T (p.Glu649Ter)
11 CGH array ou SNP array Microdelegao Sindrome de microdelegdo 17q11.2
17 Painel multigénico Nonsense NF1 ¢.2994T>G (p.Tyr98*)
20 Sequenciamento completo de Frameshift NF1 ¢.2546dup (p.Val850Serfs*15)
exoma
37 Sequenciamento de um uUnico Nonsense NF1 c.1492A>T (p.Lys498%)
gene
51 Painel multigénico Frameshift NF1 ¢.1756_1759del (p.Thr586Valfs*18)
103 Painel multigénico Missense NF1 c.4289A>C (p.Asn1430Thr); rs199474754

Em relagdo a historia pessoal de cancer, quatorze (34,4%) pacientes apresentavam
historico positivo, incluindo dez (24,4%) casos de gliomas de baixo grau em vias Opticas, dois
(4,9%) casos de glioma de baixo grau em fossa posterior, um (2,4%) caso de leucemia
linfoblastica aguda (LLA) e um (2,4%) caso de astrocitoma pilocitico hipotdlamo-quiasmatico.
A paciente com LLA e o paciente com astrocitoma pilocitico hipotdlamo-quiasmatico foram
submetidos a quimioterapia. Entre os pacientes diagnosticados com glioma de baixo grau, a
mediana de idade no diagndstico foi de 10 anos. Desses, sete (17,1%) foram submetidos a
quimioterapia, um (2,4%) passou por intervencao cirurgica, e quatro (9,8%) permanecem sob
conduta expectante.

Os resultados deste estudo reforcam a importdncia do reconhecimento das
manifestagdes clinicas da NF1 durante a infancia, uma vez que todos os pacientes avaliados
apresentavam manchas café com leite, um dos principais marcadores fenotipicos da doenga.
Este achado ¢ consistente com estudos anteriores (Ly; Blakeley, 2019) que demonstram a
presenca dessas manchas como critério fundamental para o diagndstico clinico da NF1.

Ademais, a alta frequéncia de efélides inguinais ou axilares (61,0%) e neurofibromas
cutaneos (29,3%) também se alinha a literatura existente (Karaconji et al., 2019), que destaca
essas manifestacdoes como caracteristicas comuns da condig¢do. A variabilidade fenotipica entre
os pacientes também foi evidente, com alguns apresentando sinais mais graves como gliomas
de vias oOpticas (24,4%) e deficiéncia intelectual presumida ou confirmada por teste
neuropsicologico (22,0%).

A andlise genética, ainda que em uma proporg¢ao limitada da amostra (26,8%), revelou
a presenga de variantes patogénicas de diversos tipos, incluindo variantes nonsense, frameshift,
missense ¢ microdelecdao. Essa diversidade genotipica reforga a complexidade molecular do
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gene NF1 e a necessidade de estudos mais abrangentes para estabelecer correlagdes genotipo-
fenotipo (Nelson; Cox; Hoskins, 2022). O historico familiar da NF1 foi identificado em apenas
17,1% dos casos, sugerindo uma alta incidéncia de variantes de novo, como previamente
descrito na literatura (Safier; Cleves-Bayon; Gaesser, 2021).

Outro aspecto relevante do estudo foi a identificacdo de cancer em 34,1% dos
pacientes, com predominio de gliomas de baixo grau. Esse achado reforca a predisposi¢ao da
NF1 para malignidades e a necessidade de um acompanhamento continuo e rigoroso (Ullrich
et al., 2020). O risco estimado de gliomas de vias Opticas na NF1 ¢ de 15-20% (Cassina ef al.,
2019), ¢ possivel que a prevaléncia encontrada na nossa amostra tenha sido maior do que o
descrito na literatura por sermos um centro de referéncia para tratamento oncologico pediatrico.
Além disso, o manejo desses pacientes pode ser aprimorado pelo uso de terapias-alvo
emergentes, como os inibidores de mTOR e selumetinibe, que t€ém demonstrado eficicia na
reducdo de neurofibromas plexiformes (Gross et al., 2020), considerando que 19,5% da nossa
amostra apresenta neurofibromas plexiformes.

Os achados desta pesquisa corroboram dados previamente descritos na literatura e
enfatizam a importancia do reconhecimento precoce da NF1, do acompanhamento continuo e
da implementacdo de estratégias terap€uticas avancadas. Dessa forma, este estudo contribui
para o aprimoramento do conhecimento da NF1 e consequente melhora no manejo clinico da
NF1 no publico pediatrico e abre caminhos para investigagdes futuras que possam aprofundar
o conhecimento sobre essa condi¢cdo genética.

Conclusoes

A NFI1 ¢ uma das sindromes neurocutdneas mais comuns, apresentando ampla
variabilidade fenotipica tanto entre individuos ndo aparentados quanto dentro da mesma
familia. O diagnéstico precoce € essencial para garantir um acompanhamento médico
adequado, permitindo a detec¢do e interven¢do oportuna de gliomas e de outras malignidades
associadas a doenga.

Uma das principais limitagdes deste estudo foi a dificuldade na identificacdo dos
pacientes com NF1 no HCB, devido a inconsisténcia no preenchimento da Classificacdo
Internacional de Doengas (CID) nos prontuarios eletronicos. Dessa forma, o numero de
pacientes incluidos pode nao refletir a real prevaléncia da doenca na instituigdo, visto que
apenas aqueles atendidos mais recentemente foram considerados na analise.

A identificagdo de variantes patogénicas nonsense, frameshift, missense, inframe e
microdelecdo reforca a heterogeneidade molecular da NF1 e ressalta a importancia da testagem
genética como ferramenta essencial para o manejo clinico individualizado e o aconselhamento
genético. Neste momento, a caracterizagdo de variantes patogénicas em NF1 ndo direciona
condutas terapéuticas, mas € possivel que no futuro isso seja uma realidade.

Diante disso, destaca-se a necessidade de ampliacao dos estudos genéticos, incluindo
0 sequenciamento sistematico dos pacientes com diagndstico clinico de NF1 e a expansao da
coorte com novos participantes. A correlagdo entre genétipo e fenotipo pode oferecer
informacdes valiosas para prognostico e estratificagdo de risco, além de auxiliar na
identificacdo de biomarcadores para terapias-alvo emergentes. Dessa forma, os avancos na
compreensdo das variantes germinativas da NF1 poderdo, no futuro, contribuir
significativamente para a personalizacdo do tratamento e o aprimoramento das estratégias
terapéuticas voltadas para essa populacdo. O HCB possui a tecnologia necessaria para realizar
0s sequenciamentos genéticos e pode desempenhar um papel essencial na saude de pacientes
pediatricos com NF1 no Distrito Federal.
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PERFIL CLINICO-LABORATORIAL DE PACIENTES COM
DIAGNOSTICO DE NEUROBLASTOMA EM HOSPITAL PUBLICO
PEDIATRICO NO DISTRITO FEDERAL

Marcelle Machado Mendes!
Robéria Mendonga de Pontes?

Resumo

Neuroblastomas sao tumores do sistema nervoso simpatico que afetam principalmente
criangas em seus primeiros anos de vida. Seu diagndstico costuma ser tardio, e a caréncia de
estudos publicados prejudica o entendimento de sua heterogeneidade clinica. O objetivo deste
trabalho ¢ descrever o perfil clinico-laboratorial de pacientes com neuroblastoma em um
hospital publico terciario, bem como analisar a relagdo entre caracteristicas iniciais da doenga
e os desfechos clinicos. Trata-se de uma coorte retrospectiva com dados de pacientes entre 2023
e 2024. A andlise de sobrevivéncia utilizou o método de Kaplan-Meier, considerando o tempo
entre diagnostico e desfecho (6bito ou recaida). Foram avaliados 22 pacientes, com predominio
de meninos, negros e idade entre 18 meses e 4 anos. Os sintomas mais frequentemente foram
febre e manifestacdes gastrointestinais. A glandula adrenal foi identificada como o principal
sitio primario, enquanto a medula dssea foi o local mais comum de metastase. Casos resistentes
ao tratamento inicial foram submetidos a transplante autélogo e imunoterapia. A maioria dos
pacientes apresentava estadiamento M e foi classificada como de alto risco. O estudo mostrou
que a presenca de metéstases j4 no momento do diagnostico revelou-se um indicativo de
progndstico desfavoravel desde o inicio, e a recaida permanece como um dos principais desafios
no manejo dos casos de alto risco. Destaca-se, por fim, importancia de maiores investimentos
em diagndstico precoce, padronizagao de protocolos e capacitagdo continua em saude.

Palavras-chave: oncopediatria; neuroblastoma; epidemiologia; prognostico.
Introducio

O Neuroblastoma (NB) pertence ao espectro de tumores provenientes de células
primitivas do sistema nervoso simpatico (Brodeur, 2003). Nos lactentes, o NB ¢ considerado a
malignidade mais comum. Trata-se da terceira neoplasia maligna mais frequente na infincia e
adolescéncia, apds a leucemia e tumores do sistema nervoso central, sendo a neoplasia sélida
de tecido extracraniano mais frequente em criangas (Morosini ef al., 2016).

Enquanto alguns tumores exibem regressdo espontdnea, outros demonstram um
comportamento metastatico agressivo e resistente as abordagens terapéuticas multimodais
(Davidoft, 2012). Os principais sinais e sintomas, em geral tardios, sdo frequentemente
inespecificos e semelhantes a uma variedade de doengas neopldsicas e ndo neoplasicas da
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infancia. Devido ao dificil diagndstico precoce para os pediatras, ¢ comum que os pacientes ja
apresentem metastase a distancia no momento da apresentagdo clinica (Lucena ef al., 2018).

E fundamental reconhecer essa doenga como uma condigdo de forte potencial maligno
e que representa um desafio significativo para a satide publica. Sua caracterizagdo como objeto
relevante de pesquisa pode impactar diretamente a formulagao de politicas publicas voltadas a
populacdo pediatrica. Além disso, a descri¢do clinico-epidemiologica da doenca auxilia
profissionais na previsao de desfechos e defini¢ao de condutas, especialmente ao considerar sua
heterogeneidade bioldgica e regional. Contudo, observa-se uma lacuna importante de estudos
robustos no Centro-Oeste que caracterizem essa doenca.

Nesse contexto, o Hospital da Crianga de Brasilia José¢ Alencar (HCB) destaca-se
como centro de referéncia regional em hemato-oncologia pediatrica, promovendo educagao
continuada e oferecendo diagndstico especializado por meio da citometria de fluxo. O
laboratério da instituicdo fortalece a integracdo entre ci€ncia e assisténcia, enquanto inovagdes
como o "tubo STOT" — ferramenta experimental para triagem de tumores sélidos —
representam avangos tecnologicos promissores para acelerar o diagndstico e melhorar o
prognostico de criangas com cancer.

A exposicdo do padrdo imunohistoquimico do NB, bem como sua relagdo com o
comportamento tumoral e os desfechos clinicos, fornecera informacgdes relevantes para a
comunidade cientifica e para a populacao infantil. O objetivo principal do trabalho ¢ descrever
o perfil clinico-laboratorial de pacientes diagnosticados com NB, acompanhados no servigo do
HCB entre os anos de 2023 e 2024. Além disso, pretende-se avaliar os desfechos dos pacientes
e a sua relagdo com as apresentagdes clinicas ¢ a extensao de doenga metastatica inicial.

Metodologia

Este estudo de coorte retrospectivo avaliou pacientes com diagndstico de NB,
acompanhados pelo HCB, e participantes do estudo Pancéncer conduzido pelo Laboratorio de
Pesquisa Translacional da institui¢do. Foram incluidos pacientes em seguimento entre janeiro
de 2023 e dezembro de 2024, excluindo-se aqueles sem diagnostico histopatologico definitivo
ou com perda precoce de seguimento. O projeto estd vinculado a pesquisa aprovada pelo Comité
de Etica em 2022 (CAAE: 66964123.4.0000.0144), com consentimento assegurado.

Os dados clinico-laboratoriais foram coletados de prontuarios eletronicos por meio de
ficha padronizada no REDCap e analisados com os softwares Excel (2016) e SPSS v.23. As
variaveis incluiram perfil demografico, sintomas, exames complementares, estadiamento
INRG, estratificagdo de risco COG, tratamento e evolugdo clinica. Foram aplicados testes
estatisticos como Exato de Fisher, Mann-Whitney e Shapiro-Wilk, com nivel de significincia
de 5%. A andlise de sobrevivéncia utilizou o método Kaplan-Meier para estimar sobrevida
global (SG) e sobrevida livre de eventos (SLE), considerando recaida ou 6bito como desfechos
principais.

Resultado e discussao
Foram analisados dados de 22 pacientes. Houve predominio de meninos (59,1%,
n=13), negros (72,7%, n=16), procedentes do Distrito Federal (45,5%, n=10) e com idade entre

18 meses e 4 anos ¢ 11 meses ao diagndstico (40,9%, n=9). A média de idade foi de 3 anos. Os
dados estdo dispostos na Tabela 1.
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Tabela 1 - Perfil epidemiologico de pacientes com NB

Variaveis n %
Sexo (n=22)

Masculino 13 59,1
Feminino 9 40,9
Etnia

Negra 16 72,7
Branca 5 22,7
Amarela 1 4.5
Procedéncia

Distrito Federal (DF) 10 45,5
Goias (GO) 4 18,2
Mato Grosso (MT) 4 18,2
Bahia (BA) 1 4,5
Espirito Santo (ES) 1 4,5
Para (PA) 1 4,5
Roraima (RR) 1 4,5
Idade ao diagnoéstico

Até 11 meses 8 39,4
Entre 12 meses e 17 meses 0 0
Entre 18 meses e 4 anos e 11 meses 9 40,9
Entre 5 anos ¢ 17 anos ¢ 11 meses 5 22,7

Fonte: elaboragdo propria.

O acometimento maior de meninos ja ¢ conhecido na literatura, apesar de ainda nao se
conhecer a base genética que o justifique (Warlet ez al., 2018). Estudos internacionais apontam
idade média ao diagndstico entre 15 e 17 meses, com tendéncia de detec¢do cada vez mais
precoce em paises que adotam protocolos sistematicos de triagem (Morosini et al., 2016; Sharp;
Gelfand; Shulkin, 2011; Berthold et al., 2017). No Brasil, entretanto, os dados ainda sdo
escassos e pouco precisos, com médias de idade ao diagnostico geralmente superiores as de
paises desenvolvidos. No presente estudo, apenas uma minoria tinha menos de 18 meses ao
diagnostico. Apesar do avanco em métodos diagndsticos € maior acesso a exames como
ultrassonografia e biopsias, ainda ha subdiagndstico em criangas muito pequenas.

O tempo entre o inicio dos sintomas e o diagnostico variou de 30 dias a 18 meses,
porém ndo houve diferenca entre o tempo de sintomas e o estadiamento dos pacientes, o que
parece nao ter influenciado na sobrevida. Fatores como barreiras de acesso a atengao tercidria
e demora na suspeita diagnostica por profissionais ndo especialistas podem contribuir para o
atraso no diagnostico.

Como se observa na Tabela 2, os principais sinais e sintomas a admissao foram febre
e alteracdes gastrointestinais como nauseas, vomitos, dor abdominal, diarreia e constipagdo
(54.5%, n=12), seguidos de sindrome anémica com fadiga, fraqueza, palidez (31,8%, n=7).
Apesar do importante predominio de anemia (52.9%, n=9), boa parte dos pacientes nao
apresentou qualquer alteracao no primeiro hemograma (41.2%, n=7). Estes achados evidenciam
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inespecificidade da manifesta¢do inicial da doenca, que ndo traduz a real gravidade do NB.
Nenhum paciente manifestou sindromes paraneoplasicas classicas, como a sindrome de Horner
e opsonus-clonus, o que reforga a baixa incidéncia de sintomas caracteristicos. Nesse contexto,
o aumento de ferritina e catecolaminas urindrias (66,7%, n=10) se mostraram marcadores
diferenciais relevantes.

Tabela 2 — Achados clinico-laboratoriais prévios ao diagndstico de NB

Variaveis n %
Sintomas (n=22)

Febre 12 54,5
Alteragdes gastrointestinais 12 54,5
Sindrome anémica 7 31,8
Claudicago ou dor em membro 6 273
Massa abdominal 6 27,3
Perda de peso 5 22,7
Massa toracica 3 13,6
Adenomegalia 3 13,6
Hiporexia 2 9,1
Hepatomegalia 2 9,1
Hipertensao 2 9,1
Ictericia 2 9,1
Massa craniana ¢ cefaleia 2 9,1
Sibilancia 2 9,1
Hemograma (n=22)

Anemia 9 52,9
Reticul6citos 2 11,8
Leucopenia 1 5,9
Plaquetopenia 1 5,9
Pancitopenia 1 5,9
Nenhuma das anteriores 7 41,2
Ferritina (n=15)

Aumentada 10 66,7
Normal ou diminuida 5 33,3
Acido  vanilmandélico (VMA)

urinario (n=15) 10 66.7
Aumentado 5 333
Normal ou diminuido

Fonte: elaboragao propria.

A medula 6ssea foi o tecido mais captado (68,2%, n=15) e o mais frequentemente
acometido por metastase (93,3%, n=14), como se verifica nas Tabelas 3 e 4. Encontrou-se no
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estudo uma significativa associacdo entre bidpsia de tecido adrenal e recidivas (p=0,023). De
fato, um ensaio clinico com mais de oito mil pacientes percebeu que os tumores primarios
adrenais tinham maior probabilidade de estarem associados a caracteristicas progndsticas

desfavoraveis (Vo et al., 2014).

A maior parte dos pacientes foi estadiada como M (40,9%, n=9) e estratificada como
“alto risco” (50,0%, n=11), indicando estagio avancado de doenca e pior prognostico ja no
inicio do manejo clinico. O fato de a grande maioria dos pacientes ja ter sido diagnosticada na
vigéncia de metastase € compativel com o demonstrado em outros estudos e reflete a
importancia da suspei¢ao clinica precoce (Lucena et al., 2018; Matthay et al., 2016).

Tabela 3 — Exames solicitados para investigagdo de NB

Variaveis n %
Biopsia/anatomopatologico (n=22)

Medula 6ssea 15 68,2
Adrenal 7 31,8
Figado 3 13,6
Linfonodo 2 9,1
Outros (paravertebral, retroperitoneal, | 5 22,7
temporal, mediastinal, subcutaneo)

Imunohistoquimica (n=19)

Cromogranina A 12 63,2
Sinaptofisina 11 57,9
NSE 6 31,6
Expressao de Ki-67 5 26,3
S100 5 26,3
CD56 4 21,1
ALK 2 10,5
Vimentina 2 10,5
Nao constam dados 2 10,5
Histologia (n=19)

Favoravel 15 78,9
Desfavoravel 4 21,1
Mielograma (n=14)

Infiltrado 9 64,3
Auséncia de infiltrado 5 35,7
Exame genético (n=16)

Sem alteragdes 11 68,8
N-MYC amplificado 3 18,8
Inconclusivo 2 12,5

Fonte: elaboragdo propria.
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Os pacientes que receberam outras modalidades de tratamento, além da quimioterapia
e da cirurgia, apresentaram recidivas (40,0%, n=2) ou metastases (60,0%, n=3), sendo que,
destes ultimos, um paciente evoluiu para obito (Tabela 4). Foram realizadas principalmente as
modalidades de transplante autologo (100,0%, n=5) e de imunoterapia (60,0%, n=5), tendo o
Dinutuximabe como droga de escolha. Este medicamento vem sendo incorporado ao cuidado
de pacientes de alto risco em cendrios de recidivas, mas também como terapia de primeira linha
(Yuetal., 2010).

A recaida permanece sendo o principal obstaculo a cura de pacientes com NB de alto
risco. Em nossos achados, os trés pacientes em recidiva permanecem em tratamento no hospital,
revelando certo controle da doenga com terapias de resgate. Importante considerar, contudo,
que na nossa amostra, nenhum paciente com recidiva também apresentou metéastase
concomitante, o que se associa a melhor resposta as propostas de terapias adjuvantes. Além
disso, a maioria das recorréncias ocorrem nos proximos dois anos apds o diagnostico (London
et al.,2017), sendo necessaria a continuidade do acompanhamento desses pacientes no servigo
para estabelecer conclusdes definitivas sobre o tema.

Tabela 4 — Comportamento tumoral e resposta ao tratamento de pacientes com NB

Variaveis n %

Sitio priméario (n=22)

Adrenal 17 77,3
Retroperitoneal (exceto adrenal) 3 13,6
Mediastinal 2 9,1

Metastase ao diagnéstico (n=22)
Sim 15 68,2
Nio 7 31,8

Sitio de metastase (n=15)

Medula 6ssea 14 93,3
Osso 10 66,7
Linfonodos 6 40,0
Figado 5 333
Cadeias simpaticas 3 20,0
Periorbital 2 13,3
Pele 1 6,7
Sistema nervoso central 1 6,7
Estratificaciio de risco (n=22)

Baixo 4 18,2
Intermediario 7 31,8
Alto 11 50,0
Protocolos de quimioterapia (n=20)

CCG 3891 10 50,0
COG 4 20,0
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Neuro-X 2010 5 25,0
CAP-ICE 1 5,0
Ann Hal 1 5,0

Quimioterapia de resgate (n=20)
Sim 10 50,0
Nao 10 50,0

Abordagens cirurgicas (n=16)
Resseccdo total 11 68,8

Ressecgdo parcial 5 31,3

Outras modalidades terapéuticas

(@=5) 5 100,0
Transplante autélogo 3 60.0
Imunoterapia ) 40,0
Radioterapia

Seguimento (n=22)

Em tratamento 14 63,3
Perda de seguimento 4 18,2
Cuidados paliativos 4 18,2
Recidiva 3 13,6
Obito 3 13,6
Cura 1 4.5
Sitio de recidiva (n=3)

Adrenal 2 66,7
Medula éssea 1 333
Linfonodos 1 333

Fonte: elaboragdo propria.

Houve tendéncia de associagdo com N-MYC amplificado, cujo 6bito teve mais chance
de ocorrer, mas sem significancia estatistica (p=0,071; R.C.24,000). Isso se assemelha ao
comportamento mais agressivo € evolug¢ao para pior progndstico que essa alteragdo genética
promoveu em outras pesquisas (Suganuma et al., 2013). Essa distingdo ¢ 1til para refinar a
estratificacdo de risco e tratamento, e ja ¢ consolidada pelas classificagdes protocoladas
atualmente.

A média estimada para o tempo até o 6bito (a partir do diagndstico) em criangas com
NB foi de 35,2 meses durante o follow-up do estudo, cuja curva de sobrevida global (SG) ¢
mostrada na Figura 1. O tempo minimo foi de 28,2 ¢ 0 maximo foi de 42,1 meses. A média
estimada até o Obito reduziu para 16,2 meses quando na presenca de metéstase, e para 15,4
meses quando as criangas foram estratificadas em “alto risco”. Para criangas sem metastase e
em estadiamento L1 e L2 ndo houve 6bito, por isso a estimativa de sobrevida nao foi calculada.
Também nao foi verificado dbito em criancas com idade superior a 5 anos.
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Figura 1 — Curva de probabilidade de Sobrevida Global para pacientes com NB. Sobrevivéncia
cumulativa final = 0,789
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Fonte: elaboragdo propria.

Figura 2 — Curva de probabilidade de Sobrevida livre de evento, de Kaplan-Meier, para
pacientes com NB em Hospital Terciario de Brasilia, entre 2023 e 2024.
Sobrevivéncia cumulativa final = 0,000

a | Fungio de
1,0 sobrevivéncia
[+ Censurado

£ 08
5
|-
£
2 06
©
L]
=]
b
2 04
=
o
1=
S
w 027

0,0

T T T T T T
] 5 10 15 20 25

Tempo livre de evento (meses)

Fonte: elaboragao propria.

Ja a média estimada para o tempo até o dbito ou recaida (a partir do diagndstico) em
criangas com NB foi de 29,7 meses (mediana = 39 meses) durante o follow-up do estudo, cuja
curva de sobrevida livre de eventos (SLE) ¢ mostrada na Figura 2. O tempo minimo foi de 17,9
e o maximo foi de 60,1 meses.

Conclusao
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O presente estudo mostra semelhangas com dados nacionais e internacionais sobre o
NB, mas também identifica particularidades que podem ser atribuidas a caracteristicas
regionais. Devido a heterogeneidade bioldgica e clinica do tumor, somado a uma variedade de
fatores progndsticos associados, mais estudos sao necessarios para melhor entendimento da
fisiopatologia e evolu¢do da doenca.

As técnicas de imunohistoquimica e de analise genética, gerenciadas no proprio
hospital onde os pacientes recebem assisténcia em saude, se confirmaram como ferramentas
estratégicas que contribuiram para a detec¢ao de marcadores tumorais especificos. Contudo,
paises em desenvolvimento como o Brasil ainda enfrentam dificuldades na classificagdo de
risco e deteccao precoce do NB.

Uma das principais dificuldades encontradas pelos autores envolveu a escassez de
informacdes por vezes encontrada nos prontuarios eletronicos, principalmente com relagao a
descricao de testes genéticos e exames de imunohistoquimica. Outras perspectivas incluem a
ampliacao da amostra estudada, que pode permitir analises estatisticas mais robustas.

Em conclusdo, o NB segue como um grande desafio na oncologia pediatrica. O acesso
limitado 4 assisténcia reduz a chance de cura. E fundamental que os profissionais em contato
com o publico infantil permanecam em processo de educacdo permanente constante, de modo
que a suspeita diagndstica possa ser considerada diante de sinais clinicos sugestivos.
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PERFIL CLINICO DE PACIENTES COM ALTERACAO DE TRECS EM
SERVICO DE IMUNOLOGIA DE HOSPITAL PEDIATRICO
TERCIARIO DO DISTRITO FEDERAL
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Resumo

A imunodeficiéncia combinada grave (SCID) compromete severamente a func¢do
imunologica, manifestando-se por infecgdes recorrentes nos primeiros meses de vida. A triagem
neonatal com quantificagdo de TRECs permite diagndstico precoce e eficaz, essencial para a
intervengdo precoce e tratamento adequado. Objetivo: Descrever as caracteristicas clinicas e
laboratoriais de pacientes em com reducdo de TRECs atendidos no ambulatério de Imunologia
do Hospital da Crianca de Brasilia Jos¢ de Alencar (HCB) no periodo de 2018 a 2024. Material
e métodos: Trata-se de um estudo de coorte retrospectivo com analise a partir de prontuarios
dos pacientes. A coleta de dados abrangeu o periodo de 2018 a 2024, envolvendo pacientes com
até 12 meses de idade que apresentaram resultados alterados em pelo menos um exame de
TRECs. Resultados: Um total de 52 pacientes foram avaliados, dos quais 32 (61,5%) eram do
sexo masculino. A maioria dos pacientes foi encaminhada por pareceres externos (PE), 33
(63,5%), enquanto 19 (36,5%) foram identificados por triagem neonatal. A prematuridade
esteve presente em 15 (28,8%) dos casos, e 1 (1,9%) das maes fizeram uso de
imunossupressores durante a gestacdo. Doenca cardiaca foi observada em 21 (40,4%) dos
pacientes, e 6 (11,5%) apresentavam hipotireoidismo. Sindromes genéticas foram identificadas
em 20 (38,5%) dos individuos, sendo a trissomia do cromossomo 21 a mais frequente,
observada em 11 (57,9%) desses pacientes. A avaliacdo imunologica revelou que 34 (69,4%)
dos pacientes apresentavam valores de CD3 abaixo do percentil 10, enquanto 14 (26,9%)
apresentavam IgG abaixo desse limite. A imunodeficiéncia combinada grave (SCID) foi
confirmada em 4 (7,7%) dos pacientes. Conclusiao: O estudo evidenciou alta prevaléncia de
sindromes genéticas, especialmente Trissomia 21, e alteragdes imunologicas significativas,
como linfopenia T e hipogamaglobulinemia—e, reforcando a importancia da triagem neonatal
para identifica¢do precoce de imunodeficiéncias. Além disso, o estudo mostra a importancia da
quantificagdo de TRECs e avaliagdo de pacientes com comorbidades clinicas associadas, como
cardiopatia congénita e sindrome genética.

Palavras-chave: Imunodeficiéncia Combinada Severa (SCID); diagnostico precoce; triagem
neonatal; sindromes de imunodeficiéncia; crianca.

Introducio

Os linfocitos, assim como todas as células sanguineas, surgem a partir de células-
tronco hematopoiéticas. Todos os linfocitos passam por estdgios complexos de maturagao,
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Bolsista de iniciacao cientifica do Hospital da Crianga de Brasilia (HCB).
2 Médica pediatria Imunologista e Pesquisadora do Hospital da Crianga de Brasilia José Alencar (HCB).
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durante os quais expressam receptores antigénicos ¢ adquirem as caracteristicas funcionais e
fenotipicas das células maduras (Abbas; Lichtman; Pillai, 2023). A maturagdo linfocitaria
ocorre nos 6rgdos linfoides primarios, que incluem a medula 6ssea, onde os precursores de
todos os linfocitos e as células B se desenvolvem; e o timo, onde as células T sofrem processo
de maturacdo. As células T maduras que saem do timo s@o conhecidas como linfécitos T naive.
Embora as células B se desenvolvam principalmente na medula 6ssea, as etapas finais do seu
amadurecimento ocorrem nos orgaos linfoides secundarios. As células T e B, entdo, entram em
proliferagdo, resultando em expansao dos clones antigeno-especificos, em um processo
chamado expansao clonal, apds contato com antigeno (Abbas; Lichtman; Pillai, 2023).

Os T-cell Receptor Excision Circles, ou Circulos de Excisao do Receptor de Células
T (TRECs), sdo pequenos fragmentos circulares de DNA gerados durante o processo de
recombinacdo do gene do receptor de células T (TCR) no timo (Lynch; Sempowski, 2013). Este
processo ¢ parte essencial da maturagdo dos linfécitos T, no qual os genes do TCR sdo
rearranjados para criar receptores especificos de antigenos. Os TRECs sdo considerados
marcadores de novos linfocitos T e, como os TRECs, ndo se replicam durante a divisao celular
e podem ser amplificados por reagdo em cadeia da polimerase (polymerase chain reaction -
PCR). A quantidade de TRECs no sangue periférico reflete diretamente a atividade timica. Os
valores de TRECs sdo reduzidos ou ausentes em pacientes com imunodeficiéncia combinada
grave (SCID - do inglés Severe Combined Immunodeficiency) ou outras linfopenias de células
T (Serana et al., 2013; Kanegae et al., 2017).

SCID representa um grupo de doengas caracterizadas pelo numero reduzido ou
auséncia completa de linfocitos T com ou sem comprometimento no numero de linfécitos B e
de células natural killer (NK) (Dvorak et al., 2013). Os pacientes com SCID parecem saudaveis
ao nascimento. Entretanto, nos primeiros meses de vida, iniciam quadros de infeccdes
recorrentes ou graves, principalmente em tratos respiratorio e gastrointestinal, por patdgenos
habituais ou infec¢des oportunistas, além de déficit de crescimento pondero-estatural (Van Der
Burg; Gennery, 2011). Nesse sentido, a vacina BCG, que contém uma cepa viva atenuada de
Mycobacterium bovis, faz parte do calendario nacional de vacinacdo brasileira e € administrada
a todas as criangas durante o periodo neonatal. Sabe-se que complicagdes da vacina,
especialmente infeccao disseminada, ocorrem em pacientes imunodeficientes, particularmente
aqueles com SCID, que sdo assintomaticos quando recebem a vacina (Dvorak ef al., 2013). A
doenca ¢ fatal nos primeiros dois anos de vida se os pacientes afetados ndo receberem o
tratamento adequado para restaurar a fun¢do imunitaria, como o transplante de células-tronco
hematopoiéticas ou, em alguns casos, a terapia génica (Van Der Spek et al., 2015). Devido a
gravidade da doencga e a urgéncia no diagndstico e no tratamento, em 2005, pesquisadores dos
Estados Unidos desenvolveram a triagem neonatal para imunodeficiéncia, a qual consiste na
quantificagdo dos circulos de excisdo de receptores de células T (TRECs), usando a
metodologia de reagdo em cadeia da polimerase em tempo real (QRT-PCR) (Kanegae et al.,
2016, 2017). Estudos tém evidenciado que a quantificacdo de TRECs possui uma sensibilidade
de até 100% para identificar a imunodeficiéncia combinada grave tipica (Kanegae ef al., 2016).
Além disso, a especificidade também ¢ elevada, tendo sido identificada como 99,98% numa
coorte de recém-nascidos submetidos a rastreio neonatal para a imunodeficiéncia combinada
grave (Kanegae et al., 2016).

Diante da relevancia do diagnostico precoce e da gravidade da SCID, este trabalho tem
como objetivo principal descrever as caracteristicas clinicas e laboratoriais de pacientes com
redu¢do de TRECs atendidos no ambulatdrio de Imunologia do Hospital da Crianga de Brasilia
José de Alencar (HCB) no periodo de 2018 a 2024. Para isso, os objetivos secundarios serdo:
descrever as caracteristicas clinicas (idade, sexo, consanguinidade, histéria familiar de
imunodeficiéncia, frequéncia de comorbidades como doenga cardiaca, pulmonar, renal,
hematoldgica, sindrome genética); descrever os dados laboratoriais (linfocitos, nivel sérico de
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imunoglobulinas IgM, IgG e IgA, subpopulagao de linfocitos CD3, CD4, CD8 e CD19, TRECs;
descrever o diagnostico dos pacientes com alteragcdo de TRECs; e descrever o tratamento
realizado e o desfecho dos pacientes do estudo.

Metodologia

Este estudo caracteriza-se como um estudo de coorte retrospectivo com analise a partir
de prontudrios dos pacientes. A coleta de dados abrangeu o periodo de janeiro de 2018 a
dezembro de 2024, envolvendo pacientes com até 12 meses de idade que apresentaram
resultados alterados nos exames de TRECs. Os dados foram coletados a partir dos prontuarios
médicos e inseridos na plataforma REDCap para gerenciamento e organizacao dos dados. As
variaveis coletadas incluem: idade na coleta, sexo, valor de TRECs, presen¢a de cardiopatia,
uso materno de imunossupressores durante a gestacdo, presenca de hipotireoidismo, sindrome
genética, prematuridade, contagem absoluta de linfocitos, contagem de células CD3, contagem
de células CD4, contagem de células CD8, contagem de células B CD19, niveis de IgG, uso de
imunoglobulina, uso de antibidticos e uso de antifingicos.

Apbs a inser¢do dos dados na plataforma REDCap, estes foram exportados para o
Microsoft Excel para tabulagdo e analise. Considerou-se valores de TRECs alterados se abaixo
dos valores de referéncia:

I) Triagem neonatal de Imunodeficiéncia Primaria: TREC <248 copias/ 105 células;

I1) Pacientes atendidos no HCB e que realizaram exame TRECs na prépria institui¢ao:
TREC <35 copias/pL.

No estudo foram incluidos todos os pacientes com valores abaixo da referéncia,
independente da origem do encaminhamento. Devido as limitacdes do equipamento laboratorial
utilizado, os resultados das dosagens sao registrados como 500 quando o valor real ultrapassa
essa marca. Portanto, qualquer meng¢ao a uma dosagem de 500 deve ser interpretada como um
valor superior a 500 copias/pL.

Este estudo foi conduzido em conformidade com os principios €ticos da pesquisa em
seres humanos, garantindo a confidencialidade e anonimato dos pacientes. O projeto da
pesquisa foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da instituigdo. Este estudo
estd vinculado a linha de pesquisa Imunodeficiéncia primaria e secundaria: “Caracteristicas
clinico-laboratoriais de pacientes atendidos em ambulatorio de Imunologia de hospital
pediatrico terciario do Distrito Federal", e teve aprovacdo na plataforma Brasil, CAAE:
79586824.0.0000.0144

O estudo foi dividido na andlise descritiva e de associag¢do. Os dados foram compilados
em planilha de dados do software Microsoft Excel (2016) e analisados por meio do programa
Statistical Package for the Social Sciences (SPSS), versdo 23 (IBM Corp., 2015), com testes
bilaterais e nivel de significancia de 5%.

As variaveis qualitativas foram apresentadas por meio de frequéncia (n) e porcentagem
(%), as medidas descritivas utilizadas para as varidveis quantitativas foram: média, mediana,
desvio padrdo, minimo, maximo e amplitude interquartil.

Os pacientes com reducao de TRECs foram comparados em relacdo ao grupo de
origem: pacientes provenientes da triagem e de pareceres. Esses dois grupos foram associados
aos dados clinicos por meio do teste Qui-quadrado de Pearson calculado na forma exata quando
necessario (a0 menos uma casela apresentava frequéncia esperada menor que 5). Em tabelas 2
x 2 sem cé€lulas vazias foi possivel calcular a razao de chances (R.C.) com o respectivo intervalo
de confianga a 95% (1.C.95%).

Para as variaveis quantitativas foi utilizado o teste nao paramétrico U de Mann-
Whitney, tendo em vista a auséncia da presun¢do de normalidade avaliada pelo teste Shapiro-
Wilk.
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Resultados e discussao

A amostra foi composta por 52 pacientes, dos quais a maioria era do sexo masculino,
32 (61,5%) (Tabela 1). Em relacdo a prematuridade, 15 pacientes (28,8%) nasceram
prematuros. Apenas um paciente (1,9%) teve exposicdo a imunossupressores durante a
gestacao.

Doenca cardiaca esteve presente em 21 pacientes (40,4%), enquanto hipotireoidismo
foi identificado em 6 (11,5%). Sindromes genéticas foram diagnosticadas em 20 pacientes
(38,5%). Quanto ao perfil imunolédgico, 34 pacientes (69,4%) apresentaram CD3 abaixo do
percentil 10, enquanto 14 (26,9%) tinham IgG abaixo do percentil 10.

O uso continuo de antibidticos foi observado em 25 pacientes (48,1%), sendo a
combinagdo Sulfametoxazol-Trimetoprima o esquema mais frequente (91,7%). O uso de
antifungicos ocorreu em 4 pacientes (7,7%). Além disso, 24 pacientes (46,2%) apresentaram
outras doengas associadas.

Tabela 1 — Caracteristicas clinicas de pacientes atendidos em servigo de Imunologia de hospital
pediatrico terciario com valores de TRECs alterados (n=52) no periodo de 2018 a
2024 Brasilia-DF

Caracteristica N (%)

origem do paciente

- Parecer 33 (63,5%)

- Triagem neonatal 19 (36,5%)
Sexo Masculino 32 (61,5%)

3,2 (0,5 -

Idade (meses)* 12,0)
Prematuridade 15 (28,8%)
Imunossupressor na gestaciao 1(1,9%)
Doenca cardiaca 21 (40,4%)
Hipotireoidismo 6 (11,5%)
Sindrome genética 20 (38,5%)
- Trissomia do cromossomo 21 11 (55,0%)
- Sindrome de microdelegao 22Q11.2 6 (30%)
- IPEX 1 (5,0%)
- Sindrome de Haploinsuficiéncia de
Med 13 1 (5,0%)
- Hiperplasia Adrenal Congénita 1 (5,0%)

Uso de imunoglobulina

21 (40,4%)

- [gSC

11 (52,4%)

- IgIV

10 (47,6%)

Hipotese diagnostica
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- Imunodeficiéncia afastada 2 (4,1%)

- Imunodeficiéncia primaria 39 (79,6%)
- Imunodeficiéncia secundaria 8 (16,3%)
- Perda de seguimento 3 (5,7%)
SCID 4 (7,7%)

*mediana (minimo-maximo)
Fonte: elaboracdo propria;
IPEX: sindrome de Imunodesregulacdo, Poliendocrinopatia e

Enteropatia ligada ao Cromossomo X, IgSC: Imunoglobulina,
IGIV: Subcutanea Imunoglobulina Intravenosa.

A principal hipotese diagnostica foi de imunodeficiéncia primaria, presente em 39
pacientes (79,6%), enquanto imunodeficiéncia secundaria foi considerada em 8 (16,3%).
Apenas 4 pacientes (7,7%) foram diagnosticados com SCID. Entre aqueles com sindromes

genéticas, a Trissomia do cromossomo 21 foi a mais prevalente, identificada em 11 pacientes
(57,9%).

Figura 1 — Distribuicdo de Sindromes Genéticas entre pacientes atendidos em servico de
Imunologia do HCB com valores de TRECs alterados (n=52) no periodo de 2018
a 2024 Brasilia-DF

Sindromes Genéticas

@ Trissomia do cromossomo 21
@ sSindrome de microdelegdo 22011.2
IPEX
@ Sindrome de Haploinsuficiéncia de Mad 13

@ Hiperplasia Adrenal Congénita

Fonte: elaboragdo propria.

A idade dos pacientes variou de 0,5 a 12,5 meses, com mediana de 3,2 meses (DP =
3,6). A contagem total de linfocitos variou entre 610 e 9.600 células/mm?, com mediana de
3.500 células/mm? (DP = 2.067,8).

Na analise das subpopulacdes linfocitarias, a contagem de células T CD3+ apresentou
uma mediana de 1.657 células/mm?® (DP = 1.355,4), com valores variando entre 0 e 6.384
células/mm?. A contagem de células T CD4+ variou de 0 a 2.249 células/mm?, com mediana de
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994 células/mm?® (DP = 659,1). J& a contagem de células T CD8+ teve mediana de 409
células/mm? (DP = 733,4), variando entre 0 e 3.880,1 células/mm?. A contagem de células B
CD19+ variou entre 2 e 3.147 células/mm?, com mediana de 783 células/mm? (DP = 632,4)

Tabela 2 — Andlise descritiva dos dados quantitativos de pacientes com redugdo de TRECs
atendidos no ambulatério de Imunologia do HCB no periodo de 2018 a 2024

(n=52)

Mediana Minimo Maximo
Ildade (meses) | 3,2 | 0,5 | 12,5
ILinfécitos/mm?’ | 3.500,00 | 610 | 9.600,00
ICD3lmm3 | 1.657,00 | 0 | 6.384,00
ICD4 (células/mm?) | 994 | 0 | 2.249,00
ICD8 (células/mm?) | 409 | 0 | 3.880,10
ICD19 (células/mm?) | 783 | 2 | 3.147,00
IIgG (mg/dL) | 567,5 | 36 | 1.127,00

Fonte: elaboracdo propria.

Tabela 3 — Andlise de associacdo entre o grupo de origem e os dados clinicos de pacientes com
redu¢do de TRECs atendidos no ambulatorio de Imunologia do HCB no periodo de

2018 a 2024
Parecer
Total Triagem es I.C.
Variavel Categoria (n=52) (m=19) (@®=33) p-valor* R.C. 95%
1,089 -
Doenca cardiaca Nao n 31 15 16 0.042 3,984 14,578
%  59,60% 78,90% | 48,50%
Sim n 21 4 17
%  40,40% 21,10% @ 51,50%
' ' ' ' 1,384 -
Sindrome genética Nao n 32 16 16 0,017 5,667 23,198
%  61,50% 84,20% @ 48,50%
Sim n 20 3 17
%  38,50% 15,80% @ 51,50%
0,174 -
SCID Nao n 48 18 30 1 1,8 18,638

% 92,30% 94,70% @ 90,90%
Sim n 4 1 3

% 7,70% | 5,30% = 9,10%
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Fonte: elaboracdo propria;
R.C: razdo de chances;I.C 95%: intervalo de confianga a 95%; * Teste Qui-quadrado de Pearson.

A analise estatistica do grupo amostral revelou associacdes significativas entre a
presenca de doenga cardiaca congénita e de sindrome genética com a necessidade de parecer
especializado em imunologia.

Pacientes com doenga cardiaca congénita apresentaram maior prevaléncia no grupo de
PE (51,5%) em comparagdo ao grupo de triagem (21,1%), com diferenga estatisticamente
significativa (p = 0,042). O risco relativo (R.R.) para individuos provenientes do parecer
especializado foi de 3,984 (IC 95%: 1,089 - 14,578), indicando que cardiopatas apresentam
aproximadamente quatro vezes mais chances de serem encaminhados para avaliagao
imunologica a partir da detec¢do de TRECs alterados. Esse achado reforca que cardiopatias
congénitas sdo condigdes clinicas frequentemente associadas a algum grau de
comprometimento imunoldgico, justificando a necessidade de um acompanhamento
multidisciplinar.

De forma semelhante, a presenga de sindrome genética também foi significativamente
mais frequente entre os pacientes que necessitaram de parecer especializado (51,5%) do que no
grupo de triagem (15,8%), com p = 0,017. O risco relativo para essa variavel foi de 5,667 (IC
95%: 1,384 - 23,198), sugerindo que individuos com sindromes genéticas possuem uma
probabilidade significativamente maior de necessitar de avaliacdo imunoldgica adicional apos
um resultado alterado de TRECs. Essa associa¢ao pode ser explicada pela alta prevaléncia de
imunodeficiéncias primarias em pacientes com alteragdes cromossoOmicas, especialmente
aquelas que envolvem microdele¢des e trissomias. Além disso, a quantificagdo de TRECsS,
apesar de ser amplamente utilizada na triagem neonatal, pode ter um papel relevante na
identificacdo de criangas com comprometimento imunoldgico fora do periodo neonatal,
particularmente em cardiopatas e pacientes com sindromes genéticas.

Como esperado, por se tratar de pacientes hospitalizados, os pacientes que necessitam
de PE da Imunologia, apresentaram idade significativamente maior em comparag¢do ao grupo
Triagem (mediana de 4,8 meses vs. 1,2 meses; p < 0,001), Observou-se também uma
diminuicdo significativa na contagem de células B (CD19) no grupo Pareceres (mediana de
469,5 vs. 1060,0; p = 0,008), possivelmente relacionada a maior idade dos pacientes. Apesar
de uma tendéncia de reducdo nas contagens de linfocitos totais (p = 0,069), células T totais
(CD3, p=0,098), células T auxiliares (CD4, p=0,056) e células T citotoxicas (CDS8, p=0,139)
no grupo que foi encaminhado para avaliagdo do sistema imune ndo atingiram significancia
estatistica.

Quanto a Imunodeficiéncia Combinada Grave (SCID), o total de 52 pacientes, apenas
4 (7,7%), tiveram diagnostico de SCID, sendo 2 casos da triagem neonatal e 2 atendidos via
parecer externo. Todos os pacientes foram transplantados, sendo trés deles na propria
instituicao. Trés estdo vivos e um deles evoluiu com desfecho fatal por complicagao do
transplante de medula dssea.

A SCID ¢ uma condicao grave que afeta a imunidade adaptativa, sendo caracterizada
por linfopenia profunda e falha na producdo de células T e, em alguns casos, também de células
B e NK. No presente estudo, os pacientes diagnosticados com SCID, como observado em outros
estudos de avaliacdo de TRECs apresentaram linfopenia T profunda e foram encaminhados
precocemente para transplante, refor¢gando a importancia da triagem neonatal como ferramenta
eficaz para a detec¢do precoce e a reducdo da morbimortalidade associada a doenga. (Currier;
Puck, 2021).

Observou-se ainda que pacientes que estavam internados e atendidos via PE
apresentaram um risco 3,98 vezes maior de terem doenga cardiaca em comparagdo aos
provenientes da triagem (40,4% vs. 21,1%; p =0,042; IC 95%: 1,089 - 14,578). Isto se justifica,
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pois os pacientes encaminhados por pareceres apresentam um perfil clinico mais complexo,
(40,4% vs. 21,1%, p = 0,042), indicando, que cardiopatia congénita ¢ uma alteragdo que pode
estar associada a disfun¢ao de linfocitos T.

Recém-nascidos com defeitos cardiacos congénitos, especialmente aqueles associados
a sindrome de delecdo 22q11.2, apresentam niveis significativamente mais baixos de TRECs.
Isso sugere uma correlacao entre defeitos cardiacos e linfopenia de células T, possivelmente
devido ao desenvolvimento embrionario compartilhado entre o timo e o coragdo (Ka et al.,
2015). Em particular, pacientes com sindrome de delegdo 22ql1.2 e defeitos cardiacos
conotruncais apresentam niveis de TREC mais baixos em comparacdo com aqueles com
defeitos cardiacos nao sindromicos (Gul et al., 2020). As doengas conotruncais sao um grupo
de defeitos congénitos do coragdo que resultam de anomalias na formagao e septagdo dos tratos
de saida do coracdo e dos grandes vasos. Esses defeitos incluem a tetralogia de Fallot,
transposi¢ao das grandes artérias, ventriculo direito de dupla saida, tronco arterioso e arco
aortico interrompido (Puchalski ef al., 2019).

Além disso, a baixa contagem de TRECs em pacientes com doenca cardiaca congénita
foi associada a complicacdes clinicas, como a necessidade de intervengdes cirurgicas precoces
e hospitalizagdes por infecgdes (Davey et al., 2019). Isso pode indicar que a linfopenia de
c¢lulas T contribui para a vulnerabilidade imunologica nesses pacientes.

Sobre as sindromes genéticas, pacientes encaminhados por pareceres apresentaram um
risco 3,52 vezes maior de terem sindromes genéticas em comparagdo aos provenientes da
triagem (38,5% vs. 15,8%; p = 0,017; IC 95%: 1,258 - 9,845). Essa diferenca entre os grupos
sugere que os pacientes encaminhados por pareceres podem apresentar casos mais complexos,
o que explicaria a maior frequéncia de sindromes genéticas nesse grupo.

Baixos niveis de TRECs estdo associados a diferentes formas de imunodeficiéncias
primarias e sindromes genéticas. Por exemplo, pacientes com SCID, sindrome de Omenn, e
algumas deficiéncias especificas como ZAP70 e PNP apresentam baixos niveis de TRECs.
Além disso, a sindrome da delecdo 22qll.2, que pode incluir caracteristicas de
imunodeficiéncia, também estd associada a baixos niveis de TRECs em recém-nascidos (Ka et
al., 2015).

Criangas com sindrome de Down apresentam contagens absolutas reduzidas de
linfécitos T, incluindo subpopulagdes de linfocitos T auxiliares e citotdoxicos, em comparagao
a controles saudaveis (Eissa ef al., 2023). A partir disso, pode-se afirmar que a contagem de
TRECs baixo pode ajudar a identificar possiveis imunodeficiéncias associadas a sindrome
genéticas.

Outras sindromes genéticas que podem apresentar baixos niveis de TRECs incluem a
sindrome de Jacobsen, a sindrome CHARGE, e deficiéncias como a de CD25 e DOCKS. Essas
condi¢des podem ser identificadas durante a triagem neonatal para SCID devido a presenga de
linfopenia de células T (Dasouki et al., 2020).

Assim, como em relacdo as caracteristicas clinicas, a redug¢dao de linfocitos B,
identificadas nos pacientes encaminhados via PE, sugere um comprometimento da populagao
de linfécitos B, que pode ser decorrente da propria disfungdo imune ou condigdes subjacentes,
tais como as sindromes genéticas, e suas implica¢des clinicas. Sindromes genéticas, como a
imunodeficiéncia comum variavel e a sindrome de DiGeorge, estdo entre as causas de
linfopenia B, levando a um estado de imunodeficiéncia que aumenta a susceptibilidade a
infeccdes recorrentes e pode predispor a complicacdes inflamatorias sist€émicas (Biggs;
Gilchrist; May, 2023).

Paralelamente, a avaliacdo dos niveis de TRECs em pacientes submetidos ao
transplante, demonstra um potencial beneficio como marcador prognostico da recuperagao
imunoldgica precoce. Com isso, 0 monitoramento permite acompanhar a reconstituicdo do
sistema imune apos o procedimento, o que pode ser fundamental para prever tolerancia ao
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enxerto e identificar pacientes em maior risco de complicagdes. A quantificagdo de TRECs
pode contribuir para o acompanhamento individualizado e para a tomada de decisdes clinicas
no periodo pos-transplante, embora estudos multicéntricos com maior nimero de pacientes
ainda sejam necessarios para consolidar seu uso na pratica clinica (Elghazawy et al., 2022).

Além disso, os linfécitos B podem atuar na ativagdo de fibroblastos e no
desenvolvimento de fibrose miocardica, mecanismos implicados na progressao da
cardiomiopatia dilatada (Swirski; Nahrendorf, 2018). Nesse sentido, a redu¢do dos niveis de
CD19 observada no presente estudo pode refletir ndo apenas um comprometimento
imunoldgico, mas também um potencial impacto na regulacdo inflamatdria sistémica e no risco
de alteracdes cardiovasculares, sugerindo a necessidade de um acompanhamento mais
detalhado desses pacientes.

Em relacdo ao desfecho, 43 pacientes (82,7%) permanecem em acompanhamento,
enquanto 4 pacientes (7,7%) obtiveram alta do servico de imunologia e 5 (9,6%) evoluiram
para oObito. O uso de imunoglobulina foi indicado para 21 pacientes (40,4%), sendo
Imunoglobulina Subcutanea (IGSC) administrada em 11 (52,4%) e Imunoglobulina Intravenosa
(IGIV) em 10 (47,6%).

Conclusoes

Este estudo descreve as caracteristicas clinicas, imunologicas e os desfechos de
pacientes com valores reduzidos de TRECs atendidos em um servigo de Imunologia de um
hospital pediatrico terciario. A maioria dos pacientes ¢ encaminhada por pareceres médicos ¢ a
principal hipdtese diagnostica ¢ imunodeficiéncia primdria. Observa-se alta prevaléncia de
sindromes genéticas, sendo a Trissomia do Cromossomo 21 a mais frequente. Além disso, um
percentual significativo de pacientes apresenta alteragdes imunologicas importantes, como
linfopenia T e niveis reduzidos de IgG, com impacto direto na necessidade de antibioticoterapia
continua e reposi¢do de imunoglobulina.

A comparacdo entre pacientes diagnosticados por triagem neonatal e aqueles
encaminhados por pareceres médicos revela diferengas estatisticamente significativas. A
presenca de sindromes genéticas € maior no grupo diagnosticado por pareceres (38,5% vs.
15,8%; p=0,017; IC 95%: 1,258 - 9,845), assim como a ocorréncia de cardiopatias congénitas
(40,4% vs. 21,1%, p = 0,042). Esses achados reforcam a importancia da quantificagdo de
TRECs em pacientes que apresentam um quadro clinico com essas condigdes presentes,
permitindo intervencdes oportunas € melhor prognostico clinico.

Os achados deste estudo contribuem para a ampliacdo do conhecimento sobre o perfil
clinico e laboratorial de pacientes com alteragcdes nos TRECs no servigo de Imunologia do
HCB, ressaltando a relevancia deste exame para a avaliacdo da crianca com suspeita de alguma
disfung¢ado do sistema imunoldgico, em especial no primeiro ano de vida.

Por fim, apesar de a quantificagdo de TREC ter sido desenvolvida para identificagdo
de casos SCID, este estudo corrobora trabalhos prévios, em que a maioria de criangas com
alteracdo no exame enquadra-se nos casos de linfopenia T ndo SCID, que podem ter outras
complicagdes clinicas associadas, tais como sindrome genética e cardiopatia congénita.
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ESTUDO DO MICROAMBIENTE TUMORAL E INVESTIGACAO
DE MARCADORES MOLECULARES NA RECAIDA EM
LEUCEMIA LINFOBLASTICA AGUDA DE CELULAS B COM
ETV6/RUNX1

Marina Mesquita Simdes'
Bruna Candido Guido?

Resumo

A Leucemia Linfoide Aguda de células precursoras B (LLA-B) com fusdo
ETV6/RUNXI ocorre em 20-25% dos casos e ¢ geralmente associada a um bom
prognostico. No entanto, recaidas tardias ainda representam desafios clinicos. Este estudo
analisou o perfil molecular e o microambiente tumoral de 69 pacientes pediatricos do
Hospital da Crianga de Brasilia, diagnosticados com LLA-B e fusdo ETV6/RUNX]I entre
2012 e 2022. Foram coletados dados clinicos e epidemiolédgicos pelo sofiware REDCap,
e amostras de medula 6ssea ou sangue periférico foram analisadas por imunofenotipagem
e sequenciamento de nova geragdo. Embora a maioria tenha respondido bem ao
tratamento inicial, 9 pacientes apresentaram recaida, dos quais 2 vieram a obito,
resultando em uma taxa de sobrevivéncia livre de eventos de 73%. O estudo identificou
que a hiperdiploidia associada a fusdo ETV6/RUNXI pode modificar o perfil progndstico
classico. Além disso, o aumento de células estromais no D33 foi associado a maior risco
de recaida e obito. Variantes em /IKZF'I, BCL2 e NUP98 foram identificadas em pacientes
que recidivaram, sugerindo impacto da evolucao clonal. Fusdes como RUNXI-CTCI ¢ a
superexpressdo de SET também podem estar relacionadas a um pior prognostico. Esses
achados reforcam a importancia da caracterizagao molecular e do microambiente tumoral
para otimizar a estratificagdo de risco e aprimorar estratégias terapéuticas.

Palavras-chave: leucemia linfoblastica aguda de células B; pediatria microambiente
tumoral; sequenciamento de nova geragao.

Introducio

A Leucemia Linfoide Aguda (LLA) ¢ um grupo heterogéneo de doengas ¢ ¢ o
tipo de cancer mais comum em criangas e jovens adultos. Embora apresente altas taxas
de cura, continua a ser a principal causa de morte por cancer nesse grupo etario. A
classificagdo da LLA depende da célula precursora envolvida, incluindo LLA de células
precursoras B (o subtipo mais comum), LLA de células precursoras T e, de forma mais
rara, a LLA bifenotipica, que exibe caracteristicas tanto de células T quanto B, ou
antigenos de diferenciacdo mieloide (Kato; Manabe, 2018; Inaba; Mullighan, 2020;
Iacobucci; Mullighan 2017).

Um subtipo comum da Leucemia Linfoide Aguda de células precursoras B
(LLA-B) estd associado a fusdo dos genes ETV6/RUNXI, resultante da translocacdo
t(12;21) (pl13;,922). Pacientes com este subtipo costumam apresentar uma resposta
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molecular eficaz ao tratamento, com uma taxa de sobrevida livre de doenca em cinco anos
variando de 80% a 97%, superior a outros subtipos. Logo, esse subtipo geralmente
apresenta um progndstico favoravel e ¢ encontrado em cerca de 25% dos casos de LLA
infantil entre 2 e 10 anos (Sun; Chang; Zhu, 2017). Contudo, a classificacdo dessa fusdo
como um indicador prognoéstico positivo tem sido questionada devido a relatos de
recaidas, predominantemente tardias, em até¢ 20% dos casos, tornando a relevancia
prognostica da fusdo ETV6/RUNXI um tema de debate (Montafo et al., 2020; Qiu et al.,
2021).

A persisténcia de clones pré-leucémicos ap6s o tratamento pode contribuir para
recidivas tardias em casos de ETV6/RUNXI1. Embora a quimioterapia elimine o clone
dominante, esses clones residuais podem sobreviver. Posteriormente, sob estimulos
proliferativos, podem adquirir novas mutacdes e gerar recaidas (Ampatzidou et al., 2018).
Outro fator relevante ¢ a compreensao dos ensaios utilizados para a estratificacdo de risco,
como por exemplo as andlises de doenga residual minima (DRM), uma vez que auxiliam
na tomada de decisdao para estabelecer um protocolo de tratamento e desempenham um
papel crucial na investigag¢ao dos casos de recaida (Stergaard ef al., 2023).

Assim, 0 sequenciamento de nova geragdo emerge COomo uma promissora
ferramenta para a gestdo clinica, uma vez que identifica amplas alteracdes genéticas,
incluindo mutag¢des de nucleotideo unico. Sua implementagdo pode agilizar e simplificar
o diagndstico molecular, contribuindo para a estratificagdo e gestdo eficiente dos
pacientes (Montafio et al., 2020; Hoffmann et al., 2018). Além das caracteristicas
genético-moleculares das células tumorais, o microambiente também desempenha um
papel crucial na resisténcia a terapias direcionadas. A interacdo entre essas cé€lulas
estromais e as células tumorais pode promover a tumorigénese, uma vez que influenciam
as propriedades biologicas e comportamentais das células cancerigenas. Pesquisas sobre
essas interacdes tém identificado potenciais alvos terap€uticos, como citocinas, vias de
sinalizagdo e proteinas relacionadas a hipoxia. Entender os sinais do microambiente
tumoral abre novas possibilidades para estratégias terap€uticas que visam tanto o tumor
quanto seu ambiente (Dander et al., 2021, Simioni ef al., 2021).

No Hospital da Crianga de Brasilia (HCB), referéncia nacional no tratamento do
cancer pediatrico, a Leucemia Linfoide Aguda representa um dos principais desafios
clinicos. O HCB realiza o diagndstico, tratamento e acompanhamento de criangas com
LLA, sendo um centro de exceléncia no monitoramento da DRM. A necessidade de
compreender melhor os mecanismos de recaida em pacientes com LLA, especialmente
aqueles com fusdo ETV6/RUNXI, ¢ fundamental para aprimorar as estratégias
terapéuticas adotadas no hospital.

Portanto, melhorar os critérios para uma estratificagdo de risco mais precisa nos
protocolos terapéuticos continua sendo um desafio importante. O objetivo do estudo
consiste no uso da técnica de sequenciamento de nova geracao juntamente com as analises
de microambiente tumoral como uma estratégia de revelar novos marcadores
moleculares, as alteragdes genéticas e de analisar os perfis celulares no microambiente do
tumor, a fim de compreender as recidivas e, assim, alcangar o sucesso terapéutico. Logo,
o estudo desenvolvido também buscou contribuir para a otimizagdo da estratificagdo de
risco e para o avango da medicina de precisdio no HCB, possibilitando abordagens
terapéuticas mais personalizadas, como o uso de terapias alvo combinadas para otimizar
a sobrevivéncia e a qualidade de vida dos pacientes.

Objetivos

Objetivo Geral:
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Analisar o perfil molecular e 0 microambiente tumoral de pacientes pediatricos
do Hospital da Crianga de Brasilia, diagnosticados entre 2012 e 2022, com leucemia
linfobléstica aguda do tipo B (LLA-B) que apresentam fusdes génicas ETV6/RUNXI1, a
fim de identificar fatores associados a remissao completa ou a ocorréncia de recaidas.

Objetivos Especificos

e Identificar as principais alteragdes moleculares de amostras de pacientes com
LLA-B que apresentam fusdes ETV6/RUNXI por meio de sequenciamento
genético;

e Comparar as caracteristicas moleculares entre pacientes que atingiram remissao
completa e aqueles que apresentaram recaidas, buscando identificar co-
ocorréncias de alteracdes genéticas especificas;

e Correlacionar as caracteristicas do microambiente tumoral em pacientes com
LLA-B com fusdes ETV6/RUNXI com os desfechos clinicos observados

Metodologia
Desenho do estudo

Trata-se de um estudo transversal, descritivo e retrospectivo com pacientes
pediatricos (0—18 anos) diagnosticados com LLA-B com ETV6/RUNKXI, tratados
conforme a estratificagdo no Hospital da Crianca de Brasilia (HCB). Foram incluidas
amostras diagnosticadas entre 2012 e 2022 pelo Laboratoério de Pesquisa Translacional
(LPT), incluindo casos de recaida durante o projeto. Todos os experimentos foram
realizados no LPT-HCB.

Aspectos éticos e critérios de selecio amostral

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Hospital da Crianca
de Brasilia (67108523.9.0000.0144) e seguiu as diretrizes do Conselho Nacional de
Satde. A coleta do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) foi realizada
previamente a inclusdo dos pacientes no estudo, sendo obtido junto aos responsaveis
legais apos esclarecimentos e todos os dados foram tratados com confidencialidade,
respeitando os principios éticos de autonomia, beneficéncia e sigilo.

Critérios de Inclusdo: Pacientes entre 0 e 18 anos com diagndstico de LLA-B
apresentando ETV6/RUNXI, submetidos ao protocolo terapéutico adequado a sua
estratificacdo.

Critérios de exclusdo: Pacientes com recaidas/refratarios por motivos de nao
adesdo ao tratamento.

Coleta de dados e obtencao de amostras

Os dados foram coletados a partir de prontuarios eletronicos e incluiram
informagdes demograficas, clinicas, citogenéticas e de resposta ao tratamento até o dia
+78. As informagdes foram armazenadas no REDCap, com acesso restrito € em
conformidade com as normas éticas de sigilo. Para o presente estudo foram utilizadas
amostras de aspirado de medula 6ssea e/ou sangue periférico no momento do diagnostico
e nas recaidas. A obtencdo das amostras foi realizada pela equipe do HCB e,
posteriormente, permaneceram armazenadas no Biorrepositorio do hospital até a
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realizagdao das analises. Em seguida, amostras de pacientes diagnosticados com LLA-B
com presenca de ETV6/RUNXI seguiram para a analise do microambiente tumoral,
simultaneamente ao monitoramento da DRM durante a terapia e incluidas para testagem
por NGS.

Avaliacio do microambiente tumoral das LLLA-B por citometria de fluxo

Apods o diagndstico de Leucemia Linfoide Aguda de células B (LLA-B),
amostras de medula 6ssea foram avaliadas em momentos especificos (D+15, D+33 e
D+78) para detec¢ao de Doenga Residual Minima (DRM). A partir dos dados obtidos por
meio do painel utilizado para a detecgao de DRM, implementado em 2020, foi feita a
analise da distribui¢do relativa das células estromais (CE) em relagdo a porcentagem de
todas as células nucleadas da medula 6ssea e ao compartimento de estromais. Dentro do
compartimento das células estromais, analisou-se a porcentagem de células endoteliais,
identificadas como CD81", CD73", CD45", CD19", CD38", CD34" ¢ CD10, ¢ das células
mesenquimais, identificadas como CDS81°, CD73", CD45, CD19, CD38,CD34 ¢
CD10". O software Infinicyt (Cytognos, versdo 2.0) foi utilizado para a anélise dos dados
obtidos.

Sequenciamento genético de nova geracio

As amostras de medula 6ssea ou sangue periférico dos pacientes foram
analisadas por sequenciamento de nova geracdo (NGS) utilizando um painel genético,
abrangendo 625 genes. A biblioteca genomica foi gerada por captura hibrida a partir de
RNA total. O fluxo do NGS incluiu preparo da biblioteca, controle de qualidade,
sequenciamento e andlise de dados para a avaliagdo de expressdo génica, fusdes génicas
e a identificagdo de variantes genéticas, como substituicdes, inser¢des e delegdes. O
alinhamento dos dados foi realizado com STAR-CITE, ¢ a identificacdo das variantes
contou com a plataforma Franklin Gene para anotagdo e interpretacdo das mutagoes.

Analise Estatistica

Para tragar a série historica dos dados de pacientes, entre 2012 e 2022, foi
utilizado o proprio modulo de andlises estatisticas do sistema REDCap. Na avaliacdo da
predi¢do de recidiva, foi realizada a analise da Curva Receiver Operating Characteristic
(ROC), a fim de determinar o valor preditivo das variaveis estudadas. A sobrevida livre
de eventos foi analisada pelo método de Kaplan-Meier e comparada com o teste de log-
rank. Utilizou-se a regressdao de Cox para identificar fatores progndsticos associados a
recidiva e desfechos clinicos. As andlises estatisticas foram realizadas por meio do
software GraphPad Prism (versao 8) e o programa Statistical Package for the Social
Sciences (SPSS), versdo 23 (IBM Corp., 2015), com testes bilaterais e nivel de
significancia de 5%.

Resultados e discussao

No total, foram identificados 69 pacientes diagnosticados com Leucemia
Linfoide Aguda de células precursoras B (LLA-B) com a fusdo génica ETV6/RUNXI, no
periodo do estudo, os quais foram selecionados para analise. Entre os pacientes estudados,
36 (52%) eram do sexo masculino e 33 (48%) do sexo feminino. A idade média ao
diagnéstico foi de 4 anos, com idades variando de 1 a 15 anos (Tabela 1). Além disso, 6
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pacientes foram identificados também com alta hiperdiploidia e a maioria dos pacientes
foi classificada como de baixo risco no momento do diagnostico (54%), com base nas
caracteristicas clinicas e biologicas apresentadas (Tabela 1).

Tabela 1 — Perfil clinico e epidemioldgico dos pacientes com EVT6/RUNX 1

Caracteristicas Pacientes
Idade n(%)
1 -10 anos 64 (93%)
10 - 15 anos 5 (7%)
Média 4
Sexo n(%)
Feminino 33 (48%)
Masculino 36 (52%)
Hiperdipldide n(%) 6 (8%)
Classificacao de risco ao diagnostico n(%)
Baixo risco 37 (54%)
Risco intermediario 17 (25%)
Alto risco 6 (8%)
Nao classificado 9 (13%)
Pacientes que recairam n(%) 9 (13%)
Total de pacientes 69

A maioria dos pacientes deste estudo ¢ procedente do Distrito Federal (52%) e
de Goias (31%). Dentre os protocolos de tratamento, o mais utilizado foi o Berlim-
Frankfurt- Miinster (BFM) 95 (43%) e em seguida o BFM 2009 (31%). Durante o periodo
de inducdo realizado por essas terapias também foram observadas as possiveis
intercorréncias que os pacientes poderiam apresentar. Cerca de 18 pacientes apresentaram
infeccdes, dos quais 66% necessitaram de terapia intensiva; 7 pacientes apresentaram
trombose e 8 pacientes vieram a Obito. Além disso, dentre os 69 pacientes que
apresentavam a fusdo génica ETV6/RUNXI, 9 tiveram recaidas em uma média de 3 anos
apos o diagnostico da doenga.

Como ¢ possivel observar na Tabela 2 dentre os 4 pacientes que apresentaram
multiplas recaidas, 2 deles também apresentavam alta hiperdiploidia e tiveram um
desfecho ruim. Embora a alta hiperdiploidia, na faixa de 51-65/67 cromossomos, esteja
associada a um bom progndstico, a sua coexisténcia com a translocacdo ETV6/RUNX1
apresenta um cendrio mais complexo e o impacto prognéstico dessas duas alteracdes
genéticas ainda ndo ¢ completamente compreendido (Raimondi et al., 2006; Katsibardi
et al., 2014). Observou-se que um dos pacientes que recaiu possuia um nimero de
cromossomos superior a 65 (76~85), o que o coloca fora da categoria de bom prognostico
(Enshael et al., 2023). J4 outro paciente que recaiu apresentou 62 cromossomos, dentro
do perfil de bom prognostico, o que reforca a importancia do nimero cromossdmico na
avaliacdo da LLA-B e indica a necessidade de investigar outros fatores que influenciam
a resposta ao tratamento e o risco de recaida.
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Tabela 2 — Perfil dos pacientes que recairam no periodo do estudo

. Tempo da .
Paciente ‘ldade ao Sexo Leucomeitrla primeira  Hiperdiploidia SNC Multl'plas Protocolo de
diagnostico da recaida , recaidas tratamento
recaida (anos)
BM 374/1 3 Feminino 2.600 3.47 - - Sim BFM 2002 q
BM 434/1 7 Feminino 5.800 2.97 Sim - Sim BFM 90
BM 488/1 5 Masculino 12.500 3.59 - - - BFM 90 morf
d
BM 565/1 2 Masculino 5.700 3.04 - - Sim BFM 90 morf
d
BM 770/1 11 Masculino 10.000 2.66 Sim - Sim BFM 2002
o BFM 2002 /
BM 943/1 4 Feminino 5.710 5.11 - - - GBTLI 99 morg
BM 1 M lin 4210 3.25 - - - BFM 2002 mort
1072/1 asculino . . |
BM ..
1284/1 2 Feminino 18.330 1.8 - - - BFM 2002
BM .
1333/1 5 Masculino 10.780 2.7 - - - BFM 2002

SNC = infiltragdo de blastos no Sistema Nervoso Central, DRM = doenga residual minima, TMO = transplante de medula ossea
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A andlise do microambiente tumoral foi realizada a partir dos arquivos de
citometria de fluxo utilizados no acompanhamento da DRM. Em 2020, a implementagao
de um novo painel de anticorpos possibilitou a avaliacao das células estromais (CE), que,
segundo Simioni ef al. (2021), podem influenciar na persisténcia da doenca. No entanto,
devido a introdugdo recente desse painel, apenas 26 amostras de pacientes puderam ser
analisadas, dos quais tiveram duas recaidas e quatro 6bitos. Durante o follow-up do
estudo, a analise de sobrevida livre de eventos dos pacientes com LLA-B com #(12,;21)
mostrou um percentual de sobrevivéncia de 73% (Figura 1.A). A partir da analise de
sobrevida livre de eventos com cortes definidos pela curva ROC, foi possivel observar
pelo teste de Log Rank (Mantel-Cox), que houve diferenga estatistica significativa para
as curvas de sobrevida em relacdo as analises de D33CE (P = 0,0109) e D33ENDO.CE
(P =10,0151). Ja para D15 e D78 ndo houve diferenca estatistica, quando comparado os
grupos normal e alterado com base no corte definido pela curva de ROC (Figura 1).

Figura 1 — Curva de probabilidade de sobrevida livre de eventos, de Kaplan-Meier, para
pacientes pediatricos atendidos no servico de Oncologia do HCB
diagnosticados com LLA-B #(12;21) que foram realizados as andlises de
microambiente tumoral (n=26)
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Legenda: A) Curva de probabilidade de sobrevida livre de eventos dos pacientes com LLA-B t(12;21). B-D) Curva de
probabilidade de sobrevida livre de eventos dos pacientes com LLA-B t(12;21) por células estromais (CE) em relagao
ao D15,D33 e D78. E-G) Curva de probabilidade de sobrevida livre de eventos dos pacientes com LLA-B t(12;21) por
células endoteliais do compartimento de CE (ENDO.CE) em relagdo ao D15,D33 e D78. Os valores considerados
normais e alterados foram estabelecidos pela curva de ROC.

A regressdao de COX permitiu avaliar o efeito de multiplas varidveis sobre o
tempo até o evento (6bito ou recaida). A tabela 3 mostra que a alteragdo no parametro
hematologico no D33CE, aumentou o risco em 30,326 vezes de ter 0bito ou recaida. Ja
para as alteracdes relacionadas com D33ENDO.CE nao foram significativas.
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Tabela 3 — Andlise da regressao de COX para os grupos D33CE e D33ENDO.CE

95.0% CI para Exp(B)

Grupos B EP Wald GL P Exp(B) - -
Inferior Superior

D33CE 3,412 1,440 5611 1 0,018 30,326 1,802 510,400

D33ENDO.CE 0,037 0,052 0,494 1 0,482 1,037 0,937 1,148

Legenda: B = coeficiente de regressdo, EP = erro padrdo, GL = graus de liberdade, D33CE = células
estromais no D33, D33ENDO.CE = células endoteliais no compartimento CE no D33 .

Esses achados sugerem que o microambiente tumoral, especialmente a presenca
aumentada de células estromais no D33, pode contribuir para a resisténcia ao tratamento.
Desse modo, esses resultados convergem com o estudo de Oliveira et al. (2022), que
destacou a associagdo entre a composi¢do do compartimento estromal e o prognostico na
LLA-B, no qual a combinagdo entre DRM e porcentagem de células endoteliais no D+78
mostrou-se um importante fator de estratificagcdo de risco.

Recentemente, o sequenciamento de nova geracdo (NGS) pode facilitar a
monitorizagdo continua das alteragdes genéticas ao longo do tratamento, oferecendo
insights possiveis mecanismos de resisténcia (Shen et al., 2023). Dessa maneira, o
presente estudo realizou as analises de variantes, expressao génica e fusdes génicas de 63
amostras de LLA-B.A analise de expressdo génicas revelou alteracdes no perfil dos
pacientes entre o diagndstico e a recaida. No diagnoéstico, houve uma expressdo mais
pronunciada dos genes CCND3, TFE3 e ZBTB16 (Figura 2). Na recaida, observou-se um
aumento na expressdo de EGRI, NTRK2 , ESRI, LMOI e SET. Esses genes estdo
relacionados a diferenciacdo e maturacao de células hematopoiéticas, no entanto, a
relagdo desses genes com a LLA-B ainda € pouco estudada (Ketzer ef al., 2022; Kulkarni,
2022).

Figura 2 — Analise de expressdo génica de pacientes com LLA-B t(12;21)
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Legenda: Heatmap de expressdo génica comparando as amostras de diagnostico e de recaida dos mesmos pacientes
com LLA-B. As colunas representam as amostras, e as linhas, os genes analisados. A intensidade da cor reflete os niveis
de expressdo génica, com tons de vermelho indicando alta expressdo, azul indicando baixa expressdo e branco
representando valores intermediarios. Os dados foram normalizados por Z-score e analisados por clusterizagdo
hierarquica para identificar padrdes de expressao.
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A fusdo génica SET-NUP214 tem sido associada a altas taxas de recidiva em
leucemias linfoides agudas, mesmo apés transplante de células-tronco, conforme
demonstrado por Shen et al. (2023). Esse tipo de fusdo pode intensificar a expressao de
genes como SET, contribuindo para a falha terapéutica. A observacao de niveis elevados
de SET em amostras de recaida sugere seu possivel papel na progressao da doenga,
reforcando a importancia de investigar suas implica¢des funcionais e seu impacto na
resisténcia ao tratamento (Shen ef al., 2023).

A Tabela 4 resume os achados moleculares dos pacientes em remissdo com
variantes patogénicas ou provavelmente patogénicas, excluindo aqueles sem alteragoes
relevantes. Também inclui os resultados de todos os pacientes que apresentaram recaidas.
Foi possivel observar que pacientes com remissdo apresentaram variantes nos genes
KMT2A4, ETV6, NSD2 (Tabela 4), que estdo frequentemente descritas na literatura no
contexto da LLA-B (Gorecki ef al., 2023; Nishii et al., 2021; Narang et al., 2023). Ja em
relagdo aos pacientes que tiveram recidivas, nenhuma variante identificada possuia uma
classificagdo conhecida, destacando que as consequéncias de diversas variantes ainda sao
desconhecidas. Contudo, ¢ possivel identificar que algumas variantes encontradas
apresentam uma predi¢do de perda de funcdao e estdo correlacionadas a locais de
transcri¢do de genes importantes para a evolucdo da LLA-B, como: o IKZF1, BCL2,
NUP9S, NTRKI e SMARCBI. As variantes no gene [KZFI estdo cada vez mais
relacionadas a LLA-B, pois ele codifica o fator de transcri¢do /IKAROS, essencial para o
desenvolvimento de linfocitos e estdo associadas a resisténcia ao tratamento (Paulino et
al., 2024). Os resultados indicam que a recaida envolve mecanismos mais complexos do
que apenas variantes patogénicas conhecidas, evidenciando a complexidade da evolugdo
da doenga.

Dessa maneira, ¢ importante investigar outras alteragdes, como as fusdes
génicas. Apesar de a fusdo ETV6-RUNXI ser tradicionalmente associada a um bom
prognostico em pacientes com LLA e geralmente estar relacionada a um risco mais baixo
de recaida, os dados do estudo indicam que 9 pacientes com a fusdo ETV6-RUNXI
apresentaram recaidas e 1 desses pacientes também possui a fusdo RUNXI-CTCI (Tabela
4). Isso sugere que, embora a ETV6-RUNX1 seja favoravel, a presenca de outras variantes
ou fusdes envolvendo o gene RUNXI, como a RUNXI-CTCI, pode influenciar
negativamente o curso do tratamento (Jakobczyk et al., 2021; Li et al., 2021; Six et al.,
2021).

Durante o estudo, foram realizadas analises de Multiplex Ligation-dependent
Probe Amplification (MLPA) a fim de encontrar delegdes e duplicagdes de regides
especificas do DNA (Tabela 4). Observou-se dele¢des na regido pseudoautossomica 1
(PARI) e na regido codificadora do gene PAX5. A regido PARIlinclui genes como
CRLF2, IL3RA, P2RYS e ZFY. Logo, delecdes nesta regido podem gerar fusdes como
P2RYS::CRLF2, que podem desempenhar um papel importante durante a progressao da
LLA-B (Lin et al.,2023; Gil et al., 2024). Além disso, alteragdes em PAXS sdo frequentes
na LLA-B e desempenham papel crucial na transformagdo leucémica. Sua presenga em
pacientes que recidivaram reforca a importancia de investigar alteragdes moleculares.
Isso porque essas mutagdes podem estar associadas a resisténcia ao tratamento e a
persisténcia de clones mais agressivos (Jia; Gu, 2022).
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Tabela 4 — Analise dos resultados do sequenciamento de nova geracdo (NGS) dos pacientes de LLA-B com 1
alteracdes patogénicas ou de significado incerto

Paciente % de blastos MLPA Fusdes Genes das variantes Proy
Remissiao
BM 448/1 96 - ETV6/RUNXI KMT24
BM 604/1 97 - ETV6/RUNXI KMT24
BM 706/1 55 - ETV6/RUNXI ETV6
BM 799/1 83,3 - ETV6/RUNX1 NSD2
Recaida
FHIT
BM 374/1 93 - - NUP9Y8
IKZF1
BM 434/1 70 - - -
BM 488/1 90 - ETV6-RUNXI BCL2
BM 565/5 79 - ETV6-RUNXI -
BM 70/13 68.6 PARI ETV6-RUNXI SMARCBI1
BM 943
BM 943/1 77.8 PAxs - NTRK1
NTRKI Ganhc
BM 943/4 97.7 PAXS LOC643201-ATRX; ETV6-RUNXI 3 breakpoints NCOA3
BM 1072/1 82,5 PAXS - INPP5D
NCOA3
L EEro 85.9 ; ETV6-RUNXI, RUNXI-CTCI STATS Bt
MLLT6 e
NCOA3
BM 1284/5 81.8 PARI ETV6-RUNXI, RUNXI-CTC1 STAT6 Efeitc
MLLT6
ABL2
BCR
BM 1333/1 65,8 - - KAT64
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Desse modo, os achados do estudo mostram como a técnica de NGS, realizada a partir
do RNA, permitiu ndo apenas a identificagao de fusdes génicas e a analise da expressdo génica,
mas também a detec¢do de alteragdes ainda pouco compreendidas, que podem desempenhar
um papel fundamental na resisténcia terapéutica e na recaida da doenca. Dessa forma, a
investigacdo continua desses marcadores moleculares ¢ essencial para o desenvolvimento de
estratégias terapéuticas mais eficazes e personalizadas. Portanto, os resultados do presente
estudo destacam a importancia de integrar dados gendmicos, a discriminag¢do de células no
microambiente tumoral e a resposta ao tratamento para compreender os fatores que contribuem
para a recaida e resisténcia terapéutica na LLA-B. Estudos futuros com amostras ampliadas e
analises funcionais detalhadas serdo essenciais para validar esses achados e explorar novos
alvos terapéuticos que possam melhorar os desfechos dos pacientes.

Conclusao

Os achados deste estudo demonstram que, mesmo entre pacientes com LLA-B
portadores da fusdo génica ETV6/RUNXI, tradicionalmente associada a bom prognostico, a
evolugdo clinica pode ser complexa, com 73% de sobrevida livre de eventos e recaidas podem
estar associadas a alteragdes genéticas, como alta hiperdiploidia, variantes em /KZF1, BCL2 e
NUP9S, além de alteragdes no microambiente tumoral, como o aumento de células estromais
no D33. A detecgao de novas fusdes génicas e a evolucao clonal refor¢am a necessidade de uma
abordagem integrada entre caracterizagdo molecular e avaliacio do microambiente para
aprimorar a estratificacdo de risco. Apesar dos desafios enfrentados, como auséncia de dados
de DRM, limitagdes nos prontuarios e dificuldades na padronizagao do NGS, os resultados
destacam o potencial das tecnologias avangadas para melhorar os desfechos clinicos, exigindo
estudos complementares para validag¢ao e aprofundamento dessas evidéncias.
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GATILHOS DE DESCONFORTO EM PACIENTES COM
TRANSTORNO DO PROCESSAMENTO SENSORIAL: ESTUDO PARA
O DESENVOLVIMENTO DE AMBIENTES NO HOSPITAL DA
CRIANCA DE BRASILIA, DISTRITO FEDERAL

Marina Vasconcellos Nunes!
Daniela Arruda Guterres Soares?®

Resumo

O Transtorno do Processamento Sensorial (TPS) é uma condicdo que afeta a
capacidade de interpretar e responder a estimulos do ambiente, causando impacto nas esferas
motora, emocional e comportamental. Pacientes pediatricos com diagnoéstico de TPS enfrentam
desafios significativos em ambientes hospitalares, frequentemente agravados por gatilhos como
ruidos excessivos, luz intensa e texturas incomodas. Este estudo objetivou mapear esses
gatilhos em um hospital pediatrico tercidrio de Brasilia e propor solu¢des baseadas em jardins
sensoriais, buscando atenuar os desconfortos sensoriais identificados nos pacientes.
Metodologicamente, combinou-se revisdo bibliografica com entrevistas semiestruturadas
envolvendo tutores dos pacientes. Essas entrevistas exploraram percepgdes sobre gatilhos
sensoriais, com foco nos efeitos emocionais e comportamentais. Os resultados evidenciaram
que os gatilhos sensoriais mais comuns estdo associados aos sentidos tatil, auditivo e visual. A
partir disso, desenvolveu-se o projeto "Jardim Sensorial Primavera", que incorpora elementos
como barreiras vegetais para conforto acustico, areas sombreadas e estruturas tateis inclusivas,
promovendo bem-estar e humanizagdo no cuidado hospitalar.

Palavras-chave: terapia horticola; arquitetura de institui¢des de saude; transtorno do
neurodesenvolvimento; hospitais pediatricos.

Introducio

O TPS ¢ uma condigdo que afeta a qualidade de vida dos individuos,
independentemente da idade. Essa desordem se revela por meio de dificuldades na interpretagao
e utilizacdo de estimulos sensoriais, resultando em desorganiza¢do nas reagdes fisicas,
comportamentais e emocionais. Como efeito, muitos individuos afetados pelo TPS enfrentam
desafios em suas atividades didrias, comprometendo sua capacidade de funcionamento em
diversas situagcdes cotidianas.

A 1dentificacdo do TPS remonta a atuacao da terapeuta ocupacional Anna Jean Ayres,
que, em 1972, analisou criangas com dificuldades de aprendizagem e sugeriu que o
comprometimento do processamento sensorial poderia levar a uma ampla gama de problemas
funcionais. Esta condi¢do, que evoluiu para a atual denominagdo de TPS, pode se manifestar
de maneira isolada ou concomitante a outras condigdes, como o Transtorno do Espectro Autista

! Académica de Arquitetura e Urbanismo do Centro Universitario de Brasilia (CEUB) e bolsista de Iniciagdo
Cientifica do Hospital da Crianga de Brasilia (HCB).

2 Arquiteta e Urbanista, Especialista em Arquitetura Hospitalar, Mestre em Arquitetura e Urbanismo e
Orientadora do projeto no Hospital da Crianca de Brasilia (HCB).

Hospital da Crianga de Brasilia José Alencar ‘ 135



136

e o Transtorno do Déficit de Atencao/Hiperatividade, Transtorno do Desenvolvimento da
Coordenacdo e a Sindrome do X Fragil. Evidenciando uma prevaléncia que varia de 5% a 16%
na populacdo geral e entre 30% a 80% em individuos com diagnésticos especificos. (Miller,
2012 apud Machado et al., 2017, p. 93).

Nos ultimos anos, o TPS tem recebido crescente atencdo, especialmente em relacdo as
suas manifestacdes em criangas autistas, que muitas vezes apresentam reacgdes atipicas a
estimulos sensoriais, como aversdo a determinadas texturas ou sons. Nesse cenario, a terapia
ocupacional com enfoque na integragdo sensorial tem demonstrado eficacia, promovendo
mudangas significativas nas interagcdes e comportamentos dessas criangas. Estudos relevantes,
como o de Case-Smith e Bryan (2015), sublinham a importancia de abordagens observacionais
em ambientes naturais para compreender melhor as necessidades de comunicagdo e interagdo
social dessa populagao.

Com isso, a presente pesquisa apresenta uma proposta de intervengdo voltada para a
mitigagdo do desconforto sensorial em ambientes hospitalares por meio da implementagao de
um jardim terapéutico. Reconhecidos por seus beneficios a satide e ao bem-estar, esses espagos
verdes contribuem na reducao do estresse e favorecem o desenvolvimento de individuos com
TPS. Com foco nos gatilhos de desconforto sensorial identificados em pacientes de um hospital
pediatrico terciario, a proposta consiste no desenvolvimento de um jardim sensorial que integra
funcdes ludicas e terapéuticas, aliando sustentabilidade, acessibilidade e projeto arquitetonico
centrado no usudrio. Além de minimizar os gatilhos negativos, a iniciativa busca promover a
humanizagdo do cuidado hospitalar e contribuir para o conforto fisico e emocional dos
pacientes.

Objetivos

1. Identificar as caracteristicas especificas do Transtorno de Processamento Sensorial
e sua relacdo com o ambiente fisico em hospitais pedidtricos, por meio de uma
revisdo da literatura;

2. Propor recomendagdes de design baseadas nos resultados da pesquisa, a fim de
melhorar o planejamento e a construcdo de espacos externos em hospitais para
pacientes pediatricos com TPS.

3. Desenvolver proposta (projeto) para o jardim entre os blocos do Hospital da Crianca
de Brasilia José Alencar considerando o uso de materiais ecoldgicos.

Metodologia

A pesquisa adotou uma abordagem qualitativa, combinando revisao bibliogréfica,
coleta de dados primarios e desenvolvimento projetual. A revisdo bibliografica foi conduzida
nas bases SciELO e Google Scholar, com foco em publica¢des relacionadas a gatilhos
sensoriais em ambientes hospitalares e intervencdes baseadas em jardins terapéuticos.
Posteriormente, foram realizadas entrevistas semiestruturadas com tutores de pacientes do
HCB, visando compreender as percepcdes sobre os desconfortos sensoriais no ambiente
hospitalar.

Os dados coletados nas entrevistas foram analisados qualitativamente para identificar
padroes e gatilhos sensoriais mais recorrentes. Essas informagdes fundamentaram o
desenvolvimento de um projeto de jardim sensorial, concebido para mitigar os desconfortos
sensoriais mapeados e oferecer um ambiente acolhedor e funcional. A proposta adota uma
abordagem integrada, reunindo solugdes praticas e criativas que atendem as necessidades dos
usudrios € promovem interacao, relaxamento e bem-estar. Essa metodologia possibilitou nao
apenas a identificagdo de demandas especificas do publico-alvo, mas também a criacdo de uma
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solugdo projetual alinhada as suas necessidades e preferéncias, contribuindo para a
humanizag¢ao do cuidado hospitalar.

Resultados e discussao
Resumo bibliografico

O estudo de Case-Smith e Bryan (2015) com criangas pré-escolares com autismo
destacou a relevancia das medidas observacionais em ambientes naturais e discutiu os desafios
metodoldgicos na pesquisa sobre intervencgdes para essa populagdo. A pesquisa concluiu que a
terapia ocupacional com foco na integracao sensorial pode promover mudangas positivas nas
brincadeiras intencionais e nos comportamentos nao engajados dessas criangas, apoiando o uso
dessas técnicas na pratica terapéutica para o autismo.

Em ambientes naturais, como jardins terapéuticos, a terapia ocupacional pode
proporcionar beneficios significativos aos pacientes. A interacdo com a natureza durante as
sessoes terapéuticas pode reduzir o estresse, melhorar o humor e a sensacao de bem-estar, além
de estimular a cognicdo, desenvolver capacidades fisicas e emocionais, € incentivar a
socializacdo e a responsabilidade. A presenga de elementos naturais aumenta a motivagao dos
pacientes para a participagdao ativa nas atividades, favorecendo a adesdo ao tratamento e
potencializando os resultados terapéuticos. O uso de jardins terapéuticos também pode
contribuir para o desenvolvimento da autonomia, autoestima ¢ qualidade de vida, além de
melhorar o processo de reabilitacdo e tratamento (Wagenfeld; Atchison, 2014).

A pesquisa de Bishop, Underwood, Burrows, Fraser e Shawe (2022) evidenciou que a
combinagao da terapia ocupacional com ambientes naturais € espagos ao ar livre representa uma
abordagem promissora na saude mental. As intervencdes em 4reas naturais, como jardins
hospitalares, parques ou espacos rurais, resultam em melhorias no bem-estar psicologico e
emocional dos pacientes.

No contexto das necessidades educacionais especiais, a criagdo de jardins assume
ainda mais importancia, pois oferece um ambiente que promove o bem-estar e a inclusdo. Tais
espacos podem ser utilizados para o desenvolvimento de técnicas de terapia ocupacional, ao
invés de serem realizados em ambientes fechados. Borges e Paiva (2009 apud Toledo; Cordeiro,
2023) apontam que os jardins sdo concebidos para proporcionar entretenimento e satisfagao,
permitindo aos individuos com condi¢des especiais vivenciar experiéncias sensoriais que
contribuem para o aprimoramento de sua qualidade de vida.

Anadlise dos Gatilhos

A analise das entrevistas com 32 tutores de pacientes pediatricos do HCB revelou os
principais gatilhos sensoriais que impactam negativamente o bem-estar das criancas. Entre os
participantes, 65,63% relataram desconforto com estimulos tateis, como texturas de roupas,
pulseiras hospitalares e superficies de contato. Gatilhos auditivos, como ruidos constantes,
foram apontados por 56,25% dos entrevistados. Além disso, a exposi¢do a luz intensa e
ambientes visualmente sobrecarregados também afetaram 56,25% das criangas (Figura 1).

Esses gatilhos sensoriais frequentemente resultam em agitagao, estresse e dificuldade
de adaptagdo ao ambiente hospitalar. Os dados coletados refor¢cam a importancia de
intervengdes especificas para mitigar esses estimulos, proporcionando um ambiente adequado
as necessidades das criangas com TPS.

Figura 1 — N total de apresentacao de gatilhos de pacientes diagnosticados com condigdes
clinicas relacionadas ao Transtorno de Processamento Sensorial
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Projeto Jardim Sensorial Primavera

Os jardins terapéuticos sdo espagos naturais projetados para estimular os sentidos dos
usuarios através de elementos como cores, aromas, texturas e sons, facilitando tanto atividades
passivas, como observagao, quanto ativas, como caminhada e interacdo com plantas e animais
(Sousa, 2016). Esses ambientes tém se mostrado valiosos na promoc¢ao da saude e bem-estar,
especialmente em hospitais. De acordo com Sarmento (2020), a interacdo com a natureza em
jardins terapéuticos reduz o estresse, melhora a qualidade do sono e contribui para a
recuperagdo dos pacientes. Um estudo realizado em um hospital pediatrico evidenciou que a
presenca de jardins terapéuticos aumentou a satisfacdo dos usudrios, recomendando a
implementagdo desses espacos em outros ambientes assistenciais.

Para Paris, Mukai e Roesler (2021), a principal fun¢do dos jardins terapéuticos em
hospitais ¢ auxiliar na recuperagdo e humanizacao do atendimento de saude, proporcionando
beneficios fisicos e emocionais aos pacientes e criando um ambiente acolhedor. O Jardim
Morgan Stanley, do Great Ormond Street Hospital, ¢ um exemplo notdvel, combinando design
e natureza para promover conforto e bem-estar emocional dos pacientes.

Além disso, jardins sensoriais tém ganhado destaque, especialmente para pessoas com
limitagdes fisicas ou mentais. Esses jardins, projetados para estimular os cinco sentidos
humanos, visam promover o desenvolvimento individual e a integracao social, sendo benéficos
na estimulacdo sensorial, conscientizagdo ambiental e aprendizado interdisciplinar (Ledo, 2007
apud Cardoso, 2022; Osério, 2018). A origem dos jardins sensoriais remonta a década de 1970
no Reino Unido, inicialmente destinados a pessoas com deficiéncia visual, mas a partir da
década de 1980, passaram a ser abertos ao publico em geral, simbolizando um marco na
acessibilidade e inclusdo social (Hussein, 2010 apud Cardoso, 2022).

A pesquisa de Sousa (2016) destaca a importancia de planejar jardins sensoriais com
elementos que estimulem os sentidos, como plantas aromaticas, texturas variadas e elementos
sonoros, criando um ambiente estimulante e agradavel. Esses espacos devem ser adaptados as
necessidades especificas da populacdo atendida, promovendo uma experiéncia Unica de
interacdo com a natureza.

No contexto do autismo, Mostafa (2015) enfatiza a importancia de controlar os
estimulos sensoriais no ambiente, ajustando-o conforme as necessidades especificas de
individuos autistas. Sua pesquisa levou ao desenvolvimento do indice "ASPECTSS", que
fornece diretrizes para criar espagos arquitetonicos inclusivos, considerando aspectos como
acustica, zoneamento sensorial e seguranga.

O Jardim Sensorial Primavera ¢ um projeto desenvolvido para o HCB, com o objetivo
de promover o bem-estar e a recuperacao das criangas em tratamento, especialmente aquelas
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com TPS. Pensado como um espago terapéutico, o jardim foi idealizado para oferecer um
ambiente de alivio sensorial € emocional, proporcionando momentos de descanso, aprendizado
e interagdo com a natureza durante o periodo de tratamento.

O projeto inclui diversas areas planejadas para estimular os sentidos das criancas de
forma inclusiva e segura. A horta foi projetada para permitir a interacdo com plantas,
desenvolvendo os sentidos e promovendo atividades de jardinagem. O parque sensorial, por sua
vez, possui elementos que estimulam o tato e a visdo, com pisos de diferentes texturas e cores
vibrantes. Para garantir a acessibilidade, o projeto contempla mesas adaptadas para cadeirantes,
além de permitir a interacdo entre criancas com e sem limitagcdes de mobilidade, favorecendo a
socializagao.

O espaco de descanso foi idealizado para ser um local tranquilo, com sombra adequada
e um ambiente de contato com a natureza, promovendo relaxamento para as criangas, pais €
funciondrios. O projeto do jardim busca ser um ambiente acolhedor e terapéutico, criando um
refugio dentro do hospital, onde as criangas possam se sentir mais confortaveis e conectadas a
natureza. Embora o projeto ainda ndo tenha sido executado, ele representa uma proposta para
criar um espago inclusivo, sensorial e terapéutico no contexto hospitalar, visando contribuir
para o processo de recuperacao e qualidade de vida das criangas ( Figura 2).

Figura 2 — Diagrama de Bolhas - Distribuicao das areas.
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Conclusao

O Jardim Sensorial Primavera ¢ um projeto desenvolvido para o HCB, com o objetivo
de criar um ambiente terapéutico que auxilia no tratamento de criangas com TPS. Com foco em
bioconstrugdo e design sustentavel, o projeto propde o uso de materiais ecoldgicos e paisagismo
que favorecam tanto a estimulagdo sensorial quanto o bem-estar das criangas. Ao integrar
elementos naturais e praticas sustentaveis, busca-se oferecer um espago que contribua para a
recuperagdo, promovendo uma experiéncia inclusiva, terapéutica e ambientalmente
responsavel.
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ESTUDO DO MICROAMBIENTE TUMORAL EM LEUCEMIA
LINFOBLASTICA AGUDA B DE BOM PROGNOSTICO EM
PACIENTES PEDIATRICOS

Paschoal Macedo Calori Rosseti!
Jodo Lucas Cruz Souza®

Resumo

Introducdo: a Leucemia Linfoblastica Aguda de linhagem B (LLA-B) representa cerca
de 80% dos casos pediatricos. Os subtipos t(12;21), t(1;19) e hiperdiploidia estdo associados a
um bom progndstico, mas ainda apresentam risco significativo de recaida. O microambiente
tumoral, composto por células imunes e estromais, influencia a progressdo da doenca e a
resposta ao tratamento. Objetivos: analisar o microambiente tumoral em pacientes com LLA-B
e correlacionar seus achados com desfechos clinicos. Métodos: estudo retrospectivo, com 140
pacientes do Hospital da Crianca de Brasilia (HCB). Os dados foram coletados no REDCap e
analisados no Excel. A avaliagdo do microambiente tumoral foi realizada por citometria de
fluxo, incluindo células mesenquimais, endoteliais e estromais. Resultados: foram analisados
43 pacientes, permitindo avaliar a influéncia celular no prognostico. Os parametros D33ESTR
e D33MESENQTOTAL mostraram impacto na sobrevida global e taxa de recaida. Conclusao:
a caracterizacdo do microambiente tumoral nos subtipos t(12;21) e t(1;19) pode aprimorar a
compreensao das interacdes celulares e auxiliar no desenvolvimento de estratégias terapéuticas
personalizadas.

Palavras-chaves: leucemia linfobldstica aguda; microambiente neopléasico; aberragdes
cromossdmicas; crianga.

Introducio

A Leucemia Linfoblastica Aguda (LLA) ¢ uma neoplasia hematologica agressiva
caracterizada pela proliferacdo maligna de precursores linféides imaturos, com origem na
medula 6ssea. Dentre suas variantes, a LLA de linhagem B (LLA-B) representa a forma mais
prevalente na infancia. Embora a leucemia, em geral, demande multiplas mutagdes genéticas
para sua instalacdo, no caso da LLA, menos de dez alteracdes sao frequentemente suficientes
para desencadear a transformacdo neoplasica. Alteragdes em genes de fusdo, como
ETV6/RUNXI1 e TCF3/PBX1, além de hiperdiploidia (presenga de mais de 50 cromossomos),
estdo entre as alteragdes genéticas mais comuns, especialmente em casos pedidtricos. A via
RAS e os receptores de tirosina quinase também participam da cascata molecular da LLA,
conferindo potencial proliferativo e resisténcia a apoptose as células leucémicas.

! Académico de Medicina da Escola Superior de Ciéncias da Saude do Distrito Federal (ESCS) e bolsista de
iniciagdo cientifica do Hospital da Crianga de Brasilia (HCB).

2 Bidlogo pela Universidade de Pernambuco (UPE), Mestre em Biociéncias e Biotecnologia em Saude pela
Fundag¢ao Oswaldo Cruz e Citogeneticista do LPT do Hospital da Crianga de Brasilia (HCB).
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Apesar dos avangos terapéuticos, a LLA ainda constitui a principal causa de obito por
cancer em criancas ¢ jovens adultos. A estratificagdo de risco com base em marcadores
genéticos tem desempenhado papel fundamental no ajuste terapéutico, especialmente diante da
variabilidade prognostica entre subgrupos moleculares. Embora fusdes génicas e hiperdiploidia
estejam associadas a bom prognoéstico, recaidas continuam sendo um desafio clinico
significativo, exigindo abordagens terapéuticas cada vez mais personalizadas.

Do ponto de vista clinico, a apresentacdo da LLA-B ¢ frequentemente inespecifica,
dificultando o diagnostico precoce. Artralgias e dores Osseas podem ser os Unicos sintomas
iniciais. Uma anamnese minuciosa pode revelar sinais adicionais como fadiga, dispneia,
hematomas, distensao abdominal, parestesias, linfadenopatia e inchago testicular. O exame
fisico pode evidenciar esplenomegalia, hepatomegalia, petéquias, equimoses e até massas
testiculares ou abdominais, indicando envolvimento multissistémico. Tais manifestagoes,
quando associadas a alteragdes laboratoriais, devem aumentar a suspeita diagndstica.

O diagnostico da LLA baseia-se na integragao de dados clinicos, hemogramas, bidopsia
de medula 6ssea e imunofenotipagem por citometria de fluxo. A presenga de >20% de
linfoblastos na medula 6ssea ou sangue periférico ¢ critério diagndstico segundo as diretrizes
atuais. A citometria de fluxo permite caracterizagdo detalhada das populacdes celulares, com
destaque para marcadores como CD34, CD117, CD133, CD99, CD45 e TdT, fundamentais
para definir a imaturidade celular e a linhagem envolvida. Alteragcdes hematologicas como
anemia, leucopenia, trombocitopenia e evidéncias de coagulacdo intravascular disseminada
(com aumento de fibrinogénio ¢ dimero-D) sdo achados comuns. Marcadores bioquimicos,
como elevagao de DHL, acido urico, potéssio e fosfato, apontam para sindrome de lise tumoral,
especialmente nos casos com alta carga tumoral.

O tratamento segue protocolos poliquimioterapicos divididos em trés fases: indugao,
consolidagdo e manutencdo. A fase de inducdo utiliza vincristina, corticosteroides,
pegaspargase, com ou sem antraciclinas. A consolidagdo visa eliminar clones resistentes e
prevenir recaidas precoces. A fase de manutengdo, com duracdo de dois a trés anos, inclui
profilaxia do sistema nervoso central. A estratificagdo baseada em Doenga Residual Minima
(DRM), avaliada por citometria de fluxo, ¢ essencial para guiar a intensidade terapéutica. No
Brasil, o protocolo GBTLI ¢ amplamente adotado em centros de referéncia como o Hospital da
Crianca de Brasilia.

Nos tltimos anos, tem-se reconhecido o papel determinante do microambiente tumoral
na fisiopatologia da LLA. A interagdo entre as células leucémicas e o estroma medular cria um
nicho permissivo para a sobrevivéncia e evasdo imunoldgica. No microambiente da medula
Ossea, o eixo CXCL12-CXCR4, a sinalizagdo por B-catenina e a presenca de macréfagos do
tipo M2 (TAMs) promovem crescimento celular e angiogénese, via liberagdo de VEGEF.
Estudos sugerem que o processo leucémico pode iniciar ainda in utero, com expansao clonal
favorecida por um segundo "hit" genético pos-natal, que desencadeia a conversdo para células
B leucémicas (BCP-ALL). A modula¢do do microambiente, portanto, representa um campo
promissor para terapias-alvo emergentes.

O objetivo geral do trabalho foi analisar o microambiente tumoral de pacientes
pediatricos do HCB com leucemia linfoblastica aguda do tipo B (LLA-B) que apresentam
fusdes génicas ETV6/RUNXI, TCF3/PBX1, ou alta hiperdiploidia, a fim de identificar fatores
associados a remissao completa ou a ocorréncia de recaidas. De maneira mais especifica, os
objetivos foram: descrever os achados clinicos e laboratoriais dos pacientes pediatricos do HCB
classificados nos grupos de bom progndstico de LLA-B do periodo de 2012 a 2022; analisar a
composicao celular estromal do microambiente tumoral em pacientes selecionados, a partir de
2020, por meio dos arquivos de citometria de fluxo para avaliagdo da DRM; avaliar a influéncia
do microambiente tumoral na ocorréncia de eventos de recaida; correlacionar o perfil celular
de microambiente e o desfecho do paciente.
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Metodologia

Este estudo transversal descritivo retrospectivo foi conduzido a partir da analise de
prontuérios médicos e do banco de dados do Laboratorio de Pesquisa Translacional (LPT) do
Hospital da Crianga de Brasilia (HCB), com foco em pacientes diagnosticados com Leucemia
Linfoblastica Aguda de linhagem B (LLA-B) entre 2012 e 2022. Para anélise do microambiente
tumoral, foram incluidos apenas os casos diagnosticados a partir de 2020, quando se iniciou a
utilizagdo sistematica de painéis de anticorpos para avaliagdo da doenca residual minima
(DRM) por citometria de fluxo multiparamétrica, possibilitando a caracterizacdo de
subpopulagdes celulares estromais.

As amostras utilizadas incluiram aspirado de medula d6ssea e/ou sangue periférico
coletados no diagnostico e nas recaidas, bem como arquivos citométricos obtidos durante o
monitoramento terapéutico conforme protocolo clinico. Os critérios de inclusdao abrangeram
pacientes de 0 a 18 anos com LLA-B associada a ETV6/RUNXI1, TCF3/PBX1 ou alta
hiperdiploidia, submetidos a protocolos terapéuticos apropriados a sua estratificagdo de risco.
Foram excluidos pacientes com recaida ou refratariedade atribuidas a ndo adesao terapéutica.

As variaveis analisadas contemplaram dados demograficos (idade, sexo), clinicos
(data do diagndstico, protocolo terapéutico, classificagao de risco baseada na DRM) e genéticos
(translocagdes t(12;21) e t(1;19), hiperdiploidia). A DRM e a composi¢ao do microambiente
tumoral foram avaliadas por citometria de fluxo, utilizando os painéis de oito cores do
EuroFlow, com anticorpos especificos para CD81, CD66¢, CD123, CD19, CD34, CD10, CD38,
CD20, CD45, CD73 e CD304. Os dados citométricos foram processados no software Infinicity
(Cytognos) e validados por dupla andlise independente.

Todos os dados foram armazenados na plataforma REDCap, com acesso restrito e
conforme diretrizes éticas estabelecidas. O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa do HCB (CAAE: 67108523.9.0000.0144), com consentimento informado dos
responsaveis e assentimento dos pacientes, quando aplicavel.

A analise estatistica foi realizada nos softwares Microsoft Excel (2016) e SPSS v.23,
com testes bilaterais e nivel de significancia de 5%. Foram aplicadas analises descritivas, curvas
ROC, testes de associacao, correlagdo e andlise de sobrevivéncia (Kaplan-Meier e regressao de
Cox), com categorizagdo das varidveis em niveis quantitativos e qualitativos para identificagao
de padrdes clinicos e biologicos relevantes.

Resultados e discussao

A presente investigacao aprofunda-se no papel progndstico do microambiente tumoral
em pacientes pedidtricos com Leucemia Linfoblastica Aguda de linhagem B (LLA-B),
demonstrando, por meio de dados clinicos, moleculares e citométricos, que a caracterizagao
quantitativa e funcional das células estromais e endoteliais pode contribuir de forma substancial
para a estratificagdo de risco e para a predi¢do de recaida ou obito. Tais achados corroboram e
expandem o entendimento de que o microambiente ndo atua como mero suporte estrutural, mas
como um elemento dinamicamente ativo na biologia leucémica.

Entre os 140 pacientes avaliados retrospectivamente, uma propor¢do significativa
(68,6%) apresentou translocagdes genéticas recorrentes, sendo t(12;21) a mais prevalente, e
36,4% exibiram hiperdiploidia, ambos considerados fatores de bom prognostico conforme
literatura vigente. Contudo, mesmo dentro desses subgrupos, a ocorréncia de recaidas e obitos
foi observada, o que levanta hipdteses sobre a existéncia de variaveis prognoésticas adicionais
— entre elas, o comportamento do microambiente tumoral e a resposta terapéutica aferida pela
doenca residual minima (DRM).
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Na analise do subgrupo com avaliacdo do microambiente (n=43), a cinética de
negativacdo da DRM mostrou-se relevante (tabela 1): enquanto 90,7% dos pacientes eram
DRM-positivos no 15° dia (D15), esse nimero caiu para 16,3% no 33° dia (D33) e apenas 5%
no 78° dia (D78), o que esta em consondncia com os protocolos contemporaneos que
consideram a negativagdo precoce da DRM um forte indicador de resposta adequada a
quimioterapia. Porém, a presente andlise vai além ao integrar esses dados com o perfil
imunofenotipico do microambiente.

Tabela 1 — Analise descritiva das varidveis qualitativas do resultado do DRM durante o
tratamento de LLA-B CMA, n=43

n %
DRM 15 Negativos 4 9,30
Positivos 39 90,70
DRM 33 Negativos 36 83,72
Positivos 7 16,28
DRM 78 Negativos 35 81,39
Positivos 2 4,65
Sem informacgao 6 13,95

As andlises de citometria de fluxo, realizadas com painéis multiparamétricos de oito
cores, permitiram quantificar células estromais, endoteliais e mesenquimais nos diferentes
momentos de avaliacdo. Utilizando curvas ROC, foram definidos pontos de corte para variaveis
como DRMI15VALOR, D33ESTR, D33ENDOTOTAL e D33MESENQTOTAL. Pacientes
com valores acima desses pontos apresentaram sobrevida significativamente menor, tanto em
termos de sobrevida global quanto de sobrevida livre de eventos. Tais associa¢des foram
estatisticamente robustas, como evidenciado pelas curvas de Kaplan-Meier e pelos testes de
Log Rank com valores de p < 0,05 para todas essas variaveis.

Notavelmente, a regressao de Cox apontou que pacientes com DRM positiva no D15
tinham risco 13 vezes maior de recaida ou obito (p = 0,027) (figura 1), enquanto alteragdes em
D33ESTR conferiram um risco 30 vezes superior (p = 0,018). Essa magnitude de associagdo
fortalece a hipdtese de que o microambiente tumoral pode conferir resisténcia ao tratamento,
especialmente em fases precoces da inducdo quimioterapica, possivelmente por promover
nichos protetores para as células leucémicas.

Esses dados convergem com achados prévios da literatura, como os relatados na tese
de doutorado dde Oliveira (2019), que também identificou o aumento de células endoteliais
como fator de risco independente para pior evolucdo clinica. No presente estudo, a analise
bivariada confirmou que altera¢des nos parametros D33ESTR e D33MESENQTOTAL (figura
1) foram significativamente associadas a maior risco de recaida ou 6bito, com razdes de chance
de 11,5 e 9,8, respectivamente (p = 0,034 e p = 0,047). Tais valores reforcam que o ambiente
perivascular e mesenquimal ndo apenas abriga, mas ativa vias de sinalizacdo que favorecem a
persisténcia da doenga.

Figura 1 — Curva de probabilidade de sobrevida livre de eventos por D33MESENQTOTAL,
de Kaplan-Meier, para pacientes pediatricos atendidos no servi¢o de Oncologia do
HCB diagnosticados com LLA-B, no Laboratorio de Pesquisa Translacional (LPT),
de janeiro de 2020 a dezembro de 2022. Sobrevivéncia acumulativa final = 0,957
(normal) e 0,633 (alterado)
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Ao contrario de outras analises prognosticas baseadas exclusivamente em genética ou
cinética da DRM, esta abordagem integrada permite reconhecer pacientes que, mesmo
apresentando translocacdes favoraveis como t(12;21) ou hiperdiploidia, mantém componentes
microambientais desfavoraveis que podem comprometer a erradicagao completa da doenca.
Esse fendmeno ¢ particularmente evidente nos pacientes com alteracdo em D33ENDOTOTAL,
cuja andlise de sobrevivéncia demonstrou que nenhum paciente classificado como “normal”
apresentou recaida ou 6bito — evidéncia de forte valor preditivo negativo (figura 2).

Figura 2 — Curva de probabilidade de sobrevida livre de eventos por D33ENDOTOTAL, de
Kaplan-Meier, para pacientes pediatricos com LLA-B no Laboratério de Pesquisa
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Outro aspecto relevante do presente estudo foi a capacidade da andlise do
microambiente de antecipar desfechos clinicos antes que estes se tornassem clinicamente
evidentes, o que abre margem para intervengdes precoces e individualizadas. Pacientes com
DRMI15VALOR alterada e idade ao diagnostico inferior apresentaram risco significativamente
aumentado de eventos adversos, destacando a importancia da interagdo entre fatores biologicos
intrinsecos do paciente (idade, carga genética) e extrinsecos (nicho tumoral).

Do ponto de vista metodoldgico, a padronizagdo dos painéis de anticorpos utilizados
(EuroFlow) confere alta reprodutibilidade e aplicabilidade clinica aos achados. Além disso, o
uso de ferramentas estatisticas robustas — como analise multivariada de Cox, curvas ROC e
testes exatos de Fisher — garante a solidez dos resultados, ainda que o tamanho amostral seja
relativamente modesto (n=43) para a subcoorte com microambiente caracterizado. Tal
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limitagdo, no entanto, ¢ atenuada pela significancia estatistica obtida, que indica forte poder
discriminativo mesmo em coorte reduzida.

Em sintese, os dados aqui apresentados contribuem de forma substancial para o avango
da compreensao do papel do microambiente tumoral na LLA-B pediatrica, propondo que
varidveis como D33ESTR e D33MESENQTOTAL sejam consideradas como potenciais
biomarcadores prognosticos complementares a DRM e aos dados genéticos. Estes achados
sugerem a viabilidade de incorporar avaliacdes do microambiente em protocolos clinicos de
estratificacdo de risco e vigilancia terapéutica, sobretudo em pacientes inicialmente
classificados como de bom progndstico, mas que apresentam perfis microambientais
desfavoraveis.

Do ponto de vista translacional, este estudo refor¢a o paradigma emergente de que o
sucesso terapéutico na LLA-B depende nao apenas da eliminagao da célula leucémica em si,
mas também da modulagdo do nicho tumoral que a sustenta. Nesse contexto, estratégias
terapéuticas combinadas — incluindo agentes direcionados a componentes estromais e
endoteliais — merecem investigagdo futura como adjuvantes a quimioterapia convencional.

Finalmente, os dados aqui relatados abrem caminho para futuros estudos
multicéntricos e de validagdo externa, que deverdo ampliar a coorte, diversificar os contextos
clinicos e testar intervengdes precoces baseadas na modulagdo do microambiente. Tais
iniciativas serdo fundamentais para consolidar o valor clinico das varidveis microambientais e
viabilizar sua integragdo nos algoritmos contemporaneos de manejo da LLA-B pediétrica.

Conclusoes

Este estudo evidencia o papel determinante do microambiente tumoral na evolugdo
clinica da Leucemia Linfoblastica Aguda de linhagem B (LLA-B), ao demonstrar que
parametros celulares — como a proporc¢ao de células estromais e endoteliais — e a cinética da
doenga residual minima (DRM) estdo fortemente associados ao risco de recaida e obito.
Marcadores como D33ESTR e D33MESENQTOTAL mostraram significancia estatistica como
preditores de desfecho adverso, refor¢cando a ideia de que o nicho medular ndo apenas abriga,
mas protege as células leucémicas da acao terap€utica. Esses achados dialogam com a literatura
recente, especialmente com a tese da Dra. Elen de Oliveira (2019), e ampliam a compreensao
sobre a interagao entre células tumorais e seu microambiente.

Apesar da limitagdo imposta pelo tamanho amostral reduzido, os resultados obtidos
oferecem fundamentos sélidos para futuros estudos com maior poder estatistico. O Hospital da
Crianga de Brasilia, enquanto centro de exceléncia, dispde da infraestrutura e do volume de
casos necessarios para a expansao dessa linha de pesquisa. A incorporacdo de biomarcadores
do microambiente a estratificacdo de risco pode aprimorar a personalizacdo do tratamento,
possibilitando intervengdes precoces e estratégias terapéuticas mais precisas, com potencial
impacto positivo na sobrevida e na qualidade de vida de pacientes pedidtricos com LLA-B.
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PERFIL FENOTIPICO E GENOTIPICO DE CASOS SUSPEITOS E
CONFIRMADOS DE DOENCA GRANULOMATOSA CRONICA
ATENDIDOS EM HOSPITAL TERCIARIO DO DISTRITO FEDERAL

Valkiria Kohlrausch Vidal Araujo!
Karina Mescouto de Melo?

Resumo

Objetivo: Identificar as alteragdes genético-moleculares de pacientes com Doenca
Granulomatosa Cronica atendidos no ambulatério de imunologia do Hospital da Crianga de
Brasilia José Alencar. Metodologia: Estudo transversal retrospectivo e prospectivo com dados
de prontuarios de pacientes com suspeita de imunodeficiéncia atendidos no servigo de
Imunologia do Hospital da Crianga de Brasilia (HCB) no periodo de setembro de 2021 a
dezembro de 2024. Resultados: Foram estudados 280 pacientes, 61,1% do sexo masculino e
37,86% eram lactentes. Abscessos e pneumonias foram as principais manifesta¢des clinicas em
20,64% e 18,09% dos casos, respectivamente. O principal patéogeno observado foi o
Staphylococcus aureus. Ao todo, seis casos de Doenca Granulomatosa Cronica (DGC) foram
diagnosticados. Quatro pacientes apresentavam mutacdo no gene NCFI e dois no gene CYBB.
Dois pacientes foram submetidos ao tratamento curativo de transplante de medula Ossea
(TMO). Conclusao: Houve uma frequéncia elevada de casos confirmados de DGC, 1 em cada
46 testes realizados, o que demonstra a importancia do exame para a populagao estudada. Foi
possivel ainda estabelecer a conduta terapéutica especifica, incluindo o TMO, nos casos
positivos, permitindo a cura da doenca e aumento na expectativa de vida dos pacientes.

Palavras-chave: doenga granulomatosa cronica; doencas da imunodeficiéncia primaria;
NADPH oxidase; citometria de fluxo; pediatria.

Introducio

A Doenga Granulomatosa Cronica (DGC) ¢ um Erro Inato da Imunidade (EII) raro,
com uma incidéncia de 1 caso a cada 200.000 a 250.000 nascidos vivos (Holland, 2013;
O’donovan et al., 2024). A DGC ¢ caracterizada pela disfungdao do complexo NADPH oxidase,
que ¢ responsavel por produzir espécies reativas de oxigénio (ROS) nos fagossomos das células
fagocitarias como os macrofagos, neutrofilos, mondcitos e eosinofilos (Kutlug et al., 2018).

O complexo enzimatico NADPH oxidase ¢ composto por duas proteinas presentes na
membrana celular: a gp91 phox e gp22 phox, codificadas respectivamente pelos genes CYBB ¢
CYBA, e por outras trés proteinas presentes no citosol: p47 phox, p67 phox, p40 phox,
codificadas respectivamente pelos genes NCFI, NCF2 e NCF4. O defeito da proteina gp91 ¢ a
forma mais comum da DGC, conhecida também como DGC ligada ao X (X-DGC). A forma
autossomica recessiva da DGC (AR-DGC) ¢ relacionada as outras subunidades codificadas

! Académica de Medicina do Centro Universitario do Planalto Central (UNICEPLAC) e Bolsista de iniciagdo
cientifica do Hospital da Crianga de Brasilia (HCB).
2 Médica Pediatra Imunologista e Pesquisadora do Hospital da Crianga de Brasilia (HCB).
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pelos Genes CYBA, NCF1, NCF2 e NCF4, com destaque para o gene NCF'] responsavel pela
principal forma autossomica e a segunda maior causa de DGC apo6s a X-DGC (Segal et al.,
2000; Justiz-Vaillant et al., 2023; Staudacher; Von Bernuth, 2024; O’donovan et al., 2024).

O resultado da alteracdo no complexo NADPH ¢ a incapacidade de destruicao de
microrganismos, provocando infec¢des graves e de repeticao, especialmente em pulmao, pele,
linfonodos e figado. A DGC ligada ao X (X-DGC) tende a ter uma clinica mais grave, com
manifestacdo clinica e obito precoces, quando comparada as formas autossoOmicas recessivas.
Os principais microrganismos relacionados a DGC sao bactérias (com destaque para as catalase
positivas) como por exemplo: Staphylococcus aureus, Burkholderia cepacia, Serratia
marcescens, Nocardia sp, Salmonella sp ¢ Bacilo Calmette-Guérin (BCG) e fungos como
Aspergillus sp. e Candida sp. (Holland, 2013; Justiz-Vaillant et al., 2023; Staudacher; Von
Bernuth, 2024).

O diagndstico ¢ realizado por meio da avaliacdo clinica, além de exames laboratoriais.
Entre os exames, citam-se os que avaliam a produg¢ao de reativos de oxigénio, entre eles o anion
superoxido, como o teste nitroblue tetrazolim (NBT) e o teste Di-hidrorodamina (DHR), além
do sequenciamento genético. O DHR ¢ o principal teste utilizado devido a sua simplicidade e
boa sensibilidade (Oliveira-Junior ef al., 2015; Staudacher; Von Bernuth, 2024).

O teste DHR avalia a producgdo de peroxido de hidrogénio (H202) pelos neutrofilos
periféricos apos estimulo com Phorbol-12-miristato-13-acetato (PMA) (Figura 1), que induz a
ativacdo dessas células. Em seguida, h4 adi¢@o do corante fluorescente Di-hidrorodamina (DHR
123), e posteriormente ¢ feita a analise por citometria de fluxo. Dessa maneira, os pacientes
com desempenho adequado do complexo NADPH oxidase possuem forte fluorescéncia, em
contrapartida, os pacientes com DGC demonstram auséncia de fluorescéncia (Sun et al., 2022).

Figura 1- Exemplo de analise por citometria de fluxo do teste Di-hidrorodamina (DHR). Figura
1A, exemplo de paciente com resultado normal. Observa-se aumento na
fluorescéncia entre a amostra de sangue nao estimulada e apds a estimulacdo com
PMA. Isso sugere de forma indireta a normalidade da atividade da NADPH oxidase
nos granuldcitos. 1B: Ndo hd mudancga na fluorescéncia entre a amostra com e sem
estimulo de PMA. Isso indica a falta de produgdo de perroxido de hidrogénio
(H202) nos granulocitos apos estimulo, sendo sugestivo de DGC
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PMA : Phorbol-12-Miristato-13-Acetato
Fonte: elaboragdo da autora.

Em relagdo ao tratamento da DGC, a profilaxia de eventos infecciosos ¢ realizada com
uso de antibioticos, principalmente o Sulfametoxazol+Trimetoprim (SMZ-TMP) e antifingicos
como o Itraconazol. O tratamento curativo ¢ feito com o transplante de medula 6ssea (TMO)
(Holland, 2013; Slack; Thomsen, 2018; Staudacher; Von Bernuth, 2024).

Objetivos

Identificar as alteragdes genético-moleculares de pacientes com Doenca
Granulomatosa Crdnica atendidos no servico de imunologia do Hospital da Crianca de Brasilia
José Alencar (HCB) e encaminhados para a realizagdo do teste da Di-hidrorrodamina (DHR).

Como objetivos especificos: caracterizar as principais manifestacdes clinicas e dados
laboratoriais dos pacientes com quadro clinico compativel de DGC; avaliar a fungdo oxidativa
de neutrofilos com producdo de peroxido de hidrogénio (H202) pelo teste da Di-
hidrorrodamina (DHR) por citometria de fluxo em amostras de sangue periférico de pacientes
com suspeita de DGC; identificar a presenca de mutacao especifica no gene relacionado a DGC,
por meio de sequenciamento do DNA nos pacientes com DHR alterado; comparar as alteragdes
genético-moleculares encontradas com o fendtipo clinico-laboratorial dos pacientes estudados.

Metodologia

Estudo transversal retrospectivo e prospectivo, realizado no ambulatorio de
Imunologia do Hospital da Crianga de Brasilia José de Alencar (HCB) e no Laboratorio de
Pesquisa Translacional (LPT) do hospital.

Os dados foram recrutados entre setembro de 2021 e dezembro de 2024 com dados
de prontuarios dos pacientes. Em seguida, os dados foram coletados e processados pelo
software REDCap. O recrutamento para pesquisa ocorreu durante as consultas no ambulatério
de imunologia. Foram coletados os termos de Consentimento Livre e Esclarecido e o de
Assentimento quando aplicavel. O projeto de pesquisa principal foi protocolado na Plataforma
Brasil, com o parecer aprovado no Comité de FEtica em Pesquisa: CAAE:
54370121.2.0000.0144 Parecer n®:5.563.008.

Os dados coletados para estudo foram: data de nascimento, idade na realizagdo do teste
DHR, género, histérico clinico, historia familiar, medicacdo prévia, transplante de medula
ossea, internagdo, dias de internagdo, hemograma, imunoglobulinas séricas, subpopulacdo de
linfécitos, se possui teste DHR prévio e seu resultado, laudo do teste DHR, indice de oxidacao,
sequenciamento genético e exames de cultura.

Resultados e Discussiao
Dados epidemiologicos de pacientes com suspeita de DGC

Foram atendidos 280 pacientes de setembro de 2021 até dezembro de 2024, no
ambulatdrio de Imunologia do HCB, com suspeita de DGC, encaminhados para a realizagao do
teste DHR. Do total de pacientes, 61,1% (n=171) eram do sexo masculino e 38,9% (n=109)
eram do sexo feminino, com mediana de idade de 3,25 anos, ¢ intervalo de um més até 18 anos.

Do total, 37,86% (n=106) eram lactentes (de 0 a 2 anos); 26,43% (n= 74) pré-escolares
(de 2 a 6 anos); 20,36% (n=57) escolares (de 6 a 12 anos) e 15,36% (n=43) de adolescentes (de
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12 a 18 anos). Assim como descrito na literatura (Staudacher; Von Bernuth, 2024), os primeiros
sintomas sao detectados principalmente na primeira infancia.

Dentre as justificativas clinicas evidenciou-se a prevaléncia dos casos de abscessos
(n=89), entre os quais, abscessos cutaneos (n=37), abscesso cerebral (n=18), abscesso pulmonar
(n=13) e abscesso hepatico (n=2). Houve ainda um numero importante de casos de pneumonias
(n=78), pneumonia grave (n=28), pneumonia recorrente (n=21) e pneumonia com derrame
pleural (n=29). Em relagdo as outras justificativas relevantes foram observados 62 casos de
doengas do trato gastrointestinal, sendo considerados casos de doenga inflamatoria intestinal de
inicio precoce (n=18), diarreia cronica (n=29), fistula perianal (n=10) e Doenga de Crohn
(n=15). Houve ainda 12 casos de tuberculose (5 pulmonar e 7 extrapulmonar). As justificativas
clinicas marcadas como “Outros” sdo formadas por varias outras manifestacdes clinicas, tais
como: otite, meningite, endocardite, ITU, artrite séptica, moniliase, furunculose de repeti¢ao.

Como esperado, houve grande numero de pacientes com quadros de infecgdes,
principalmente com quadros de abscessos ¢ pneumonias, sendo a doenga pulmonar mais
comum em pacientes com DGC (Justiz-Vaillant et al., 2023). Além do comprometimento do
trato gastrointestinal (TGI), acredita-se que 33% a 60% dos pacientes com DGC tenham
comprometimento do sistema digestivo, sendo principalmente importante na primeira década
de vida dos pacientes (Arnold; Heimall, 2017). Desta forma, os pacientes avaliados possuiam
indicagdo clinica de realiza¢dao do exame.

Outra manifestacdo importante, principalmente no contexto brasileiro e latino-
americano, ¢ a presenca de BCGite (Justiz-Vaillant et al., 2023; Oliveira-Junior et al., 2015).
A vacina BCG faz parte do programa nacional de imunizac¢do do Brasil, contendo o patégeno
vivo atenuado, assim os individuos com EII sdo mais suscetiveis a apresentar reagdes adversas
como a BCGite (Lyra et al., 2022; Vignesh et al., 2023). Por ser administrada logo apds o
nascimento, as reagoes adversas da vacina BCG podem ser a primeira manifestacdo da DGC
(Khalili et al., 2021), assim a indicagdo do exame nestes pacientes ¢ mandatoria (Oliveira-
Junior et al., 2015).

Em relagdo aos medicamentos em uso durante a coleta para o teste de DHR, 93 (%)
dos pacientes ja estavam em uso da medicagdo profilatica com Sulfametoxazol + Trimetoprima
(n=93). Porém um ntimero relevante de pacientes fazia uso de outros medicamentos. Entre o
grupo outros, citam-se: anti-inflamatérios, antieméticos, broncodilatadores, anticonvulsivantes
e suplementos vitaminicos. O que evidencia a heterogeneidade dos pacientes avaliados.

Quanto ao histdrico de hospitalizagdo, 73,6% (n=206) pacientes foram internados no
HCB e em 26,4% (n=74) ndo havia relato de internacdo prévia. A média de tempo de internacdo
prévia foi de 24,30 dias, mediana de 17, com intervalo de 1 a 127 dias de internagao.

Quanto aos testes de cultura, 146 realizaram uma ou mais culturas, totalizando em 245
testes,do total, apenas 92 exames de cultura vieram com resultado positivo. Dentre os
microrganismos identificados, o principal foi o Staphylococcus aureus (n=16), seguido por
Klebsiela pneumoniae (n= 11) e Staphylococcus epidermidis (n= 8).

Um percentual importante dos pacientes encaminhados para realizagdo de DHR, tinha
historico de infecgdes graves, alguns por germes oportunistas, o que corrobora a necessidade
da realizagdo do exame para a exclusdo ou confirmacao da doenga. Apesar dos diversos exames
de cultura realizados nos pacientes com DGC confirmada, apenas uma paciente (DHR 123)
apresentou resultado positivo, detectado o patdégeno Staphylococcus haemolyticus em cultura
de ponta de cateter vascular.

Em comparagado dos microrganismos encontrados na amostra com a literatura (Holland,
2013; Oliveira-Junior et al., 2015), foi observado a presenga de outros patdogenos relacionados
com a DGC entre eles: Burkholderia cepacia, Serratia marcescens e Candida sp. Porém, o tnico
microrganismo isolado em paciente com DGC confirmado ndo ¢ descrito com significdncia na
literatura, apenas em relatos de casos (Curnutte; Kipnes; Babior, 1975; Zhang et al., 2022).
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Sobre o resultado final dos pacientes que realizaram o teste DHR, 269 (96,07%)
tiveram resultados normais em comparacdo ao controle, 4 (1,42%) foram inconclusivos e 7
(2,5%) pacientes tiveram resultado alterado. Em relagdo aos pacientes que realizaram mais de
um de DHR, foi avaliado o resultado mais recente. O resultado do indice de oxidagao
apresentou uma mediana de 402, com o valor minimo de 1 e maximo de 3373. Os valores mais
baixos foram dos pacientes portadores de DGC: DHR-93 (10= 1); DHR 123 (I0O=18); DHR
124 (I0=1); DHR 45 (10=2); DHR 221 (I0=2).

O paciente DHR-31, realizou o teste DHR ap6s transplante de célula tronco, realizado
em fevereiro de 2020, o teste foi normal, demonstrando a cura pelo transplante. Nao foi possivel
refazer o teste nos pacientes com resultado inconclusivo por perda de seguimento e dbito. A
paciente DHR 53, apesar de ter um resultado alterado (OI= 27), possuia diversas comorbidades
e, por isso, fazia uso de diversas medicacdes durante o periodo de coleta do DHR. Foi realizado
o sequenciamento genético onde nenhuma variante foi encontrada.

Quanto ao desfecho destes pacientes (com teste DHR normal), aproximadamente 44
pacientes receberam alta da imunologia por nao haver identificagdo de EII, 112 pacientes
mantém o acompanhamento na especialidade. Outros 55 pacientes apresentaram diagnosticos
de outros defeitos do sistema imunoldgico ou condi¢des secundarias que o afetam, tais como:
Deficiéncia de G6PD, Doenga de Crohn, Deficiéncia de Anticorpo Especifico, Deficiéncia
Seletiva de IgM, Linfopenias, Hipogamaglobulinemias, Neutropenias ¢ Sindromes
(Desregulagao imune, poliendocrinopatia e enteropatia ligada ao X ou sindrome IPEX, Wiskott-
Aldrich, Linfoproliferativa Ligada ao X- XLP, entre outras). Dois pacientes foram
diagnosticados com DGC fora da instituicao, apresentando DHR normal apés TMO, quando
foi coletado o teste. Cerca de 55 pacientes perderam o seguimento apods a realizacdo do teste
DHR e 6 pacientes evoluiram para o6bito.

Dados clinicos de casos confirmados de DGC

Do total de 280 pacientes, 6 confirmaram DGC por sequenciamento genético, 5 com
variantes patogénicas no gene NCF1 e um no gene CYBB: ¢.676C>Tp.Arg226Ter no Exon 7.
Identificou-se ainda uma paciente com estado de portadora de variante patogénica no gene
CYBB (DHR 268), irma do paciente DHR 124. Dentre os resultados alterados do gene NCFI,
trés pacientes apresentaram mutagdo NCF1:¢c.75_76del, localizado no Exon 2, em Homozigose
e uma paciente com mutagdo NCF1:c.75_76del, localizado no Exon 2, em Heterozigose e
NCFI:¢.269G>A, Exon 4. (Quadro 1).

A manifestagdo clinica mais comum foi o abscesso e 5 pacientes foram
diagnosticados na infancia, assim como previsto e demonstrando a eficacia no reconhecimento
e manejo diagndstico do servigo (Staudacher; Von Bernuth, 2024).

Alteragao no gene NCF'I foi a variante mais comum entre os pacientes da amostra,
sendo um resultado contrario ao esperado pelos conhecimentos prévios sobre DGC, que relatam
a prevaléncia da altera¢dao no gene CYBB (O’donovan et al., 2024).

Atualmente, 5 pacientes estdo vivos, 3 aguardam TMO, 2 foram transplantados
(Quadro 1). Dos transplantados, apenas 1 (DHR 124) ndo obteve melhora no indice de oxidagao
do teste DHR, configurando um quadro de perda de enxertia p6s-TMO, com necessidade de
novo TMO. A paciente DHR 123 apresentou quadro de choque séptico refratario seguido de
parada cardiorrespiratoria evoluindo a ¢bito. Nesse caso em especifico a paciente possuia baixa
adesdo ao tratamento com uso irregular das medicacdes profilaticas e histérico de substancias
psicoativas ilicitas.

Foi observada a importancia da pesquisa entre os familiares, ja que ao analisar o DHR
e o sequenciamento genético dos progenitores e irmaos dos portadores de DGC, foi possivel
identificar as variantes genéticas de duas criangas (uma configurando estado de portadora e
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outra patogé€nica com necessidade de intervencao terapéutica) que ainda ndo manifestaram
nenhum quadro de infecgao.

Paciente DHR-221, 3 anos, masculino, irmdo da paciente DHR-45, realizou o teste
DHR com 1 ano e 8 meses e, assim como sua irma, o resultado do teste mostrou-se alterado e
0 sequenciamento genético demonstrou alteracio no gene NCFI (NCFl1:c.75 76del
p.Tyr26HisfsTer26) em homozigose no éxon 2. Atualmente esta aguardando o TMO.

A paciente DHR-268, 1 ano e 5 meses, feminino, irma do paciente DHR-124,
apresentou 49% dos granulécitos com padrdo normal ao estimulo com PMA e 61% dos
granuldcitos mostraram estimulo heterogéneo ou pouco responsivo ao estimulo com PMA com
razdo Estimulado/Espontaneo de 13,2. Ao sequenciamento genético foi observado a mesma
mutagdo que o irmdo, no gene CYBB (CYBB:c.676C>T p.Arg226Ter) no éxon 7, em
Heterozigose. Sendo assim, caracterizada como portadora de DGC. Também foi possivel a
identificacdo de mutagdao em heterozigose no material genético materno.

Quadro 1 - Andlise dos dados clinicos, laboratoriais e genéticos de pacientes com DGC

confirmado
Idade 9 anos 8 anos 18 anos 3 ano 3 anos 1 ano
Sexo Feminino Masculino Feminino Masculino  Masculino Feminino
Clinica Pneumonia BCGite, Irm&o da Irma do
Abscesso . . .
Hepatico e grave e Tuberculose adenite paciente paciente
P P abscesso pulmonar supurativa DHR 45 DHR 124
esplénico
pulmonar
Medicagao SMZ-TMP + SMZ-TMP + Rifampicina+ SMZ-TMP SMZ-TMP +
ltraconazol Itraconzol Isoniazida + Itraconazol
Pirazinamida +
Etambutol +
SMZ-TMP
Dias de
internagao 17 dias 15 dias 89 dias 30 dias - -
Patégeno Staphylococcus
isolado Haemolyticus
- - M. Tuberculosis -
Gene NCF1 NCF1 NCF1 CYBB NCF1 CYBB
alterado
Variante | yorq.c.75 7| NCF1:e.75_ | VCFT:C75_78d | oyppc 67 | NCF1:c.75_
. . el, Exon 2, : CYBB:c.676
6del, Exon 2, 76del, Exon : 6C>Tp.Arg 76del, Exon
Homozidoto 2 Heterozigoto e 226Ter 5 C>Tp.Arg22
9 ' NCF1:c.269G>A <2 0 6Ter, Exon 7
Homozigoto Exon 7 Homozigoto

, Exon 4
Fonte: elaboracao da autora.

Dentre as limitagdes do estudo, citam-se a avaliacdo de apenas dois genes (NCF1 e
CYBB) relacionados a DGC e auséncia de entrevistas individuais dos participantes do estudo.

Conclusoes
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Os dados finais deste estudo, com um total de 280 pacientes com suspeita de DGC
evidenciaram 6 casos confirmados da doenca. Foi possivel ainda a identificacdo de variantes
patogénicas no gene NCF1 em quatro pacientes, ¢ no gene CYBB em 2 paciente, o que
demonstra uma diferenga em relacdo a literatura, ja que ¢ descrita a prevaléncia da mutacao do
gene CYBB nos casos de DGC. Dos casos confirmados, as manifestagdes clinicas principais
foram abscessos e pneumonias, assim como no total dos casos suspeitos. Embora o tnico
microorganismo identificado nos casos de DGC, Staphylococcus Haemolyticus, ndo tenha sido
o principal patogeno identificado na casuistica total, nem com dados prévios da literatura.

Conclui-se que com o estabelecimento do teste DHR no laboratério de pesquisa
translacional (LPT) do HCB foi possivel a identificagdo de 6 portadores de EII raro, com
manejo adequado, desde o diagndstico até o tratamento. O que melhora de forma significativa
a qualidade e expectativa de vida dos pacientes.
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TRATAMENTO E PERFIL DAS CRIANCAS COM ATROFIA
MUSCULAR ESPINHAL SUBMETIDAS AO USO DE NUSINERSENA E
DE ONASEMNOGENO ABEPARVOVEQUE

Vanessa Menezes de Oliveira!
Natalia Spinola Costa da Cunha?

Resumo

Introducgao: A atrofia muscular espinhal (AME) é uma desordem neuromuscular, que
causa incapacidade, fraqueza muscular e Obito. Objetivo: Analisar o perfil clinico e
epidemioldgico de pacientes pediatricos com AME sob o uso do nursinersena e/ou
onasemnogeno abeparvoveque no Hospital da Crianca de Brasilia Jos¢ Alencar. Material e
métodos: Estudo retrospectivo com uso de dados de prontudrio e de via telefonica. Foram
incluidos 25 pacientes, avaliando a fun¢do respiratdria, motora e a degluticdo, antes e apds os
tratamentos, idade, sexo, tipo de tratamento, nimero de copias SMN2, comorbidades, tipo de
AME, idade do inicio do tratamento, idade do inicio dos sintomas, efeitos adversos e idade de
diagnoéstico. Resultados e discussdo: Apos os tratamentos, houve melhora motora e de
qualidade de vida, embora ndo estatisticamente significativa nas pontuacdes da escala CHOP
INTEND, no entanto observou-se estabilizagdo quanto aos dispositivos respiratdrios e nivel de
suporte, exceto no tipo 1 de AME sob uso da nusinersen. Apds o uso da nusinersen, os tipos 2
e 3 ndo houveram alteragcdes quanto aos tipos de dispositivos nutricionais, ao contrario do tipo
1 que passou a utiliza-los posteriormente. Conclusdo: Mostrou-se uma visdo mais ampla das
varias caracteristicas clinicas dos pacientes € a importancia do tratamento precoce.

Palavras-chave: Atrofia Muscular Espinhal; terapé€utica; perfil epidemiologico; pediatria.
Introducio

A atrofia muscular espinhal (AME) ¢ um distirbio neurodegenerativo progressivo
autossOmico recessivo, a qual € causada por uma dele¢do, conversao ou mutagdo do gene do
neurdnio motor de sobrevivéncia 1 (SMNI). A degeneragdo dos neurdnios motores da medula
espinhal tem como consequéncias a incapacidade, a fraqueza muscular e a morte, nas formas
mais graves. A prevaléncia da doenga ¢ de aproximadamente 1 em 10.000 nascidos vivos. Ela
¢ uma das doengas mais comuns que afetam a fun¢do muscular na infancia e possui alta
morbimortalidade, podendo se manifestar em diferentes idades e em niveis de gravidade
diferentes (Fay, 2023; Strauss et al., 2022; Nicolau et al., 2021).

A AME pode ser dividida em 5 tipos clinicos, mostrados no quadro 1:

Quadro 1- Classificag¢do dos tipos de AME e suas caracteristicas

! Académica de Medicina do Centro Universitario de Brasilia (UniCEUB) e Bolsista de iniciagdo cientifica do
Hospital da Crianga de Brasilia (HCB).
2 Neuropediatra € neurofisiologista do Hospital da Crianga de Brasilia José Alencar (HCB).
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Tipo 0 | Forma congénita (Inicio no pré-natal ou nascimento)- Tem expectativa de vida, sem
tratamento, menor que 3 meses);
Possuem contraturas, insuficiéncia respiratdria e diplegia facial.

Tipo 1 | Inicio antes dos 6 meses- Tém incapacidade de sentar ou ficar em pé sozinho.

Tipo 2 | Inicio entre 6 ¢ 18 meses- Consegue sentar mas nao anda sozinho

Tipo 3 | Inicio depois dos 18 meses- Alcanga a habilidade de andar alguma vez na vida

Tipo 4 | Forma tardia- Inicio na vida adulta
Fonte: Strauss et al. (2022) e Fay (2023).

A genética da AME ¢ advinda de uma duplicagdo de muitos genes no braco longo do
cromossomo 5(5¢), o qual cria dois genes altamente homologos que sdo o SMNI e o SMN2. O
gene SMNI tem a funcdo de produzir a proteina do neurénio motor de sobrevivéncia (SMN)
funcionante, a qual faz a montagem das pequenas ribonucleoproteinas heteronucleares. A AME
¢ causada pela perda de ambas as copias de SMN1, o que faz o gene SMN2 excluir o exon 7 em
90% dos transcritos, criando uma proteina instavel, de menor expressao SMN e mal funcionante
(Fay, 2023; Oliveira Netto et al., 2023).

O exon 7 tem o papel de gerar a proteina SMN completa e funcional. Na AME, ocorre
uma mutag¢do no local que regula a inclusdo do éxon 7 no transcrito do RNA mensageiro, uma
vez que ocorre essa mutagdo, ela produz um RNA mensageiro sem o exon 7, o que faz os
transcritos do gene SMN2 produzirem uma proteina instavel. Assim, na AME, ha dependéncia
dos genes SMN2 para a expressdao da proteina SMN. O gene SMN2 pode ter o papel de
modificador da gravidade da doenga, j& que ¢ menos ativo que o SMNI. (Fay, 2023;
OliveiraNetto ef al., 2023).

A historia natural da doenga mostra que a perda da funcdo motora ¢ inevitavel durante
o tempo. Mesmo na fase adulta, os pacientes com AME tipo 2 e 3 podem perder marcos
motores, sendo imperioso a estabilizacdo desses marcos motores mesmo em idades mais
avangadas (Ribeiro ef al., 2023).

Anteriormente ao desenvolvimento do tratamento medicamentoso, a terapéutica da
AME era exclusivamente de suporte, no entanto o tratamento de suporte ainda ¢ utilizado para
prevenir ou tratar complicagdes, principalmente respiratorias, que sdo a maior causa de Obito
nessa condicao (Nicolau et al., 2021).

Nusinersen (Spinraza®) ¢ um oligonucleotideo antisense que tem como alvo o sitio
silenciador de splicing dentro do RNA pré mensageiro do gene SMN2, o qual possibilita a
inclusdo do éxon 7 durante o processamento do RNA mensageiro, possibilitando a geracao de
uma maior quantidade de proteinas funcionantes pelo gene SMN2 (Zanoteli et al., 2024).

Onasemnogene abeparvovec (OAV101 ou Zolgensma®) ¢ uma terapia de substituicdo
genética, na qual um virus carrega a copia funcional do gene SMN/ humano (Zanoteli et al.,
2024).

Por fim, o Hospital da Crianca de Brasilia José¢ Alencar (HCB) exerce papel crucial no
tratamento e acompanhamento de pacientes com doengas raras, utilizando uma equipe
multidisciplinar para exercer um atendimento integral de exceléncia focado no cuidado e
qualidade de vida. Além disso, o local tem importancia historica no SUS, visto que foi escolhido
pelo Ministério da saude para a primeira aplicagdo gratuita de terapia genética em criangas
(Paciente [...], 2025).

O intuito deste estudo ¢ analisar o perfil clinico e epidemiologico dos pacientes
pediatricos do HCB que utilizaram nursinersena e/ou onasemnogeno abeparvoveque € suas
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evolugdes, bem como avaliar a relagdo entre o perfil epidemiologico e a idade do diagnodstico e
tratamento. Além disso, tem como objetivo comparar e analisar o tipo de suporte ventilatorio,
dispositivo nutricional e fungdo motora antes e apds a medicagdo entre os tipos de AME do
HCB, como também da literatura.

Metodologia

Foram incluidos nesse trabalho somente pacientes entre 1 ¢ 14 anos que foram
atendidos pelo HCB, de ambos os sexos, com diagnostico de AME submetidos a nusinersena
ou nursinersena € onasemnogeno abeparvoveque.

A coleta de dados foi realizada pela analise de dados clinicos e epidemioldgicos via
prontuario eletronico e via telefone, com as respostas dos responsaveis dos pacientes quando
havia a necessidade de informacdes complementares ndo contempladas pelo prontuario.
Posteriormente, os dados foram registrados em uma planilha no Google Sheets com as
variaveis: Data de nascimento, sexo, tipo de AME, tipo de tratamento, nimero de copias SMN2,
comorbidades, divididas posteriormente pela sua presenca ou auséncia desssa e pela negacao
de qualquer patologia, além da AME, idade do inicio dos sintomas, idade do inicio de
tratamento do nusinersena e do onasemnogeno abeparvoveque, tempo de duragdo dos primeiros
sintomas e o tratamento instituido, tempo de duracdo do diagnoéstico e inicio do tratamento,
tratamento realizado, idade do diagnostico de AME, efeitos adversos dos medicamentos, tipo
de suporte respiratorio, nivel de suporte ventilatério, tipo de dispositivo nutricional e fungao
motora antes e apos a medicacgao.

Para a anélise motora foram utilizadas duas escalas: Hammersmith Functional Motor
Scale Expanded (HFMSE) e CHOP INTEND, variando entre 0 a 66 ¢ 0 a 64, respectivamente,
sendo 0 a pontuacdo mais baixa (Alves ef al., 2023).

A andlise respiratoria foi realizada pela avaliacao do tipo de suporte respiratorio, a qual
foi dividida entre auséncia de suporte respiratorio, ventilagdo mecanica (VM), BIPAP (em
inglés, Bilevel Positive Airway Pressure) e ventilacdo ndo invasiva (VNI), bem como o nivel
de suporte ventilatorio, continuo ou ndo continuo, estabelecendo que o nivel continuo de
suporte ventilacdo ¢ aquele em que a necessidade de suporte ventilatorio € maior do que 16
horas por dia por um periodo maior que 30 dias.

A avaliagdo da degluticdo foi feita pela necessidade de suporte nutricional, dividida
entre ndo estd em uso de dispositivo nutricional, sonda nasoenteral (SNE) ou gastrostomia
(GTT).

Para as andlises estatisticas e de confeccdo dos graficos, foram utilizados as
informacdes compiladas posteriormente no software Microsoft Excel (2016) e analisadas pelo
programa Statistical Package for the Social Sciences (SPSS), versdo 23 (IBM Corp., 2015),
com testes bilaterais e nivel de significancia de 5%.

Os resultados antes e depois dos tratamentos foram avaliados nos diferentes tipos de
AME, por meio do teste de Wilcoxon para dados qualitativos ordinais e teste t de Student para
dados quantitativos. As escalas de funcdo motora foram avaliadas antes e ap6s a medicagao,
sendo esta ultima o resultado da média dos escores avaliados entre 0 més 1 e o més 42 (CHOP
INTEND) ou o més 1 e o més 51 (HFMSE), uma vez que ha diferentes intervalos entre cada
sessao de fisioterapia.

Resultados e discussao
Este presente estudo trata-se de um estudo observacional, quantitativo, analitico do

tipo coorte retrospectivo, o qual dentre 28 pacientes que passaram pelos critérios de inclusao,
analisou-se 25 pacientes, entre 1 e 14 anos, com AME submetidos ao tratamento com
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nusinersena ou nusinersena e onasemnogeno abeparvoveque no Hospital da Crianga de Brasilia
José de Alencar (HCB), sendo esse ultimo aplicado em hospitais de referéncia de outros estados,
uma vez que ndo havia na época o medicamento em Brasilia. Ademais, o tempo de
acompanhamento com o neurologista variou entre 14 meses e 77 meses, com média aproximada
de 53,88 meses € mediana de 54 meses.

Foram analisados 11 pacientes com a AME-1 (44%), 10 com a AME-2 (40%) e 4 com
a AME-3 (16%). De todos os participantes, 72% (n=18) fizeram o uso somente de nusinersena
e 28% (n=7) ambos os tratamentos, nusinersena e onasemnogeno abeparvoveque, sendo que
somente aqueles com AME-1 tiveram ambos os tratamentos e 36,36% (n=4) da AME-1 fizeram
o uso somente do Nusinersena. Das pessoas que informaram o nimero de cépias do SMN2 no
prontuario (n=14), 100% dos individuos convivendo com AME-1 (n=7) possuem 2 copias, 75%
com AME-2 possuem 3 cépias (n=3) e um individuo possui duas copias e 100% com AME-3
possuem 3 copias (n=3).

Em nosso estudo, 28% (n=7) fizeram o uso do onasemnogeno abeparvovec € a
média de idade foi, com desvio padrio, de 17,29 + 5,47 meses de idade, amostra com idade
superior a estudos famosos, como o SPRINT, o STR1VE e o START (Strauss et al., 2022; Day
etal.,2021; Paul et al., 2021). Além disso, neste presente estudo observou-se que 81,82%(n=9)
com AME-1 e 75% com AME-3 (n=3) eram do sexo feminino o que corresponde a maioria dos
pacientes da amostra, o que nao corrobora com a literatura (Sun; Harrington; Porter, 2023).
Sendo assim, por apresentar diferentes idades em compara¢do aos outros estudos, também
implica em resultados divergentes, fazendo-se imperioso o diagndstico e tratamento precoce no
prognostico desses individuos

Antes do tratamento com nusinersena, 56% (n=14) da amostra ndo apresentava
necessidade da utilizacdo suporte ventilatorio (n=14), 24% fazia uso de ventilagio mecanica
(n=6), 12% fazia uso do BIPAP (n=3) e 8% da VNI (n=2), apds a terapéutica, 42% permaneceu
sem suporte ventilatorio (42%), evoluindo 2 pacientes para o uso de dispositivos respiratorios,
como mostrado no grafico da figura 1.Sendo assim, corrobora com estudos estudos famosos
supracitados de haver poucas mudangas em relagdo aos aparelhos ventilatérios (Lavie et al.,
2021; Mendonga et al., 2021; Pane et al., 2019; Paul et al., 2021; Lomauro ef al., 2019; Audic
et al., 2020).

Figura 1 — Percentual do tipo de suporte ventilatorio antes e depois do tratamento com
Nusinersena

60

Legenda: marrom corresponde ao percentual antes do
tratamento, enquanto o verde, o depois.

Quanto ao nivel de suporte ventilatério antes do tratamento com Nusinersena, 32%
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(n=8) faziam uso continuo do dispositivo ventilatério e em 12% (n=3) o nivel de suporte nao
era continuo, enquanto que a maioria nao necessitava de suporte. Posteriormente ao uso do
Nusinersena, essas porcentagens aumentaram, o nivel de suporte continuo passou a ser 36%
(n=9), e 0 ndo ¢ continuo passou a ser 16% (n=4).

Na andlise de associagdo entre o tipo de AME e dados clinicos, 80% dos pacientes
convivem com AME-2 (n=8) e 100% daqueles com AME-3 (n=4) ndo estavam em uso de
suporte ventilatorio antes do uso pela primeira vez do Nusinersena, enquanto que na AME-1,
54,55% ja tazia uso do suporte, sendo em sua maioria, ventilacdo mecénica (n=6). Apds o uso
dessa terapia medicamentosa, as pessoas com AME-2 e AME-3 nao tiveram mudancas quanto
a auséncia ou a necessidade de um dispositivo respiratorio. 72,73% (n=8) dos jovens com AME-
1 estavam em nivel de suporte continuo em relagdo ao dispositivo ventilatorio com aumento
para 81,82% (n=9) apds o uso do Nusinersena e 20%(n=2) do tipo 2 de AME estavam em uso
ndo continuo do suporte, permanecendo o mesmo apds o tratamento.

Antes do tratamento com Onasemnogene abeparvovec, 42,9% (n=3) estavam em uso
de ventilagdo mecanica, 42,9% (n=3) usavam BIPAP e 14,3% (n=1) VNI e apds o uso desse
medicamento ndo houve alteragdo no tipo de suporte ventilatério. O nivel de suporte
ventilatorio antes e depois do Onasemnogene abeparvovec permaneceu, também o mesmo,
71,4% (n=5) nivel de suporte continuo e 28,6% (n=2) nivel ndo continuo.

Na andlise de associacdo, 27,27% (n=3) do tipo 1 de AME ndo estava em uso de
ventilatério antes do Nusinersena, 90% (n=9) no tipo 2 de AME e 100% (n=4) no tipo 3 de
AME. Somente no tipo 1 de AME houve o uso de SNE antes desse medicamento. O uso de
GTT foi feito por 27,27% (n=3) pela AME-1 e 10% pela AME-2 (n=1), mostrado na tabela 1.

Tabela 1 — Andlise descritiva dos dados clinicos de pacientes com AME submetidos ao
tratamento com Nusinersena e/ou Onasemnogene abeparvovec no HCB

n %

Sexo Masculino 11 44,0

Feminino 14 56,0

Tipo de AME I 11 44,0

II 10 40,0

III 4 16,0

Numero de copias do 2 8 57,1

SMN2 3 6 42,9
Nao se aplica 11

Tratamento instituido Ambos 7 28,0

Nusinersena 18 72,0

Tipo de suporte Nao estd em suporte 14 56,0

ventilatorio ventilatorio 6 24.0

antes do tratamento Ventilagcdo mecanica 3 12,0

Nusinersena Bipap 2 8,0

VNI

ANAIS XV e XVI Encontro de Iniciacéo Cientifica 2024-2025



Tipo de suporte
ventilatdrio antes do
tratamento
Onasemnogene
abeparvovec

Tipo de suporte
ventilatdrio apds do
tratamento
Nusinersena

Tipo de suporte
ventilatorio apds do
tratamento
Onasemnogene
abeparvovec

Nivel de suporte
ventilatorio antes do
tratamento
Nusinersena

Nivel de suporte
ventilatorio antes do
tratamento
Onasemnogene
abeparvovec

Nivel de suporte
ventilatorio apos o
tratamento
Nusinersena

Nivel de suporte
ventilatorio apds o
tratamento
Onasemnogene
abeparvovec

Evolugdao em meses
para suporte
ventilatorio apos o
tratamento
Nusinersena(meses)

Dispositivo
nutricional antes do

Ventilagdo mecanica
Bipap
VNI

Nao estd em suporte
ventilatorio
Ventilagdo mecanica
Bipap
VNI

Ventilagao mecanica
Bipap
VNI

Nao esta em suporte
ventilatorio
Nao continuo
Continuo

Nao continuo
Continuo
Sistema

Nao esta em suporte
ventilatorio
Nao continuo
Continuo

N3ao continuo
Continuo
Sistema

1 més (Sem suporte
respiratorio para VM)
2 meses (VNI para VM)
2 meses (Sem suporte
respiratorio para VM)

2 meses (Bipap para VM)

Nao se aplica

Nao estd em uso de
dispositivo nutricional

3 42,9
3 42,9
1 14,3
12 48,0
7 28,0
5 20,0
1 4,0
3 42,9
3 42,9
1 14,3
14 56,0
3 12,0
8 32,0
2 28,6
5 71,4
18

12 48,0
4 16,0
9 36,0
2 28,6
5 71,4
18

1 25,0
1 25,0
1 25,0
1 25,0
16 64,0
5 20,0
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tratamento SNE 4 16,0

Nusinersena GTT

Dispositivo SNE 3 42,9
nutricional antes do GTT 4 57,1
tratamento Nao se aplica 18

Onasemnogene

abeparvovec

Dispositivo Nao esta em uso de 13 52,0
nutricional apds o dispositivo nutricional 3 12,0
tratamento SNE 9 36,0
Nusinersena GTT

Dispositivo SNE 2 28,6
nutricional apds o GTT 5 71,4
tratamento Nao se aplica 18

Onasemnogene

abeparvovec

Total 25 100%

Fonte: dados da pesquisa.

A respeito dos dispositivos nutricionais, 64% (n=16) estavam sem o uso de
dispositivo nutricional antes do tratamento com Nusinersena, 20% (n=5) estavam em uso de
SNE e 16% (n=4) estavam em uso de GTT. Desses, 52% (n=13) continuaram sem uso de
dispositivo nutricional, 12% (n=3) estdo em uso de SNE e 36% (n=9) em uso de GTT apo6s o
tratamento com Nusinersena, conforme figura 2.

Figura 2 — Percentual do tipo de suporte nutricional antes e depois do tratamento com
Nusinersena
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Em relagdo a analise de associagdo, ap6s o uso do nusinersen, na AME tipo 2 e 3 ndo
houveram alteragdes, no entanto, aumentou o nimero de individuos com AME-1 usando
dispositivos nutricionais, SNE ou GTT(p<0,001), concordando com as literaturas supracitadas
(Kariyawasam et al., 2020; Osredkar et al., 2021; Lavie et al., 2021; Mendonga et al., 2021,
Pane et al., 2019).

Em relagdo ao antes e depois do uso de dispositivo nutricional com Onasemnogene
abeparvovec, apenas 1 individuo evoluiu de SNE para GTT, ndo havendo nenhuma variavel
significativa.

Dos 25 pacientes da amostra (100%), 68% (n=17) disseram ter algum tipo de
comorbidade e 32% (n=8) negaram possuir alguma doenga cronica ou condi¢do que levasse ao
maior risco de agravamento ou Obito pela doenca. Ao fazer uma analise de associagdo, foi
observado que ha mais individuos em cada tipo com alguma comorbidade do que sem
comorbidade, sendo 54,55% (n=6) na AME-1, enquanto na AME-2 70% (n=7) e AME-3 100%
(N=4).

Os efeitos adversos dos pacientes tratados com nusinersena foram dor no local da
aplicag¢do 12% (n=3), sangramento no local de aplicagdao 8% (n=2), cefaléia 4% (n=1), alopecia
4% (n=1) e alopecia juntamente da dor no local da aplicagao 4% (n=1), no entanto a maioria
daqueles que receberam a medicacdo (68%) ndo tiveram efeitos adversos, desses a maioria eram
do tipo 1 e 2 de AME.

A idade de inicio do tratamento com Nusinersena foi de 23,18 + 38,42 meses na AME-
1; 59,70 £ 37,69 meses na AME-2; 85,50 &+ 24,19 meses na AME-3. O tempo de duracdo dos
primeiros sintomas percebidos pelos responsaveis até inicio do tratamento com Nusinersena foi
de 20,27 £ 37,36 meses na AME-1; 51,44 + 35,86 meses na AME-2; 67,50 + 22,13 meses na
AME-3. O tempo de duracdo do diagndstico até inicio do tratamento com Nusinersena foi de
17,32 + 35,02 meses na AME-1; 39,30 £ 39,08 meses na AME-2; 59,50 + 24,20 meses na
AME-3.

Houve melhora da fungdo motora avaliada pelo CHOP INTEND apds tratamento com
nusinersena e/ou onasemnogeno na AME-1, com média com o desvio padrao de 19,75 + 9,54
pontos antes do nursinersena, ¢ depois de 26,12 + 12,15 pontos, € 33,29 = 12,75 pontos antes
do onasemnogene abeparvovec e 41,58 + 8,05 depois, o que corrobora parcialmente com as
literaturas atuais, as quais tiveram aumentos mais significativos expressivos (Day et al., 2021;
Paul et al., 2021).

O HFMSE ap6s o tratamento com nursinersena na AME-3, também houve melhora
com 34,25 + 21,42 pontos antes do nursinersena e 34,60 + 22,99 pontos depois, € piora no
AME-2, 19,71 + 13,33 pontos e 18,64 = 12,95 pontos depois, como mostrado na tabela 2.

Tabela 2 — Comparacdo antes e depois de escores de funcdo motora nos diferentes tipos de
AME em pacientes submetidos ao tratamento com Nusinersena e/ou
Onasemnogeno abeparvoveque no HCB

Escore n Antes Depois p*
Média (DP)  Média (DP)

AME 1  CHOP INTEND- 4 19,75(9,54)  26,12(12,15) 0,247
Nusinersena 7 33,29(12,75)  41,58(8,05) 0,061
CHOP INTEND-
Onasemnogene
abeparvovec

AME 2  HFMSE-Nusinersena 7 19,71(13,33)  18,64(12,95) 0,369
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AME 3  HFMSE-Nusinersena 4 34,25(21,42)  34,60(22,9 0,824

Conclusoes

O diagndstico e o tratamento precoce sdo primordiais para um melhor prognostico.
Ademais, ¢ imperioso o tratamento com as drogas modificadoras de curso, uma vez que apesar
de elas ndo curarem a doenca, tem papel importante na qualidade de vida futura desses
pacientes, além de terem potencial de estabilizacdo das fungdes motoras, respiratoria e de
degluticao.
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ANALISE EPIDEMIOLOGICA E PROGNOSTICA DE PACIENTES
COM LEUCEMIA AGUDA DE CELULAS T EM UM HOSPITAL
PEDIATRICO PUBLICO EM BRASILIA

Vitéria Maria Xavier Silva'
Ricardo Camargo?

Resumo

A Leucemia Linfoblastica Aguda de células T (LLA-T) ¢ uma neoplasia rara e
agressiva, representando aproximadamente 15% das leucemias pediatricas, frequentemente
associada a fatores de alto risco e prognostico desfavordvel. Este estudo transversal e
retrospectivo analisou 51 pacientes diagnosticados com LLA-T no Hospital da Crianga de
Brasilia Jos¢ Alencar (HCB), entre os anos de 2007 e 2024. A média de idade ao diagnostico
foi de 8,52 anos, com predominio do sexo masculino (64,7%). A leucometria inicial foi elevada,
com média de 223.602 células/uL, e 27,5% dos pacientes apresentaram infiltragdo no sistema
nervoso central, ambos fatores associados a maior gravidade clinica. A doenga residual minima
(DRM) foi detectdvel ao final da indu¢do em 32,5% dos casos, configurando-se como um
marcador relevante de resisténcia terap€utica e desfechos adversos. Os protocolos de tratamento
mais empregados foram o BFM-95 (69,6%) e o GBTLI-2021 (10,9%), com desempenho
semelhante na negativagdo da DRM. O estudo identificou recaidas em 24% dos casos e Obito
em 23,5%, com forte associagdo entre recaida e mortalidade. Os achados reforcam a
importancia da estratificacdo de risco baseada em biomarcadores e da adocao de terapias-alvo
e imunoterapias como estratégias complementares para o manejo da LLA-T.

Palavras-chave: oncologia pediatrica; leucemia linfoblastica aguda de células T; progndstico;
epidemiologia.

Introducio

A leucemia linfoblastica aguda (LLA) ¢ uma neoplasia maligna heterogénea do
sistema hematopoético, caracterizada pela multiplicagdo desordenada de células blasticas,
resultando no acumulo de células jovens na medula 6ssea. E a doenga maligna pediatrica mais
comum, representando 80% dos casos infantis e 20% em adultos. A LLA ¢ mais frequente na
primeira infancia (menores de 5 anos), com um pico de incidéncia entre 2 e 3 anos de idade,
sendo composta por mais de 30 subtipos geneticamente distintos, de importancia prognéstica
(Iacobucci; Kimura; Mullighan, 2021).

Nesse contexto, a LLA-T ¢ um subgrupo agressivo, responsavel por cerca de 15% de
todos os casos. Esse subtipo apresenta maior prevaléncia em meninos em comparagao a
meninas (propor¢ao de aproximadamente 5:1) e geralmente afeta criangas mais velhas
(Linabery; Ross, 2008). A LLA-T ¢ caracterizada por alta contagem de células blasticas no

! Académica de Medicina da Universidade Catolica de Brasilia e Bolsista de iniciagdo cientifica do Hospital da
Crianga de Brasilia (HCB).
2 Coordenador de Laboratorio de Pesquisa Translacional (LPT) do Hospital da Crianga de Brasilia (HCB).
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sangue periférico e na medula 6ssea, aumento dos ganglios linfaticos, massa mediastinal e
envolvimento do sistema nervoso central (Van Vlierberghe et al., 2012). Os sinais e sintomas
sdo inespecificos e incluem fadiga, dispneia e palidez associadas a anemia, hemorragias
relacionadas a trombocitopenia, febre devido a neutropenia e dor ¢ssea resultante do aumento
de células imaturas na medula dssea. A hiperleucocitose (>100 x 10°/L) ¢ uma anormalidade
laboratorial comum em pacientes com LLA-T (Hastings ef al., 2015).

A classificag@o genotipica da LLA-T permite identificar genes causadores da doenca,
avaliar o espectro e a clonalidade, além de determinar a importancia prognoéstica das alteragdes
somaticas e da linha germinativa. A transformacdo maligna de células T estd associada a
translocagdes cromossdmicas adquiridas e a alteragdes genéticas e epigenéticas, como a
superexpressdo de genes especificos (TLX3, TLX1, TALI1, TAL2, LMO1/2, LEF1, WTI1 ¢
BCL11B). Mutagdes em vias de sinalizagdo, como NOTCHI1 e PI3K, levam a perda do controle
do ciclo celular, autorrenovacao ilimitada e aumento da proliferacdo de células blasticas
(Grabher; Von Boehmer; Look, 2006).

Quanto ao tratamento, a intensificagdo precoce da terapia melhora os resultados da
LLA-T (Linabery; Ross, 2008). Esses pacientes sdo frequentemente alocados em protocolos de
alto risco devido a menor eficacia de tratamentos quimioterapicos. Dentre os corticosteroides
utilizados, a dexametasona, embora associada a maior morbimortalidade infecciosa em
comparagdo a prednisona, apresenta maior eficdcia na reducdo de recaidas, devido a sua
poténcia e penetracdo no SNC. Esquemas terapéuticos incluem a inducdo de quatro
medicamentos contendo dexametasona ¢ uma antraciclina, seguidos de consolidagdo com
ciclofosfamida. A nelarabina tem demonstrado beneficio na prevencao de recidivas no SNC,
mas seu impacto na sobrevida global permanece limitado (Teachey; O’Connor, 2020).

A estratificagdo de risco na LLA-T atualmente baseia-se principalmente na doenga
residual minima e na resposta morfoldgica da medula dssea. A maior parte dos pacientes com
DRM detectavel ao final da inducdo tem prognosticos menos favoraveis, mas os resultados
podem ser revertidos se a DRM for reduzida a niveis indetectaveis até o final da consolidacao
(Schrappe et al., 2011).

Diante disso, este estudo busca analisar as caracteristicas epidemiologicas, clinicas e
biologicas de pacientes diagnosticados com Leucemia Linfoblastica Aguda de cé€lulas T no
Hospital da Crianga de Brasilia José Alencar, entre 2007 e 2024, correlacionando varidveis
como idade, sexo, historico familiar, leucometria, infiltragao no SNC ¢ DRM com os desfechos
clinicos. Também busca descrever o perfil dos pacientes, identificar fatores associados a
gravidade da doenca e avaliar a eficacia dos protocolos terapéuticos adotados, como o BFM 95
e o GBTLI 2021, visando aprimorar as estratégias de tratamento.

Metodologia

Este ¢ um estudo transversal, retrospectivo, baseado na analise de 51 prontuarios
fisicos e eletronicos de pacientes diagnosticados com leucemia linfoblastica aguda de células T
no Hospital da Crianca de Brasilia José Alencar, entre 2007 e 2024. Foram incluidos apenas
pacientes com diagndstico confirmado e dados clinico-laboratoriais completos. As varidveis
analisadas englobaram dados demograficos, laboratoriais, genéticos, clinicos e terapéuticos. As
informagdes foram coletadas por meio da plataforma REDCap, organizadas em planilhas do
Excel e analisadas estatisticamente no software SPSS v.23, utilizando testes de associagao como
Qui-quadrado e Mann-Whitney, com nivel de significancia de p<0,05. O estudo foi aprovado
pelo Comité de Etica e conduzido em conformidade com a Declaragdo de Helsinque. Todos os
dados foram codificados para garantir a privacidade e a confidencialidade das informagdes dos
pacientes.
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Resultado e discussao
Epidemiologia da LLA-T

Entre os 51 pacientes com LLA-T avaliados, 64,7% (n = 33) eram do sexo masculino
e 35,3% (n = 18) do sexo feminino, resultando em uma razao de aproximadamente 1,8:1 entre
meninos € meninas. Embora esse dado confirme o predominio do sexo masculino, a razao
observada foi inferior a frequentemente reportada na literatura, que aponta proporc¢des de até
5:1 entre os sexos. Essa diferenca pode ser atribuida ao tamanho da amostra, ao recorte temporal
de 17 anos e ao perfil especifico da populacdo atendida, que inclui pacientes com doencas
genéticas e comorbidades associadas a maior predisposi¢ao. Estudos recentes tém apontado
variagdes regionais e institucionais nessa razdo de género, especialmente em centros de
referéncia que concentram pacientes de maior complexidade (Zhu et al., 2024; Xue et al., 2023;
Hunger; Mullighan, 2015). A média de idade ao diagnostico foi de 8,52 anos, com maior
prevaléncia entre criangas mais velhas e adolescentes.

Esses achados reforcam o perfil peculiar da LLA-T, que afeta predominantemente
meninos em idade escolar, geralmente com caracteristicas clinicas mais agressivas, como
massas mediastinais (17,6%, n = 9) e infiltracdo no SNC (27,5%, n = 14). A LLA-T apresenta
um comportamento bioldgico distinto, marcado por alteragdes genéticas como as translocagdes
TAL1 e mutagdes em NOTCHI1, que contribuem para a agressividade clinica (Van Vlierberghe
etal., 2012).

O histoérico familiar de neoplasias, observado em 13,7% (n = 7) dos pacientes, levanta
questdes importantes sobre a predisposi¢cdo genética. Embora a frequéncia ndo seja tdo alta, a
ocorréncia de neoplasias familiares € significativa, uma vez que estudos indicam que variantes
germinativas em genes envolvidos na hematopoese podem predispor ao desenvolvimento de
leucemias linfoblasticas (Brady et al., 2022; Hunger; Mullighan, 2015). Genes como PAXS,
ETV6 e RUNXI, frequentemente associados a LLA-B, também tém implicagdes em subtipos
raros de LLA-T, especialmente em familias com historico de malignidades hematologicas.

Além disso, os relatos de neoplasias familiares sugerem a possibilidade de sindromes
genéticas subjacentes, como a sindrome de Li-Fraumeni e a neurofibromatose tipo 1, ambas
associadas a mutacdes germinativas em genes supressores de tumor (TP53 e NFI,
respectivamente) (lacobucci; Kimura; Mullighan, 2021). Essas condigdes genéticas podem
influenciar o comportamento biologico da LLA-T e justificar a avaliagdo genética de pacientes
com historico familiar relevante.

Outro fator genético relevante na LLA-T ¢ a associacdo com mutagdes no gene ATM,
observadas em pacientes com ataxia-telangiectasia. O gene ATM desempenha um papel crucial
na resposta ao dano ao DNA e na manuteng¢o da estabilidade gendmica, e sua disfungdo pode
resultar em um aumento da instabilidade cromossomica, predispondo ao desenvolvimento de
malignidades hematoldgicas, incluindo LLA-T (Teachey; O’Connor, 2020; Van Vlierberghe et
al., 2012). Pacientes com mutacdes em ATM frequentemente apresentam resisténcia ao
tratamento convencional, tornando essencial a investigacdo dessa alteracdo para possiveis
ajustes terapéuticos (Grabher; Von Boehmer; Look, 2006).

Os achados do presente estudo (tabela 1) também reforgam a importancia de investigar
potenciais mutagoes herdadas em pacientes pediatricos diagnosticados com LLA-T. Além de
permitir um melhor entendimento da patogénese, essa abordagem pode contribuir para a
identificacao precoce de individuos de risco em familias afetadas, permitindo intervengdes
preventivas ou diagnoéstico precoce. Tendéncias familiares de cancer podem fornecer insights
valiosos sobre 0os mecanismos genéticos e epigenéticos envolvidos no desenvolvimento da LLA
(Linabery; Ross, 2008).
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Tabela 1 — Perfil clinico-epidemioldgico de pacientes com Leucemia Linfoblastica Aguda de
células T atendidos no Hospital da Crianca de Brasilia José Alencar (2007-2024)

Variavel Categoria / Valor n %
Sexo Masculino 33 64,7
Feminino 18 35,3
Idade ao diagnéstico Média: 8,52 anos <1 ano: 3 <1 ano: 5,88
1 a 10 anos: 27 1 a 10 anos:
>10 anos: 21 52,94
>10 anos: 41,18
Massa mediastinal Presente 9 17,6
Ausente 42 82,4
Infiltracao no sistema nervoso central Presente 14 27,5
Ausente 37 72,5
Historico familiar de neoplasia Presente 7 13,7
Ausente 44 86,3
Grau de parentesco com historico Avo 2 28,57
familiar
Avo 1 14,29
Tia 1 14,29
Prima 2 28,57
Provavel sindrome 1 14,29
familiar

Fonte: elaboragdo propria com base nos dados coletados no Hospital da Crianga de Brasilia José Alencar (2024).

Leucometria inicial e idade ao diagnostico

No presente estudo, a leucometria inicial média foi de 223.602 células/pL, com valores
variando de niveis normais até¢ extremos superiores a 1.000.000 células/uL. O diagndstico e a
estratificacdo inicial de pacientes com LLA-T baseiam-se em critérios clinicos e laboratoriais
amplamente validados, incluindo a andlise da leucometria no momento da apresentagdo.
Segundo o National Cancer Institute (NCI), valores acima de 50.000 células/pL classificam os
pacientes como de alto risco, com maior necessidade de intensificagdo terapéutica. No entanto,
em LLA-T, a presenca de hiperleucocitose grave (>200.000 células/uL) ¢ frequentemente
utilizada como indicador adicional de risco elevado (Schrappe et al., 2011).

A hiperleucocitose ¢ uma caracteristica marcante da LLA-T e esta associada a uma
maior carga tumoral inicial, além de complica¢des secundarias, como sindrome de lise tumoral
e maior risco de infiltracdo em 6rgdos, incluindo SNC e pulmdes. A leucometria inicial elevada
¢ um dos critérios mais consistentes de estratificacdo, com impacto direto na probabilidade de
recaida e na sobrevida livre de eventos (Hunger; Mullighan, 2015; Zhu ef al., 2024).
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Neste estudo, observou-se que pacientes com hiperleucocitose apresentaram maior
incidéncia de DRM positiva ao final da indugdo. A persisténcia de células residuais em
pacientes com alta leucometria inicial sugere uma resisténcia intrinseca a quimioterapia inicial,
que pode ser atribuida a alteragdes genéticas, como mutacoes em NOTCHI1 e PI3K,
frequentemente presentes na LLA-T (Iacobucci; Kimura; Mullighan, 2021).

O envolvimento de caracteristicas imunofenotipicas como a expressao de CD34 tem
se mostrado relevante, com associagdo direta entre alta leucometria, presencga desse marcador e
risco futuro de recaida, evidenciando a necessidade de abordagem terapéutica mais agressiva ja
nas fases iniciais (Gao et al., 2024). A presenca de carga tumoral elevada também tem sido
relacionada a menor resposta precoce € maior resisténcia aos protocolos convencionais (Xue et
al., 2023).

Pacientes com leucometria inicial superior a 200.000 células/uL frequentemente
necessitam de protocolos intensificados, como a inclusdo de antraciclinas na indugdo e
esquemas de consolidagdo mais robustos, para melhorar o controle da doenga. Apesar desses
ajustes, esse grupo de pacientes continua a apresentar desfechos menos favoraveis em
comparag¢do aqueles com leucometria inferior (Hastings ef al., 2015).

A idade ao diagndstico ¢ considerada um dos principais critérios progndsticos em
leucemia pediatrica. Pacientes com LLA diagnosticados antes dos 10 anos tendem a apresentar
melhor resposta aos tratamentos, enquanto adolescentes e jovens adultos frequentemente
apresentam desfechos mais adversos. Isso pode ser explicado pela presenca de alteracdes
genéticas distintas, maior incidéncia de resisténcia ao tratamento e menor adesao ao protocolo
terap€utico em faixas etdrias mais altas (Brady ef al., 2022). A média de idade dos pacientes
analisados foi de 8,52 anos, com uma distribui¢do que incluiu criangas de 0,42 a 17 anos.
Embora a LLA-B apresente um pico de incidéncia entre 2 e 5 anos, a LLA-T geralmente
acomete criangas mais velhas e adolescentes, o que também foi observado no presente estudo
(Hunger; Mullighan, 2015).

Embora a idade ao diagnostico ndo tenha apresentado associacdo estatistica
significativa com recaidas ou 6bitos neste estudo (p > 0,05), a literatura sugere que essa variavel
deve ser considerada em conjunto com outros fatores prognosticos, como leucometria inicial e
DRM, para a estratificagao de risco (Teachey; O’Connor, 2020; Niu; Soberbo, 2025).

Os resultados deste estudo reforgam que a leucometria inicial elevada e a idade ao
diagnodstico sdo parametros fundamentais na estratificagdo de risco e na personaliza¢do do
tratamento de LLA-T. Enquanto a hiperleucocitose estd diretamente associada a uma doenga
mais agressiva, a idade ao diagndstico deve ser avaliada em conjunto com biomarcadores
moleculares, como a DRM, para fornecer uma perspectiva prognodstica mais precisa. A
integragdo de critérios clinicos e genéticos pode melhorar a estratificacao de risco e otimizar as
estratégias terapéuticas, contribuindo para melhores desfechos (Iacobucci; Kimura; Mullighan,
2021; Xue et al., 2023).

Protocolos de tratamento

Os pacientes do estudo foram tratados principalmente com os protocolos BFM 95
(69,6%, n=35), BFM 2009 (13%, n=6) e GBTLI 2021 (10,9%, n =5). A escolha do protocolo
¢ influenciada por fatores como estratificagao de risco inicial, leucometria, infiltracdo no SNC
e presenca de DRM detectavel ao final da indugdo. Em relacdo a estratificagdo de risco, a
maioria dos pacientes (75,6%, n = 38) foi classificada como de alto risco, enquanto 19,5% (n=
10) foram classificados como risco intermediario e apenas 4,9% (n = 2) como baixo risco. Essa
estratificacdo baseou-se em critérios como leucometria inicial, idade ao diagnostico, infiltragao
no sistema nervoso central e presenca de doenca residual minima ao final da indu¢ao. Pacientes

ANAIS XV e XVI Encontro de Iniciacéo Cientifica 2024-2025



de alto risco tiveram maior prevaléncia de DRM detectavel (32,5%, n = 16) e apresentaram
piores desfechos clinicos, incluindo taxas mais elevadas de recaida e mortalidade.

Pacientes tratados com os protocolos BFM 95 e GBTLI 2021 apresentaram taxas
semelhantes de DRM detectavel ao final da indugao, com o BFM 95 mostrando uma ligeira
vantagem na redu¢ao da presenga de DRM. Especificamente, 80,65% (n = 28) dos pacientes
tratados com BFM 95 apresentaram DRM indetectavel, enquanto no GBTLI 2021 essa taxa foi
de 80% (n = 4).

Em contrapartida, os protocolos BFM 2009 e Recife 2000 (LLA Recife 200)
apresentaram significativamente mais casos de DRM positiva (p < 0,05). Esses protocolos,
frequentemente aplicados a pacientes de maior risco, mostraram limitagdes em alcancar a
eliminagdo completa das células residuais, provavelmente devido a alta carga tumoral inicial e
as caracteristicas moleculares adversas desses subgrupos.

Esses resultados destacam que, embora os protocolos BFM 95 ¢ GBTLI 2021 sejam
eficazes na redu¢do da DRM, ajustes terapéuticos adicionais podem ser necessarios para
pacientes de alto risco tratados com protocolos menos eficazes. A presenga de DRM ¢ um dos
principais preditores de recaida e mortalidade, mesmo em esquemas intensivos (Schrappe et
al.,2011; Xue et al., 2023).

Apesar de apresentarem resultados semelhantes quanto a DRM, os protocolos BFM
95 e GBTLI 2021 diferem em sua abordagem terapéutica. O GBTLI 2021 ¢ mais flexivel,
permitindo ajustes baseados em biomarcadores moleculares e resposta precoce, enquanto o
BFM 95 segue um esquema mais padronizado, mas ainda eficaz, particularmente em pacientes
de risco intermedidrio e baixo.

Por outro lado, a alta prevaléncia de DRM positiva em pacientes tratados com BFM
2009 e LLA Recife 200 reflete a necessidade de intensificag@o terapéutica nesses esquemas. A
introducdo de agentes mais eficazes, como nelarabina, pode melhorar os desfechos nesses
subgrupos, especialmente em casos de infiltragao no SNC e alta leucometria inicial (Hastings
et al., 2015; Niu; Soberbo, 2025).

Biologia molecular e estratificacdo de risco

As translocagdes cromossdmicas, em particular a del(1p32)-SIL-TAL1, foram
detectadas em 36,7% (n = 18) dos pacientes analisados. Essa alteracdo estd associada a
expressdo aberrante de TALI, um fator de transcricdo que promove a proliferacdo
descontrolada de linfoblastos T. Essa translocagdo ¢ um marcador de pior prognostico,
reforcando a necessidade de terapias-alvo especificas (Van Vlierberghe et al., 2012).

As alteracdes genéticas como TALI1, NOTCHI e PI3K sdo frequentemente
identificadas na LLA-T e desempenham um papel crucial na transformagao maligna das células
T. Mutagdes no gene NOTCH1, por exemplo, ocorrem em mais de 60% dos casos de LLA-T e
promovem a proliferagdo celular descontrolada, sendo consideradas alvos promissores para
terapias-alvo (Van Vlierberghe et al., 2012).

No presente estudo, a pesquisa de transloca¢des limitou-se a SIL-TALI1, o que
evidencia uma limita¢dao no diagnostico molecular atual do laboratdrio de pesquisa do HCB.
Embora essa translocacdo seja altamente relevante no contexto da LLA-T, outras alteragdes
genéticas importantes, como rearranjos envolvendo os genes TLX1, TLX3, HOXA ¢ LMO2,
ndo foram incluidas na investigacdo molecular. Essa limitacdo restringe a capacidade de
caracterizar completamente o perfil bioldgico da doenga, comprometendo a identificacao de
subgrupos especificos que poderiam se beneficiar de terapias mais direcionadas.

Os dados deste estudo sugerem que a presenca de SIL-TALI1 estd associada a
caracteristicas clinicas adversas, como maior prevaléncia de DRM positiva e infiltracdo no
SNC. Esses achados sdo consistentes com a literatura, que associa essa translocagao a desfechos
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mais desfavoraveis em pacientes com LLA-T, particularmente em subgrupos de alto risco
(Tacobucci; Kimura; Mullighan, 2021).

Além disso, mutagdes adicionais, como as encontradas nas vias PI3K/AKT e RAS,
tétm sido associadas a resisténcia ao tratamento e maior probabilidade de recaida. A
identificacdo dessas alteragdes moleculares, ainda pouco exploradas em muitos centros, amplia
o entendimento da resisténcia biologica e reforca a importancia de uma abordagem diagnostica
que va além da citometria e da morfologia convencional (Brady et al., 2022; Niu; Soberbo,
2025).

A expressdo de marcadores como CD34 também tem sido correlacionada a desfechos
desfavoraveis, especialmente quando associada a mutagdes em NOTCHI1 e a persisténcia de
DRM. A avaliacdo conjunta desses biomarcadores pode aprimorar significativamente a
estratificacdo de risco e auxiliar na defini¢do precoce de estratégias de intensificacdo terapéutica
(Gao et al., 2024).

A investigacdo molecular limitada ao SIL-TALI1 ressalta a necessidade de expandir as
analises genéticas realizadas no laboratdrio, incorporando a pesquisa de outros marcadores
relevantes e tecnologias avangadas. Além de melhorar a estratificacdo de risco, isso
possibilitaria a identificagdo de novos alvos terapéuticos e a introducdo de estratégias mais
personalizadas, como o uso de inibidores de NOTCHI e imunoterapias (Teachey; O’Connor,
2020).

No futuro, a integracdo de tecnologias modernas e a ampliacdo do painel de
marcadores moleculares poderdo oferecer melhores perspectivas de manejo clinico para
pacientes com LLA-T, especialmente aqueles classificados como de alto risco. Tais avangos
sdo essenciais para superar as limitagdes atuais e garantir um tratamento mais eficaz e
direcionado (Xue et al., 2023).

Relacio entre dados clinicos, recaidas e ébitos

Entre os 51 pacientes avaliados, 24% (n = 12) apresentaram recaida e 23,5% (n=11)
evoluiram para 6bito ao longo do prazo. A infiltragdo no sistema nervoso central (SNC) esteve
significativamente associada a ambos os desfechos, com aumento de 10,67 vezes no risco de
recaida (p = 0,002) e 6,4 vezes no risco de morte (p = 0,011). A barreira hematoencefalica
dificulta a penetracdo de agentes quimioterapicos no SNC, comprometendo o controle da
doenca e elevando a chance de recidiva e mortalidade (Schrappe ef al., 2011).

A presenca de trombocitopenia (plaquetas <100.000/mm?) também se associou a
maior frequéncia de recaidas e 6bitos, ainda que sem significancia estatistica no caso da recaida
(p =0,091). J& para obito, a trombocitopenia apresentou odds ratio de 11,579, e o sangramento
de mucosas, de 8,7, revelando o impacto da disfun¢cdo hematopoiética em fases avancadas da
LLA-T. Esses achados refletem a fragilidade clinica de pacientes com medula Ossea
severamente infiltrada, com menor capacidade de regeneragdo e resposta ao tratamento
(Teachey; O’Connor, 2020; Xue ef al., 2023).

Embora a associagdo entre leucometria inicial e recaida nao tenha sido estatisticamente
significativa neste estudo (p = 0,255), valores superiores a 200.000 células/uL indicam carga
tumoral elevada e tendéncia a quadros mais agressivos, condi¢do que pode antecipar recaidas e
comprometimento terapéutico (Hastings et al., 2015; Gao et al., 2024).

No presente estudo, dos 51 pacientes analisados, 24% (n =12) apresentaram recaida e
23,5% (n = 11) evoluiram para 6bito. Destaca-se que, entre os pacientes que recairam, 58,3%
(n =9) ndo sobreviveram, evidenciando uma forte associa¢ao entre recaidas e desfechos fatais.
Isso evidencia que a recaida € o principal preditor de desfechos fatais, especialmente no subtipo
T, onde o comportamento bioldgico recidivante tende a ser mais instavel, com actiimulo de
alteragOes genéticas secundarias, aumento da heterogeneidade clonal e menor sensibilidade aos
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protocolos de reinducgdo (Schrappe et al., 2011; Zhu et al., 2024). A doenga recidivante tende a
expressar maior instabilidade genética, com mutagdes associadas a proliferacdo descontrolada
e resisténcia farmacologica, como as que envolvem NOTCHI1 e ativacdo da via
PI3K/AKT/mTOR (Hunger; Mullighan, 2015).

Pacientes com DRM positiva apresentaram taxas significativamente maiores de
recaida e 6bito, o que refor¢a a importancia do monitoramento precoce da resposta ao
tratamento. A persisténcia de DRM indica resisténcia bioldgica ao protocolo terapéutico, o que
exige ajustes terapéuticos mais agressivos, como a intensificagdo do regime quimioterapico ou
a introducao de imunoterapias (Teachey; O’Connor, 2020). A analise aprofundada da DRM
como fator prognostico demonstra forte poder discriminatério para eventos adversos,
especialmente por se tratar de um fator independente na LLA-T que possui capacidade para
prever recidivas sist€émicas e extramedulares (Zhu et al., 2024). A aplicacao de protocolos
ajustados a resposta inicial e guiados por DRM mostra impacto direto na reducdo da
mortalidade, com énfase em estratégias de intensificacdo precoce e individualizagdo do
tratamento, sobretudo nos subgrupos de alto risco.

Conclusao

Este estudo descreve as caracteristicas epidemiologicas, clinicas e biologicas da LLA-
T. Identifica predominancia de pacientes de alto risco. Observa associagdo entre infiltragao no
SNC, leucometria elevada e DRM positiva com piores desfechos. Avalia a resposta aos
protocolos terapéuticos utilizados. Evidencia limitagdes na investigagdo molecular e nos
registros clinicos. Destaca a importancia da estratificacdo de risco e do monitoramento da
DRM. Ressalta a necessidade de aprimoramento diagndstico e terapéutico na LLA-T, a fim de
promover uma abordagem terapéutica mais personalizada e eficaz, com menor toxicidade para
0s pacientes.
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