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RESUMO

A Leucemia Linfoide Aguda (LLA) é uma patologia maligna dos linfoblastos B ou T
caracterizada pela expanséo clonal de células precursoras linfoides, sendo a neoplasia infantil
mais frequente. O Instituto Nacional do Cancer (INCA) estimou para o triénio de 2020-2022
aproximadamente 10.800 novos casos de leucemias no Brasil. Ademais, somente na regido
Norte, para o ano de 2020, foram estimados aproximadamente 320 novos casos entre homens
e mulheres. Para o tratamento de LLA, um dos principais e efetivo agente quimioterapico é a
asparaginase (ASNase), demonstrando uma alta eficiéncia terapéutica, contudo, sua utilizagéo
demonstrou diversas complicacdes, como hipersensibilidade, hepatotoxicidade e
desenvolvimento de pancreatite associada a asparaginase (PAA). Buscando reduzir os efeitos
adversos, foi desenvolvida uma nova formulacdo, a PEG asparaginase (PEG ASNase), que
demonstrou reduzir esses efeitos nocivos durante o tratamento, porém com oscilacdes
interpessoais, tanto na eficiéncia quanto na adversidade dos efeitos. Variantes genéticas em
CPA2 (uma carboxipeptidase pancreatica), MYBBP1A (co-repressor NF-kB), RGS6 (regulador
de sinalizacdo da proteina G) e ULK2 (regulador de autofagia de células do pancreas)
apresentam relacdo com a fisiologia das células pancredticas, influenciando na resposta deste
orgdo frente ao tratamento por PEG ASNase, afetando a efetividade e favorecendo o
desenvolvimento de pancreatite. Diante disso, este estudo buscou avaliar o impacto das
variantes (rs199695765, rs3807342, rs3809849, rs17179470 e rs281366) neste grave efeito
adverso, objetivando encontrar biomarcadores preditores de PAA e assim colaborarem na
modulacdo da conduta terapéutica dos pacientes com LLA. Ensaios Tagman para discriminacao
alélica foram realizados em 35 pacientes submetidos a terapia com PEG ASNase em um
hospital de referéncia em oncopediatria nos Estado do Para e Rio Grande do Sul. As associacdes
entre genotipos e frequéncias alélicas com a PAA foram averiguadas por Exato de Fisher, Qui-
quadrado e Odds Ratio (p<0,05). Nossos resultados apontaram uma associacdo entre 0S
gendtipos GT de RGS6 e CT de ULK2 com a PAA. Estas variantes génicas podem colaborar
nas decisdes sobre o protocolo com uso de PEG ASNase, e assim auxiliar na redugdo da PAA
em pacientes pediatricos com LLA.

Palavras-Chave: Leucemia linfoide aguda. PEG Asparaginase. Pancreatite.



Abstratc

Acute Lymphoid Leukemia (ALL) is a malignant pathology of B or T lymphoblasts
characterized by the clonal expansion of lymphoid precursor cells, being the most frequent
childhood neoplasm. The National Cancer Institute (INCA) estimated for the three-year period
2020-2022 approximately 10,800 new cases of leukemia in Brazil. Furthermore, in the North
region alone, for the year 2020, approximately 320 new cases were estimated among men and
women. For the treatment of ALL, one of the main and effective chemotherapeutic agents is
asparaginase (ASNase), demonstrating a high therapeutic efficiency, however, its use has
shown several complications, such as hypersensitivity, hepatotoxicity and the development of
pancreatitis associated with asparaginase (AAP). Seeking to reduce adverse effects, a new
formulation was developed, PEG asparaginase (PEG ASNase), which has been shown to reduce
these harmful effects during treatment, but with interpersonal oscillations, both in efficiency
and adverse effects. Genetic variants in CPA2 (a pancreatic carboxypeptidase), MYBBP1A (NF-
kB co-repressor), RGS6 (G protein signaling regulator) and ULK2 (pancreatic cell autophagy
regulator) are related to the physiology of pancreatic cells, influencing in the response of this
organ to PEG ASNase treatment, affecting the effectiveness and favoring the development of
pancreatitis. Therefore, this study sought to evaluate the impact of the variants (rs199695765,
rs3807342, rs3809849, rs17179470 and rs281366) on this serious adverse effect, aiming to find
AAP predictive biomarkers and thus collaborate in modulating the therapeutic approach of
patients with ALL. Tagman assays for allelic discrimination were performed in 35 patients
undergoing therapy with PEG ASNase at a reference hospital in oncopediatrics in the States of
Para and Rio Grande do Sul. Associations between genotypes and allele frequencies with AAP
were investigated by Fisher's Exact, Chi-square and Odds Ratio (p<0.05). Our results showed
an association between the GT of RGS6 and CT of ULK2 genotypes with AAP. These gene
variants can collaborate in decisions about the protocol with the use of PEG ASNase, and thus

help to reduce AAP in pediatric patients with ALL.

Keywords: Acute lymphoid leukemia. PEG Asparaginase. Pancreatitis.
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1 INTRODUCAO

1.1 Consideracg0des Gerais das Leucemias

O desenvolvimento de células-tronco hematopoiéticas (CTHs) € um processo que
consiste em varias etapas ordenadas e reguladas por um conjunto de fatores intrinsecos e do
microambiente, chamado de “nicho”, que definem a diferencia¢do das CTHs. As leucemias sao
disturbios hematoldgicos resultados da desregulacdo dessa diferenciacdo celular, causando um
aumento anormal dos precursores das séries mieloide ou linfoide. Além disso, nas leucemias,
ocorre um processo de selecdo e dominéncia das células mutantes durante a competicdo por
recursos de nicho, gerando nichos anormais na medula 6ssea, que estdo relacionados a patologia
da doenca. (ENCISO; MENDOZA; PELAYO, 2015).

Sendo assim, as leucemias envolvem um grupo de malignidades que acometem as
CTHs, caracterizadas por um elevado numero de leucécitos no sangue periférico e/ou medula
Ossea, que ocorre devido a expansdo clonal dos blastos, células imaturas do processo de
hematopoiese, demonstradas na figura 1 (JULIUSSON; HOUGH, 2016). Estas malignidades
apresentam etiologias, caracteristicas clinicas e tratamento divergentes. Com base nestes fatores
e no comprometimento da linhagem celular, as leucemias sdo classificadas, de forma geral, em
quatro grupos principais: leucemia linfoide aguda (LLA), leucemia mieloide aguda (LMA),
leucemia linfoide crénica (LLC) e leucemia mieloide crénica (LMC) (YAMAMOTO;
GOODMAN, 2008).

Figura 1 - Processo de hematopoese. CFU: unidade formadora de col6nia; E: eritroide; Eo: Eosindfila; Baso:
baséfilo; GEMM: granulocitica, eritroide, monocitica e megacariocitica, GM: granulécito, mondcito; Meg:
megacariocito; NK: natural Killer.

Célula-tronco
pluripotente (75 &
G o

CFUGeEmMM
Célula progenitora
mieloide mista
Célula-tronco
\ linfoide
TN
BFUE M
D56,

&
Progenitor CFUgo
de eritroides Progenitor
de eosinéfilo
CFUE D/\ Progemtgr gIe granulécitoe | Timo
= megacariécito [3
4 v
@ & @ @ & @ @

Eritrocitos Plagquetas Mongcitos Neu{réfilos Eosir-ugi‘ilos Baséﬁlos 7Linfécitos Células NK

Fonte: HOFFBRAND; MOSS, 2013.
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1.2 Epidemiologia das Leucemias

As leucemias sdo o tipo de céncer mais frequente em criangas, representando
aproximadamente um terco dos canceres infantis, e sua incidéncia aumentou nas Gltimas
décadas (MEZEI et al., 2014). Esse aumento é perceptivel por meio da base de dados
GLOBOCAN e também ocorre em relacdo a mortalidade, visto que, em 2018, as leucemias
corresponderam a 437.033 dos casos de incidéncia e 309.006 dos casos de morte por cancer
mundialmente, enquanto que no ano de 2020, esses numeros foram de 474.519 novos casos e
311.594 casos de morte (BRAY et al., 2018; SUNG et al, 2021). As estimativas feitas para o
ano de 2025 (Figura 2) pela Agéncia Internacional de Pesquisa em Cancer (IARC), mostram

que essas taxas continuardo aumentando (IARC, 2022).

Figura 2 — NUmero estimado de novos casos e mortes de 2020 a 2025 por leucemia, em ambos 0s sexos, idade de
0-85+.

Asia Asiﬁ
Europa Europa

América Setentrional Ameérica Setentrional

América Latina e Caribe Ameérica Latina e Caribe

Aﬁica Aﬁ'ica
Oceania Oceania
T T T T T T T 1 T T T T T 1
0 50 100 150 200 250 300 350 0 50 100 150 200
. Numero estimado de novos casos (em milhares) . Numero estimado de mortes (em milhares)
Totais Totais
2020 | 474519 |—|_ 2020 | 311594 _II
D | ® D 2020 2025 2025 | 345792 2020 2025
2025 2025

Fonte: IARC, 2022 (adaptado).

O Estudo Global de Carga de Doencas (GBD) do Institute for Health Metrics and
Evaluation produz estimativas utilizando diversas fontes adicionais e, com base nesse grupo,
houve um aumento superior a 25% do namero total de casos de leucemia global no periodo de
2005 a 2015 (BISPO; PINHEIRO; KOBETZ, 2020).

Além das estimativas, a IARC também realiza a classificacdo de 185 paises através do
indice de desenvolvimento humano (IDH), com o objetivo de enriquecer os dados. Em 2018,
houve uma incidéncia e mortalidade por leucemia substancialmente superior nos paises mais
desenvolvidos, visto que a comparacdo de IDH alto/muito alto com IDH médio/baixo
apresentou os respectivos valores de aproximadamente 1,8 vezes superior a cada 100.000
habitantes e acima de 1,2 vezes superior a cada 100.000 habitantes, tanto para homens quanto
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para mulheres (BRAY et al., 2018). Em 2020 esses valores aumentaram para aproximadamente
2,0 vezes superior a cada 100.000 habitantes em incidéncia e 1,3 vezes superior a cada 100.000
habitantes em mortalidade (IARC, 2022). Os dados também demonstraram em 2018 que,
globalmente, houve uma maior incidéncia (6,1 x 4,3 por 100.000) e morte (4,2 x 2,8 por
100.000) nos homens em relacdo as mulheres. Essa tendéncia em relagcdo ao sexo se manteve
nos dados levantados pelo GLOBOCAN em 2020, sendo as taxas de incidéncia 6,9 x 4,5 por
100.000 habitantes e mortalidade 4.0 x 2,7 por 100.000 habitantes (BRAY et al., 2018; SIEGEL
et al, 2022).

No Brasil, a leucemia é o décimo tipo de cancer mais incidente, tendo apresentando no
ano de 2017 um total de 9.196 oObitos: 4.795 homens e 4.401 mulheres, respectivamente. As
estimativas para o pais (figura 3) sdo, para cada ano do triénio 2020-2022, de 5.920 novos casos
em homens e 4.890 em mulheres. Considerando a regido Norte (figura 4) do pais, hd um elevado
indice de casos, sendo a leucemia o quinto cancer mais frequente em homens (4,45/100 mil) e
sexto em mulheres (3,35/100 mil). Para a cidade de Belém, a estimativa para o ano 2020 foi de
320 novos casos (INCA, 2019).

Figura 3 - Distribui¢do dos dez tipos de cancer mais incidentes estimados para 2020 por sexo para Brasil.

Préstata 65.840 292% Homens Mulheres  Mama feminina 66.280 297%
Célon e reto 20520 91% Célon e reto 20470 92%
Traquefa, bronguio e pulmao 17.760 7.9% Colo do dtero 16.590 74%
Estdmago 13,360 59% Tragueia bronquio e puimdo 12440 5.6%
Cavidade oral 11.180 50% Gindula tireoide 11.950 54%
Esdfago 8.690 39% Estdmago 7.870 35%
Bexiga 7.590 34% Ovirio 6.650 30%
Linfoma néo Hodgkin 6,580 29% Corpo do (tero 6.540 29%
Laringe 6470 29% Linfona ndo Hodgkin 5450 24%
Leucemias 5.920 26% Sistema nervoso central 5.220 23%

" *Nimeros arredondados para miltiplos de 10
Fonte: INCA, 2019.
Figura 4 — Distribuicdo dos dez tipos de cancer mais incidentes estimados para 2020 por sexo para a regido

Norte.
Localizacao Primaria Casos ;) Localizacao Primaria Casos ®

Pristata 2770 28.7% Homens Mulheres  Mama ferninina 1.970 21.0%
Estdrnags 1.110 11.5% Colo do (e 1.940 20,6%

Tragueia, brnquio ¢ pulmio 870 9.0% Célon & reto 290 63%

Célon & reto 490 51% Tragueta, brénguio & pulmdo 590 63%

Leucemias 410 4.2% Estomago 550 5.9%

Cavidade aral 340 15% Leucemias 320 34%

Sistema nervoso central 300 1% Sistema nervoso central 260 3.0%

Eséifago 250 26% Owirio 310 3%

Laringe 240 25% Ghinduly tnecide 260 28%

Linfoma ndo Hodglin 210 2.2% Corpo do dteny 230 24%

* Wmres amedondados para midtiplos de 10.

Fonte: INCA,2019.
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1.3 Diagnostico de Leucemias

Os sintomas mais frequentes das leucemias resultam da proliferacdo clonal de blastos
leucémicos na medula 6ssea, impedindo a producdo normal de eritrocitos, da série branca e
plaquetas, sendo comum anemia, trombocitopenia e neutropenia com graus variaveis. Sendo
assim, o hemograma é normalmente o primeiro exame a evidenciar as alteragdes morfologicas.
Ademais, a medula dssea produz diversos tipos celulares e uma citopenia reflete fungéo
deficiente da medula ou destruicdo periférica da célula envolvida. A maioria dos pacientes com
leucemia apresenta mais de uma alteracdo hematoldgica quantitativa no momento do
diagndstico, dessa forma € recomendada a investigacéo deste tipo de quadro. Para o diagndstico
definitivo é necessario o mielograma, porém, dependendo do perfil de celularidade no sangue

circulante periférico, o diagnostico também pode ser feito deste material (KAPLAN, 2019).

O diagndstico para o tipo de leucemia é feito associando o quadro clinico com o0s
resultados dos exames morfoldgicos e citoquimicos. Os principais exames sdo: morfologia
celular, citogenética, citometria de fluxo e biologia molecular. Cada exame enriquece 0
diagnostico, a exemplo da citometria de fluxo, que diferencia os tipos de leucemia com base
nas caracteristicas imunofenotipicas, e da citogenética, que identifica as alteractes
cromossémicas presentes, as quais possuem papel importante para o progndéstico devido sua
correlacdo com a agressividade da doenca (SANCHEZ, 2020). Os resultados necessarios para
a classificacdo de uma leucemia como linfoide aguda sdo: contagem de blastos no mielograma
igual ou maior que 20%, definindo como aguda, e identificagdo da linhagem linfoide, por meio
da imunofenotipagem por citometria de fluxo (figura 5) (MOREIRA; BATISTA; SILVA,
2018).

Figura 5 - Representacdo esquematica do citdmetro de fluxo.
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FL1/FL2: Parametros de fluorescéncia, FSC: forward scatter, parametro que avalia o tamanho celular, SSC: side
scatter: parametro que avalia a complexidade interna das células Fonte: diagnosticosdobrasil.com.br, acesso em
26/11/2022; SILVA, 2010.
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1.4 Leucemia Linfoide Aguda

A Leucemia linfoide aguda (LLA) é uma patologia maligna dos linfoblastos B ou T
caracterizada pela expansdo clonal de células precursoras linfoides (figura 6) (PUCKETT;
CHAN, 2021). Essas células leucémicas, progressivamente, substituem e competem com 0s
elementos normais da medula éssea e, por meio do sangue periférico, chegam a diversos 6rgaos
e tecidos, causando sinais e sintomas clinicos, como infec¢des frequentes, febre, dor dssea,
linfadenopatia, palidez, sangramento/hematomas com facilidade, falta de ar, cefaleia,
hepatoesplenomegalia, fraqueza e fadiga constantes (GOMEZ-MERCADO; SEGURA-
CARDONA; PAJARO-CANTILLO; MESA-LARGO, 2020).

Figura 6 — Células de paciente com LLA.

Fonte: FADEL, 2010.

A LLA apresenta um modelo bimodal de distribuicdo, com o primeiro pico na infancia,
tendo o risco maior em criancas menores de 5 anos, que diminui até aproximadamente 20 anos
retornando a aumentar lentamente no segundo pico, que ocorre apds 0s 50 anos. A maioria dos
casos da doenga ocorre em criancgas - cerca de 6 em cada 10 casos - mas a maioria das mortes -
cerca de 4 em 5 - ocorre em adultos. O risco de desenvolver a neoplasia € maior em brancos do
gue em afro-americanos, além dos homens serem ligeiramente mais propensos que as mulheres
(ZUCHERMAN; ROWE, 2014;). Para 2022, as estimativas da American Cancer Society (2022)
para LLA nos Estados Unidos foram de aproximadamente de 6.660 novos caso e 1.560 mortes

em ambos 0s sexos.

Os fatores etioldgicos da LLA nédo séo bem definidos, além de apresentarem um elevado
nivel de complexidade. Contudo, estudos identificaram uma predisposi¢do relacionada as

sindromes genéticas como sindrome de Down, anemia de Fanconi, sindrome de Bloom, ataxia
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telangiectasia e sindrome de colapso de Nijmegen, além de outros fatores predisponentes, como
exposicdo a radiacdo ionizante, infeccBes virais, bacterianas e fangicas (TERWILLIGER,;
ABDUL-HAY, 2017), tabagismo materno (CHUNXIA et al., 2019) e exposi¢es quimicas
(ORSl et al., 2018).

A classificacdo de tumores linfoides da Organizacdo Mundial da Saiude (OMS) é
referéncia global para o diagnostico desde sua 32 edicdo em 2001, baseada na classificacéo
R.E.A.L (Revised European-American Classification of Lymphoid Neoplasms) desenvolvida
pelo International Lymphoma Study Group (ILSG) no ano de 1994. As definig¢Oes estabelecidas
nas sucessivas classificacbes da OMS foram adotadas para uso por patologistas, clinicos,
cientistas de pesquisa basica e translacional, além de terem sido incorporadas aos codigos da
Classificacdo Internacional de Doencas (CID). A classificacdo mais atual € a 5% edicdo,
publicada em 2022, conforme o quadro 1 (ALAGGIO et al., 2022)

Quadro 1 — Classifica¢do da Organiza¢do Mundial da Salde para a Leucemias Linfoblésticas.

Leucemia aguda de linhagem ambigua

Leucemia aguda indiferenciada

Leucemia aguda de fenétipo misto (MPAL) com t (9;22) (q34.1; q11.2); BCR-ABL1
Leucemia aguda de fendtipo misto com t(v;11g23.3); rearranjo KMT2A
Leucemia aguda de fenétipo misto, B/mieloide, NOS

Leucemia aguda de fendtipo misto, T/mieloide, NOS
Leucemia/Linfoma linfoblastico B

Leucemia/linfoma linfoblastico B, NOS

Leucemia/linfoma linfoblastico B com alta hiperdiploidia

Leucemia/linfoma linfoblastico B com hipodiploidia

Leucemia/linfoma linfoblastico B com iAMP21

Leucemia/linfoma linfoblastico B com BCR:: caracteristicas semelhantes a ABL1
Leucemia/linfoma linfoblastico B com rearranjo KMT2A

Leucemia/linfoma linfoblastico B com ETV6:: fusdo RUNX1
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Leucemia/linfoma linfobldstico B com ETV6:: Caracteristicas do tipo RUNX1
Leucemia/linfoma linfoblastico B com fusdo de TCF3:: PBX1
Leucemia/Linfoma linfoblastico T

Leucemia/linfoma linfoblastico T, NOS

Leucemia/linfoma linfoblastico precoce T-precursor

Fonte: NOS = ndo especificado. Adaptado de ALAGGIO et al., 2022.

1.5 Tratamento de LLA

Para o tratamento de LLA, é fundamental a escolha correta do protocolo terapéutico a
ser utilizado, aumentando assim as chances de cura do paciente. Os principais protocolos
terapéuticos se baseiam em trés partes (figura 7), na seguinte ordem: Inducéo de remisséo - que
consiste em restaurar a producdo normal das células sanguineas — intensificacdo (ou
consolidacdo) — periodo de tratamento intenso, destinado a prevenir células resistente aos
farmacos — e manutencdo — fase com objetivo de evitar o retorno da doenca, através do uso em
baixa concentragdo de drogas com fungdo de aumentar do tempo de inducdo -
(CAVALCANTE; ROSA; TORRES, 2017). Além desses protocolos, o transplante alogénico
de CTHSs vem sendo utilizado em casos de pacientes de alto risco e ha também o surgimento de
novas estratégicas terapéuticas, com agentes moleculares especificos e imunoterapia (INABA;
MULLIGHAN, 2020).

A terapia de inducdo de remissdo consiste em trés drogas - um glicocorticoide
(prednisona ou dexametasona), vincristina e asparaginase (ASNase) - ou quatro - com adicao
da antraciclina - administradas durante 4-6 semanas que induzem a remissdao completa em
aproximadamente 98% dos casos de pacientes pediatricos. A dose, esquema e tipo de
glicocorticoide sdo determinados com base na idade do paciente, risco de recaida e fase do
tratamento. O risco de infecgdo bacteriana durante a neutropenia pode ser reduzido com
antibioticos profilaticos, como levofloxacina (INABA; MULLIGHAN, 2020).

O aprimorando do suporte a terapia diminuiu a taxa de mortalidade na indugéo para 2—
3%, mas algumas criangas ainda apresentam eventos adversos graves, incluindo infecgéo
durante o primeiro ciclo de tratamento. Apés a terapia de inducéo, a terapia de consolidacéo
subsequente comega a erradicar as células leucémicas residuais (KATO; MANABE, 2018).
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A segunda etapa do regime de tratamento, a consolidacéo, consiste em varios ciclos
curtos e sequenciais de quimioterapia a cada 2 semanas, geralmente com citarabina, metotrexato
em altas doses, vincristina, ASNase, mercaptopurina e glicocorticoides, durante o periodo de
12 semanas. Essa etapa € seguida por uma fase de intensificacéo tardia (terapia de reinducéo)
que inclui uma combinacdo semelhante de drogas usadas durante a terapia de inducdo
(MALARD; MOHTY, 2020).

A terapia de manutencdo € administrada ap0s a terapia de consolidagéo, geralmente dura
de 1 a3 anos e consiste em baixas concentracdes de mercaptopurina diaria, metotrexato semanal
com ou sem vincristina e pulsos de glicocorticoides a cada 1-3 meses. Essas drogas agem no
aumento do tempo da inducdo e tem como objeto prevenir o retorno da doenca. Durante o
periodo de tratamento, pode ocorre o surgimento de efeitos adversos, dentre eles vémitos,
nauseas, diarreia, mucosite gastrointestinal, eritema, erupc@es, maculo papilar, dermatite entre
outras patologias (CAVALCANTE; ROSA; TORRES, 2017; KATO; MANABE, 2018;
MALARD; MOHTY, 2020).

Figura 7 — Visao Geral do tratamento de LLA.
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1.6 Tratamento com Asparaginase

Um dos diversos medicamentos utilizados no tratamento para LLA é a enzima
bacteriana ASNase, que tem demonstrado uma alta eficiéncia, durante décadas, na inducgéo de
remissdo em diversos protocolos (COOK; LITZOW, 2020), podendo ser encontrada em duas
formas nativas provenientes ou da Escherichia coli ou da Erwinia chrysanthemia. A ASNase
de E. coli é a mais comumente utilizada, enquanto a de Erwinia tem seu uso destinado aos
pacientes que apresentaram reacdes de hipersensibilidade a forma originada de E. coli, visto
que sdo enzimas desenvolvidas a partir de bactérias, € comum este tipo de rea¢cdes imunogénicas
(CECCONELLO et al., 2020).

O uso da ASNase resultou em um alto nimero de casos com o desenvolvimento da
hipersensibilidade seguida da producdo de anticorpos anti-ASNase e reducdo da atividade
enziméatica do farmaco (BATTISTEL et al., 2021). Com objetivo de reduzir o potencial
imunogénico e, consequentemente, as reacGes ja citadas, foi desenvolvida uma terceira
formulacdo, resultado da conjugacdo da ASNase de E. coli com o polietilenoglicol, chamada
de PEG ASNase. Essa nova formulacao € administrada pelas vias intramuscular e intravenosa,
além disso apresentou menores taxas de formacdo de anticorpos, meia vida mais longa,
deplecdo mais rapida da asparagina (Asn) e reduziu o nimero de casos de alergia (PETERSEN
etal., 2014).

A acdo anti-leucémica da ASNase advém da reducdo da Asn circulante, pois a enzima
atua como um catalisador da hidrdlise de Asn, degradando-a em aspartato e amonio. Devido as
células leucémicas ndo possuirem ou apresentarem em baixo nivel a enzima asparagina-
sintetase (ASNS) (responsavel pela producdo de asparagina intracelular), ha uma grande
dependéncia da Asn circulante. Com a auséncia de Asn, ocorre a inibi¢do da sintese de DNA,
RNA, proteinas constitutivas, regulatorias e anti-apoptéticas, levando a morte celular,
representada na figura 8. Dessa forma, ocorre uma selecdo especifica para as células
leucémicas, visto que as células normais da linhagem linfoide n&o s&o afetadas, pois apresentam
a ASNS expressa em niveis normais (MENEGUETTI, 2017; HEO; SYED; KEAM, 2019).

Devido as grandes variacOes interpacientes em relagdo ao desenvolvimento de
hipersensibilidade, dos niveis minimos de atividade da enzima no soro e das diferentes
propriedades farmacocinéticas nas formulag6es utilizadas, € necessario que haja, para ASNase,
0 monitoramento de drogas terapéuticas (TDM) (EGLER; AHUJA; MATLOUB, 2016). Como

forma de avaliar a terapia recebida pelos pacientes, utiliza-se 0 monitoramento em tempo real
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da atividade da ASNase, devido as limitacfes para aferir as concentragdes de Asn. Com base
nessa técnica, é possivel coletar dados importantes para o gerenciamento do tratamento, além
de identificar casos de inativacdo imunoldgica (hipersensibilidade subclinica) (SALZER et al.,
2018).

Figura 8 - Mecanismo de acdo da asparaginase em células normais e tumorais.

Sangue

asparaginase

acido aspartico + NH‘f“l

N

asparagina

&cido aspartico acido aspartico
g y e rietees @) oo 3
B asparagina asparagina sintetase aspalgina ®
Sintese proteica Sinte&roleil:a.—} ATEE
\_ celular

Célula normal Célula tumoral
Fonte: CECCONELLO et al, 2020.

Além das reacdes de hipersensibilidade, devido a ASNase apresentar uma toxicidade
sistémica, a enzima também esta relacionada a pancreatite, trombose, hiperglicemia, disfuncéo
neuroldgica, nefropatia e hepatotoxicidade. Ademais, tanto as formulacdes nativas de ASNase
quanto a PEG ASNase demonstraram ser 0s agentes antineoplasicos com maior ocorréncia de
lesdo hepética (KAMAL et al., 2019).

1.7 Pancreatite Associada a Asparaginase

Dentre as reacdes citadas, a pancreatite associada a ASNase (PAA) é caracterizada por
uma inflamacgdo subita do parénquima pancreatico associada a terapia com ASNase que
geralmente se desenvolve entre 3 e 10 dias apds a ultima dose utilizada, sendo um dos efeitos
adversos mais graves e frequentemente motivo para interrupcao do tratamento. Seu diagndstico
inicial pode ser efeito com base nos critérios de Atlanta, no qual o paciente deve apresentar
duas das trés condigdes: 1- dor abdominal consistente com pancreatite aguda; 2- niveis séricos
de lipase ou amilase pelo menos trés vezes acima do limite superior do normal, o uso de ambos
0s marcadores € importante devido a existéncia de casos em que um marcador esta, porém o
outro elevado estd normal; e 3- achados caracteristicos de pancreatite aguda em exames de
diagnostico por imagem. A PAA é caracterizada por edema moderado e generalizado do
pancreas, sem insuficiéncia pancreatica, sendo, na maioria dos casos, reversivel. Porém,

algumas das possiveis complicacGes graves sdo: pseudocistos, necessidade de ventilagcdo
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assistida, diabetes mellitus dependente de insulina, pancreatite cronica, dor abdominal
persistente e morte secundéria associada a PAA (GIBSON et al, 2021).

Sua incidéncia varia de 2% a 18% e pacientes com idade entre 10 e 18 anos
demonstraram 2,4 vezes mais risco de desenvolver PAA em comparagdo com pacientes mais
jovens, além da estratégia de terapia também influenciar, tendo as terapias de alto risco com
PEG ASNase adicional um risco trés vezes maior para o surgimento do efeito adverso do que
terapias de risco padréo (LIU et al, 2016; DENTON et al, 2017; LEBOVIC et al, 2017). Entre
outros fatores de risco estdo obesidade e ascendéncia nativa americana (GIBSON et al, 2021).
Segundo o estudo de LIU et al (2016), a taxa de PAA foi seis vezes maior em pacientes
pediatricos que receberam cinco ou mais doses de ASNase superiores a 3.750 Ul/m? do que em
pacientes que receberam doses inferiores a 3.750 Ul/m? ou menos de cinco doses,

demonstrando que a dose/intensidade do tratamento também é um fator de risco.

Os sinais e sintomas da PAA sdo néuseas, vomitos e dor abdominal subita, comumente
localizada na regido epigastrica, dor irradiada para as costas ou ombros, febre baixa e derrame
pleural (Figura 9), tendo como tratamento o suporte para reduzir 0s sintomas e possiveis
complicacdes. A pancreatite aguda em si apresenta como complicagdes a curto prazo necrose
pancreatica (passivel de infeccdo) e formacao de pseudocistos (suco pancreatico envolvido por
uma parede ndo epitelizada) e algumas complicacBes graves como sindrome da resposta
inflamatoria sistémica, faléncia multipla de 6rgaos (pulmdes e rins 0s 6rgdos mais comumente
afetados), pneumonia toxica, sindrome do desconforto respiratorio agudo e insuficiéncia renal
(RAJA; SCHMIEGELOW; FRANDSEN, 2012).

O uso de antibidticos na pancreatite € recomendado quando hé a confirmacao de necrose
infectada, em caso de persisténcia de dor intensa, é recomendada a remocao cirargica das areas
necrosadas, enquanto os casos de pseudocistos devem ser tratados de forma padrdo, podendo
ser feito também a drenagem percutanea guiada por ultrassom. Na ocorréncia de pseudocistos
ou de necrose, com ou sem infeccdo, deve ser feita a suspensdo permanente da ASNase
(ZAVYALOV et al, 2010; BAIl et al, 2011; JAZRAWI; BARTH, 2011)

Os fatores ligados a enzima, como formulacéo e método de administragdo ndo parecem
influenciar no risco de desenvolvimento de pancreatite. A patologia é considerada um reflexo
sistémico da deplecdo da Asn, causando reducdo da sintese proteica, afetando 6rgdos como
figado e pancreas. Ha indicios de interferéncia de predisposi¢cdes genéticas, com base que a
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reacdo ocorre ap0Os poucas doses administradas e com alto indice de reincidéncia na reexposi¢do
(RAJA; SCHMIEGELOW; FRANDSEN, 2012).

Figura 9 - Diagnostico e tratamento de PAA.
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1.8 PAA Associada a Fatores Genéticos
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Devido a correlacdo com fatores genéticos de seus efeitos adversos, a farmacogenética

da ASNase tem sido estudada com objetivo de aprimorar o tratamento, considerando a

variabilidade da base genética de cada paciente (ABAJI; MAJA, 2019). Sendo assim, com base

em seus efeitos relacionados a pancreatite e suas frequéncias na populacdo, as variantes dos

genes CPA2, MYBBP1A, RGS6 e ULK2 foram selecionadas com alvos para este estudo.

1.8.1 Gene CPA2

O gene CPA2, localizado no brago longo do cromossomo 7, banda 32, sub-banda 2,

codifica uma das trés procarboxipeptidases pancreaticas, a procarboxipeptidase A2, que sofre

ativacdo proteolitica no duodeno pela acdo da quimotripsina C. Ao ser ativada atua sobre

residuos de aminoacidos aromaticos expostos pela acdo de quimiotripsinas e elastases,
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hidrolisando ligacBes peptidicas COOH-terminais em proteinas e peptideos (SZABO et al,
2016; NAKANO et al, 2015).

Uma das variantes do gene CPA2 é 0 rs199695765, que apresenta a frequéncia mundial
de 0,01% e consiste na troca de uma base citosina por timina, o que leva a formacéo de codon
de parada, interrompendo traducdo precocemente no éxon 2, codon 51 de uma proteina com
419 aminoacidos, levando a sua nao funcionalidade (NCBI, 2022). Conforme o estudo de Liu
et al (2016), dentre diversas variantes estudadas, esta é elencada como alto risco para o
desenvolvimento da PAA. Também foi descrito que a via pela qual esta e outras variantes de
CPA2 elevam o risco do desenvolvimento de PAA ainda nédo é clara, porém os resultados do
estudo sugerem que seu mecanismo possivelmente difere da patogénese de outras formas de
pancreatite e também de outras formas de pancreatite associadas a drogas antileucémicas.
Ademais, vale ressaltar que os pacientes portadores desta variante desenvolveram PAA apds a
primeira dose de ASNase, sugerindo que o medicamento néo seria tolerado o tempo necessario
para que fosse eficaz, sendo recomendada nestes casos a utilizacdo de uma abordagem com

uma dose menor (LIU et al;2016).

A partir da analise das consequéncias da variante rs199695765 foi possivel elencar a
variante rs3807342 como alvo interessante para estudo, apesar de ndo haver nenhum relato na
literatura. Como a variante rs199695765 tem como consequéncia a ndo funcionalidade da
proteina sintetizada, porém sendo rara devido sua baixa frequéncia mundial, buscou-se para o
estudo uma outra variante com frequéncia maior e com potencial para um efeito semelhante ao
causado pela rs199695765. A expressdo de CPA2 foi utilizada como base para a escolha de
rs3807342, uma variante intronica causa pela troca de uma base citosina por uma timina, que
apresentava, conforme o banco de dados GTEx Portal (2022), uma reducdo na expressao do
gene e uma frequéncia de aproximadamente 20%, sendo bem maior quando comparado aos
0,01% de rs199695765 (NCBI, 2022). Dessa forma, ao analisar ambas as variantes, seria
possivel pressupor se a pancreatite é causada devido a auséncia da proteina de CPA2 ou se a
reducdo na sua expressao e consequente menor disponibilidade seria fator suficiente para causar

o efeito adverso.
1.8.2 Gene MYBBP1A

O gene MYBBP1A, localizado no brago curto do cromossomo 17, banda 13, sub-banda

2, codifica a proteina 1A de ligacdo a proteina proto-oncogene c-MYB e possui funcao
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reguladora transcricional nucleolar, sendo também importante em diversos processos celulares
como a resposta ao estresse nuclear, sintese de DNA ribossomal, controle do ciclo celular,
desenvolvimento embrionario inicial, regulacdo da inflamacdo, supressdo tumoral via
modulacéo da atividade de p53 e senescéncia celular (GEORGE et al, 2015; FELIPE-ABRIO,
VERDUGO-SIVIANES, CARNERO, 2020).

Este gene apresenta a variante rs3809849 que possui a frequéncia mundial de
18,2% e consiste na troca de uma base de guanina por uma de citosina, alterando o0 aminoécido
codificado pelo codon (NCBI, 2022). Tal variante apresenta associagdo para o desenvolvimento
da PAA, possivelmente devido a funcdo de MYBBP1A de co-repressor do fator nuclear kappaB
(NF-kB), que pode ndo ser exercida como consequéncia da alteracdo. Dessa forma, nédo
ocorreria a repressdo de NF-kB, levando a PAA, visto que NF-kB apresenta um papel
fundamental na pancreatite aguda. Ademais, a variante MYBBP1A rs3809849 também esté

associada a trombose durante o tratamento com ASNase (ABAJI et al, 2017).
1.8.3 Gene RGS6

O gene RGS6, localizado no braco longo do cromossomo 14, banda 24, sub-banda 2,
codifica um membro da familia de proteinas RGS (regulador da sinalizacdo da proteina G) que
tem como caracteristica a presen¢a de um dominio RGS, atuando como regulador da duracéo e
magnitude da sinalizacéo iniciada por GPCRs - receptores acoplados a proteina G - e modulador
de atividades neuronais, cardiovasculares e linfociticas. Além disso, a proteina RGS6 também
faz parte da subfamilia R7 (RGS6, RGS7, RGS9, RGS11) de proteinas RGS, caracterizada pela
presenca de dominios DEP (disheveled/Egl-10/pleckstrin) e GGL (semelhante a proteina G
gama), que possibilita a interacdo com proteinas de membrana para controlar o direcionamento
celular e a associacdo com G beta 5. Ademais, o gene RGS6 ja foi encontrado desregulado em
alguns tipos de céncer, como carcinoma de ovario, mama e pancreas (LUO et al, 2015;
AHLERS, CHAKRAVARTI, FISHER, 2016).

Uma variante de RGS6 foi associada por WOLTHERS et al (2017) com a PAA, a
rs17179470 com frequéncia mundial de 6,6%, que altera uma base de guanina para citosina
dentro de uma regido intrénica. A hipotese de relacdo de PAA com esta alteracdo seria que a
presenca da proteina RGS6 em células acinares pancreéticas estaria associada com um melhor
quadro de pancreatite. Contudo, o papel de RGS6 com a fisiopatologia da pancreatite ndo esta

totalmente descrito. Existe a possibilidade que esta variante afete o gene de forma negativa,
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levando a um pior quadro da inflamacéo, visto que também ja foi descrito por JIANG et al
(2015) que RSG6 é encontrado em expressao reduzida, tanto a nivel de mRNA quanto de sua
proteina, em casos de pacientes com cancer de pancreas, predizendo um prognéstico ruim
(WOLTHERS et al, 2017; JIANG et al, 2014).

1.8.4 Gene ULK2

O gene ULK2, localizado no brago curto do cromossomo 17, banda 11, sub-banda 2,
codifica uma proteina serina/treonina quinase ULK2, importante para a transformacdo de
astrocitos e crescimento de tumores. Além disso, a proteina esta relacionada com a rede do gene
transcricional p53 e desempenha papel regulador na autofagia em resposta a fome, devido ao
seu envolvimento também na iniciacdo regulada pela via metabdlica mTOR, regulando a
formacdo de autofagdforos, os precursores dos autofagossomos (CHAIKUAD et al, 2019;
CLOTAIRE et al, 2016,).

Este gene apresenta diversas variantes com relevancia dentro dos casos de PAA, dentre
elas a rs281366, uma troca de uma base de citosina por timina que causa uma variante nao
codificante de um éxon transcrito, com frequéncia mundial de 3,7% relatado por WOLTHERS
et al (2017). A associacdo de ULK2 com PAA é especulada devido a sua funcdo na autofagia
em resposta a fome, visto que esse processo ja foi descrito em relacdo a inflamagfes e em
especifico a pancreatite. Durante o tratamento com ASNase, especula-se que a deplecdo de
asparagina induz um estado semelhante a inanicao, onde ocorre regulacao positiva da autofagia.
Sendo assim, ha também a possibilidade de ocorrer uma incidéncia maior de pancreatite em

pacientes com alterac6es na funcdo autofagica (WOLTHERS et al 2017).

Sendo assim, com base na relevancia e eficacia do tratamento com a ASNase para 0s
pacientes com LLA, este trabalho visa investigar as variantes dos genes CPA2, MYBBP1A,
RGS6 e ULK2 associados a ocorréncia de PAA, descrevendo seus possiveis efeitos isolados e

em conjunto, além de descrever também suas respectivas frequéncias alélicas e genotipicas.
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2 JUSTIFICATIVA

Considerando a alta eficicia do tratamento com ASNase descrito na literatura,
aprofundar o conhecimento sobre essa medicacao se faz fundamental. Outro fator de relevancia
é 0 alto nimero de relatos de efeitos toxicos, tendo sido desenvolvida a formulacdo PEG
ASNase, com objetivo de reduzir essas reaces. Sendo assim, € necessario avaliar os efeitos
negativos dessa nova formulagdo nos pacientes que receberem a terapia, visto que a populacéo
estudada, referente a regido Norte do pais, apresenta uma grande variabilidade e miscigenacéao
genética, informac&o relevante a ser considerada na abordagem farmacogenética, devido haver

indicios de interferéncia de variantes génicas no desenvolvimento de PAA durante o tratamento.

A descricdo da influéncia das variantes estudadas na clinica do paciente é um valioso
conhecimento para a utilizacdo do tratamento com PEG ASNase, visto que, através da
genotipagem, haveria a possibilidade de avaliar se o tratamento seria efetivo e prevenir efeitos
toxicos no paciente. Dessa forma, caso fosse necessario, se iniciaria um tratamento com outra
medicacdo, fornecendo agilidade na quimioterapia, além de segurancga, pois evitaria o
desenvolvimento de efeitos prejudiciais ao paciente, que levariam a interrupcéo do tratamento
com PEG ASNase.

Devido a gravidade do efeito adverso, sendo constantemente uma das principais razoes
para interrup¢do de tratamento, avancar no entendimento do mecanismo responsavel e quais
fatores possuem interferéncia na ocorréncia de PAA se torna fundamental para garantir a
eficacia e seguranca da terapia. Sendo assim, este trabalho visa corroborar para melhoria na
assisténcia de pacientes com LLA, fornecendo informacdes sobre caracteristicas genéticas que,
caso estejam presentes nos pacientes, apresentam potencial para prejudicar o tratamento com

essa medicacéo.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Investigar e correlacionar pardmetros genéticos com os dados clinico-fenotipicos de
pacientes com LLA sob tratamento com PEG ASNase.

3.2 Objetivos Especificos

Realizar a genotipagem das variantes rs199695765 e rs3807342 do gene CPAZ2,
rs3809849 do gene MYBBP1A, rs17179470 do gene RGS6 e do gene rs281366 ULK2
em amostras de pacientes com LLA;

Investigar o impacto das variantes investigadas como preditoras de risco a pancreatite
associada a asparaginase (PAA);

Avaliar o efeito de conjunto de variantes em potencial no risco de PAA;

Avaliar as frequéncias alélicas das variantes na populacéo estudada em relacdo ao risco
de PAA;

Avaliar as frequéncias genotipicas das variantes na populacdo estudada em relacéo ao
risco de PAA.
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 Tipo de estudo e Amostragem

Trata-se de um estudo de carater observacional. A amostragem foi ndo-probabilistica
por conveniéncia. Foram analisados um total de 35 pacientes, atendidos pelos servigos
oncologicos do Hospital Oncoldgico Infantil Octavio Lobo (HOIOL), no estado do Para, e do
Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA), no estado do Rio Grande do Sul, no periodo de
10/2020 a 09/2022. Apos assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE)
foram coletados 5mL de sangue periférico em tubos contendo o anticoagulante EDTA, ou

aspirado de medula dssea quando necessario.
4.2 Critérios de Inclusao

Foram incluidos individuos com faixa etaria de 0 a 19 anos de idade, atendidos pelos
servicos oncologicos do Hospital Oncoldgico Infantil Octavio Lobo e pelo Hospital de Clinicas
de Porto Alegre, diagnosticados com LLA por médico especialista e que fizeram uso da
medicacdo PEG ASNase.

4.3 Critérios de Exclusao

Foram excluidos: 1) individuos acometidos por outras neoplasias; Il) abandono do
tratamento ou transferéncia para outro servico de oncologia, 1) individuos que por algum
motivo ndo aceitaram preencher o TCLE, em concordancia com a Resolugdo 466/12, conforme
documento em anexo e 1V) individuos que nao utilizaram a medicacdo PEG ASNase.

4.4 Aspectos Eticos

Esse estudo foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Nicleo de
Pesquisas em Oncologia da Universidade Federal do Para e pelo Comité de Etica em Pesquisa
do Hospital de Clinicas de Porto Alegre, respeitando as diretrizes para pesquisa com seres
humanos, = Numero dos  Pareceres: CAAE:30307820.7.0000.5634 e CAAE:
32764720.9.1001.5327, respectivamente.

4.5 Extragédo de Material Genético

O primeiro procedimento empregado nas amostras foi a extracdo de DNA pelo Kit
ReliaPrep™ gDNA Tissue Miniprep System — convenientemente usado para o isolamento de
DNA gendmico de sangue, cauda de rato, tecido animal e swab bucal —, aplicando o protocolo
estabelecido no manual do fabricante.
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4.6 Integridade das Amostras

A expressdo génica pode ser alterada por multiplos fatores, entre eles, a propria
qualidade do material genético obtido por extracdo, em vista disso, a integridade da amostra
usada deve ser uma prioridade. Dessa maneira, antes do inicio da Reacdo em Cadeia da
Polimerase em Tempo Real (QPCR), as amostras extraidas do material de cada paciente foram
aplicadas em gel de agarose a uma concentracdo 1%, diluido em tampéao TEB 1x e misturado
com intercalante de SYBR® Safe (Thermo Fisher Inc.), nas seguintes condicdes de corrida,
100V e 60mA. Apds a corrida, o gel foi colocado em transiluminador Safe Imager 2.0 Blue
Light Transiluminator (Invitrogen, EUA), para visualiza¢do das bandas de DNA.

4.7 Quantificacdo dos Material Genético Extraido

Apds a extracdo, foi realizada quantificacdo de DNA, o qual é essencial para verificar
se ha uma concentracdo (10 ng/uL) e pureza adequada do material a ser usado nas analises do
projeto. Essa quantificacéo foi realizada utilizando a metodologia de espectrofotometria no
equipamento NanoDrop™1000 Spectrophotometer V3.8, que é capaz de determinar também a
pureza do DNA extraido, por meio de protocolo padrdo instituido para esse tipo de amostra e

procedimento.
4.8 PCR Qualitativo em Tempo Real (QPCR)

A genotipagem foi realizada usando o TagMan® SNP Genotyping Assay da marca
Thermo Fisher Scientific Inc. parars199695765 e rs3807342 do gene CPA2, rs3809849 do gene
MYBBP1A, rs17179470 do gene RGS6 e rs281366 do gene ULK2, utilizando o sistema
TagMan® Genotyping Master Mix, também da marca Thermo Fisher Scientific Inc.. Todas as
reacOes de PCR foram feitas no equipamento o StepOne™ Real-Time PCR System (Thermo
Fisher Scientific Inc., USA).

4. 9 Andlise Estatistica

Os dados clinicos e os resultados dos testes foram tabelados no programa Excel
(Microsoft, Redmond, Washington, EUA) para posterior analise. A analise estatistica dos dados
foi realizada utilizando recursos dos programas IBM SPSS Statistics 29.0 (IBM Corp., 2022) -
para os calculos de Exato de Fisher e Qui-quadrado - e BIOESTAT 5.0 (AYRES et al., 2007) -
para os calculos de Odds Ratio- com valor de p<0,05 em todos os testes. Os testes de Exato de
Fisher e Qui-quadrado foram utilizados para verificar a correlacdo da presenca das variantes,

tanto isoladas quanto associadas entre si, com o risco/fator protetivo de ocorréncia de PAA,
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enquanto que o teste de Odds Ratio foi utilizado para verificar o respectivo valor (Odds Ratio)

das variantes associadas com resultado significativo.
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5 Resultados

A populacdo participante do estudo foi composta por 35 pacientes com o diagnostico de
LLA e que realizaram o tratamento com a medicacdo PEG ASNase. Dentre esses pacientes, 6
apresentaram PAA (tabela 1). Em relagéo as variantes, nenhum paciente apresentou a variante
rs199695765 do gene CPA2, porém, nos demais houve 12 pacientes heterozigotos e 3 pacientes
homozigotos para a variante rs3807342 do gene CPA2, 10 pacientes heterozigotos e 2 pacientes
homozigotos para a variante rs3809849 do gene MYBBP1A, 3 pacientes heterozigotos para a
variante rs17179470 do gene RGS6 e 4 pacientes heterozigotos para a variante rs281366 do
gene ULK2.

Tabela 1: Ocorréncia de PAA e das variantes dos genes CPA2, MYBBP1A, RGS6 e ULK2 em cada paciente.

PANCREATITE

CPA2rs19
rs199695765

CPA2rs38
rs3807342

MYBBP1A
rs3809849

RGS6
rs17179470

ULK2
rs281366

1 SIM Homozigoto C/C Homozigoto C/C | Heterozigoto G/C Homozigoto G/G Homozigoto C/C
2 NAO Homozigoto C/C | Heterozigoto C/T Homozigoto G/G Homozigoto G/G Homozigoto C/C
3 NAO Homozigoto C/C Homozigoto C/C Homozigoto G/G Homozigoto C/C
4 NAO Homozigoto C/C | Heterozigoto C/T Heterozigoto G/C Homozigoto G/G Homozigoto C/C
5 NAO Homozigoto C/C Homozigoto C/C | Heterozigoto G/C Homozigoto G/G Homozigoto C/C
6 NAO Homozigoto C/C Homozigoto C/C | Heterozigoto G/C Homozigoto G/G | Heterozigoto C/T
7 NAO Homozigoto C/C | Heterozigoto C/T Heterozigoto G/C Homozigoto G/G Homozigoto C/C
8 NAO Homozigoto C/C Homozigoto C/C Homozigoto G/G Homozigoto G/G Homozigoto C/C
9 NAO Homozigoto C/C Homozigoto C/C Homozigoto G/G Homozigoto G/G Homozigoto C/C
10 SIM Homozigoto C/C Homozigoto C/C Homozigoto G/G Homozigoto G/G Homozigoto C/C
11 NAO Homozigoto C/C | Heterozigoto C/T Homozigoto G/G Homozigoto G/G Homozigoto C/C
12 NAO Homozigoto C/C Homozigoto C/C Homozigoto G/G Homozigoto G/G Homozigoto C/C
13 SIM Homozigoto C/C | Heterozigoto C/T Homozigoto G/G Homozigoto G/G Homozigoto C/C
14 NAO Homozigoto C/C | Heterozigoto C/T _ Homozigoto G/G Homozigoto C/C
15 NAO Homozigoto C/C Homozigoto C/C Homozigoto G/G Homozigoto G/G Homozigoto C/C
16 SIM Homozigoto C/C Homozigoto C/C Homozigoto G/G | Heterozigoto G/T Heterozigoto C/T
17 NAO Homozigoto C/C Homozigoto C/C Homozigoto G/G Homozigoto G/G Homozigoto C/C
18 NAO Homozigoto C/C Homozigoto G/G Homozigoto G/G | Heterozigoto C/T
19 NAO Homozigoto C/C Homozigoto C/C Homozigoto G/G Homozigoto G/G Homozigoto C/C
20 NAO Homozigoto C/C Homozigoto C/C | Heterozigoto G/C Homozigoto G/G Homozigoto C/C
21 NAO Homozigoto C/C | Heterozigoto C/T Homozigoto G/G Homozigoto G/G Homozigoto C/C
22 NAO Homozigoto C/C Homozigoto C/C Homozigoto G/G | Heterozigoto G/T Homozigoto C/C
23 NAO Homozigoto C/C | Heterozigoto C/T Homozigoto G/G Homozigoto G/G Homozigoto C/C
24 NAO Homozigoto C/C _ Homozigoto G/G Homozigoto G/G Homozigoto C/C
25 SIM Homozigoto C/C | Heterozigoto C/T Homozigoto G/G Homozigoto G/G Homozigoto C/C
26 NAO Homozigoto C/C | Heterozigoto C/T Heterozigoto G/C Homozigoto G/G Homozigoto C/C
27 NAO Homozigoto C/C Homozigoto C/C Homozigoto G/G Homozigoto G/G Homozigoto C/C
28 NAO Homozigoto C/C Homozigoto C/C Homozigoto G/G Homozigoto G/G Homozigoto C/C
29 NAO Homozigoto C/C Homozigoto C/C | Heterozigoto G/C Homozigoto G/G Homozigoto C/C
30 NAO Homozigoto C/C Homozigoto C/C | Heterozigoto G/C Homozigoto G/G Homozigoto C/C
31 NAO Homozigoto C/C | Heterozigoto C/T Homozigoto G/G Homozigoto G/G Homozigoto C/C
32 NAO Homozigoto C/C Heterozigoto G/C  Homozigoto G/G Homozigoto C/C
33 NAO Homozigoto C/C Homozigoto C/C Homozigoto G/G Homozigoto G/G Homozigoto C/C
34 NAO Homozigoto C/C Homozigoto C/C Homozigoto G/G Homozigoto G/G Homozigoto C/C
35 SIM Homozigoto C/C | Heterozigoto C/T  Homozigoto G/G | Heterozigoto G/T Heterozigoto C/T

Fonte: proprio autor.
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A partir desta tabela, todos os dados foram convertidos para codigos numéricos e se deu
inicio as andlises estatisticas no programa SPSS. Na conversdo numérica, 0s genotipos se
tornaram: homozigoto selvagem = 0, heterozigoto = 1 e homozigoto para a variante = 2 e,
enquanto que a presenca de PAA se tornou: ndo = 1 e sim = 2. Inicialmente foi realizada a
sumarizagéo do intervalo de confianga da estimativa com os resultados encontrados. Com base
na populacdo do estudo, que apresentou uma estimativa pontual de 17,1% de ocorréncia de
PAA, a populacdo que segue os mesmos critérios de inclusdo e exclusdo deste estudo (LLA,
realizacéo de tratamento com PEG ASNase, 0-19 anos) apresenta uma estimativa de ocorréncia

de PAA que varia entre 6,6% e 33,6% para intervalo de confianca de 95% (tabela 2).

Tabela 2: Sumarizacéo do intervalo de confianca por meio do teste Clopper-Pearson.

95% Intervalo de Confianca

Tipo de intervalo

de confianca Parametro Estimativa

Inferior Superior
Taxa de Sucesso o
: : Frobabilidade
Binomial de uma o ANCREAT=D 171 066 336

Amostra (Clopper-
Fearson) L

Fonte: préprio autor.

Apos a sumarizagdo, as variantes de cada gene foram testadas para verificar a existéncia
de associacdo entre suas respectivas presencas com a ocorréncia de PAA. A variante
rs199695765 do gene CPA2 foi retirado das analises estatisticas de associacdo devido a sua ndo
ocorréncia dentro da populacédo estudada. A decisao pela analise por Teste de Fisher foi devido
ao fato de que algumas premissas para uso do Qui-quadrado néo terem sido atingidas, tal como

mais de 5 eventos por item avaliado.

As duas primeiras variantes testadas foram rs3809849 do gene MYBBP1A e rs3807342
do gene CPA2 para associacdo de gendtipo com a ocorréncia de PAA. Houve pacientes
heterozigotos e homozigotos para ambas as variantes, porém, no teste de Exato de Fisher ambas
apresentaram um p value ndo significativo (tabela 3), sendo em MYBBP1A 0,799 e em CPA2
0,939.

Posteriormente, foram testadas as variantes rs17179470 do gene RGS6 e rs281366 do
gene ULK2, também pelo teste de Exato de Fisher, porém ambas as variantes apresentaram

apenas pacientes heterozigotos. Como demonstrado na tabela 4, essas variantes também néo
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apresentaram associagéo significativa com PAA, tendo os resultados de RGS6 = 0,070 e ULK2

= 0,128, sendo ambos acima do valor de significancia p<0,05.

Tabela 3: Testes de Exato de Fisher para correlacdo dos gendtipos das variantes rs3809849 do gene MYBBP1A e
rs3807342 do gene CPA2 genes com a ocorréncia de PAA.

MYBBP1A Pancreatite CPA2 Pancreatite
- Total - Total
rs3809849 Néo Sim rs3807342 Né&o Sim
% de 18 5 23 % de 17 3 20
homozigotos 21.70 homozigotos
sem variante | 78:30% % 100,00% | sem variante | 85.00% | 15,00% | 100,00%
0,
% de 9 1 10 % d_e 9 3 12
heteroziqotos 10,00 heterozigoto
elerozig 90,00% % 100,00% s 75,00% | 25,00% | 100,00%
% de 2 0 2 % de 3 0 3
homozigotos homozigotos
paraa 100,00% 0(’)00 100,00% paraa 100,00% | 0,00% | 100,00%
variante & variante
29 6 35 29 6 35
Total 17.10 Total
82,90% % 100,00% 82,90% | 17,10% | 100,00%
Monte Carlo Sig. (para Sim) Monte Carlo Sig. (para Sim)
MYBBP1A Intervalgg(;)conf. de CPA2 Intervalgg;)conf. de
rs3809849 i rs3807342 i
Valor | Sig. Limite Limite Valor | Sig Limite Limite
Inferior Superior Inferior Superior
Teste de Teste de
Exatode | 0,799 | 0,754 0,743 0,765 Exato de | 0,939 | 0,800 0,790 0,810
Fisher Fisher

Fonte: préprio autor.

Tabela 4: Testes de Exato de Fisher para correlacdo dos gendétipos das variantes rs17179470 do gene RGS6 e

rs281366 do gene ULK2 genes com a ocorréncia de PAA.

RGS6 Pancreatite ULK2 Pancreatite
" - Total — - Total
rs17179470 Néo Sim rs3807342 Néo Sim
% de 28 4 32 % de 27 4 31
homozigotos homozigotos
sem var%ante 87,5% | 12,5% | 100,0% | sem var?ante 87.1% 12,9% | 100,0%
% de ! 2 3 heteorAZ)gie oto ’ ’ :
heterozigotos | 3330 | 66,7% | 100,0% s g 50,0% 50,0% | 100,0%
29 6 35
Total 29 6 35 Total
82,9% 17,1% | 100,0% 82,9% 17,1% 100,0%
RGS6 ULK2
rs17179470 p value rs281366 p value
Teste de Exato de Teste de Exato
Fisher 0,070 de Fisher 0,128

Fonte: préprio autor.
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Para as variantes que apresentaram pacientes heterozigotos e homozigotos, rs3809849
do gene MYBBP1A e rs3807342 do gene CPA2, além do teste por gendtipo, foi feito o teste de
frequéncia alélica dominante por meio do Exato de Fisher. Os grupos heterozigoto e
homozigoto para a variante foram somados para cada analise, formando a populacdo com pelo
menos um alelo alterado, que foi comparada com a populacédo sem nenhum alelo alterado. Dessa
forma, foi possivel analisar pra cada variantes se a presenca de um alelo alterado estaria
associada com a ocorréncia de PAA. Os resultados também nao foram significativos (tabela 5),
sendo 0,64 e 1,00 para MYBBP1A e CPA2, respectivamente, estando acima do valor de
significancia p<0,05.

Tabela 5: Testes de Exato de Fisher para correlacdo da frequéncia alélica das variantes rs3809849 do gene

MYBBP1A e rs3807342 do gene CPA2 com a ocorréncia de PAA.

MYBBP1A Pancreatite CPA2 Pancreatite
- Total - Total
rs3809849 Néo Sim rs3807342 Néo Sim
18 5 23 17 3 20
Sem variante a0 T 2179 | 100,0% | oo VANt en a0 | 15.0% | 100.0%
A0 menos 11 1 12 A0 menos 12 3 15
umalelo 15720 g 50 100,006 | UMalelo 0000 20.0% | 100,0%
variante variante
29 6 35 29 6 35
Total Total
82,9% 17,1% | 100,0% 82,9% 17,1% 100,0%
MYBBP1A value CPA2 value
rs3809849 P rs3807342 P
Teste d_e Exato de 0,640 Teste d_e Exato de 1,000
Fisher Fisher

Fonte: préprio autor.

Apbs a anélise individual de cada variante, a ocorréncia de PAA foi avaliada em
correlagdo com a contagem de variantes alteradas de cada paciente. A populacéo estudada foi
dividida em quatro grupos: grupo 0,00 = auséncia de variantes, grupo 1,00 = presenca de uma
variante, grupo 2,00 = presenca de duas variantes e grupo 3,00 = presenca de trés variantes. O

resultado da analise por Exato de Fisher ndo foi significativo (tabela 6).

Também foi avaliada a correlacdo da frequéncia alélica das variantes com ocorréncia
de PAA, independentemente do gene. Todos as ocorréncias de variantes foram somadas
formando o grupo “ao menos um gene com algum alelo alterado” e os pacientes que nao
apresentam nenhuma variante formaram o grupo “nenhum gene com algum alelo alterado”

(tabela 7). O resultado do teste de Exato de Fisher foi de 0,640, ndo sendo significativo.



Tabela 6: Testes de Exato de Fisher para correlacdo de contagem de variantes com a ocorréncia de PAA.
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Contagem de Pancreatite
- Total
Variantes Nio Sim
0,00 10 1 11
Auséncia de 5 0 "
variantes 90,9% 9.1% | 100,0% Monte Carlo Sig. (para Sim)
. 1,00 . 12 3 15 Contagem Intervalo de conf. de
resencade — ™g0,006 | 20,0% | 100,0% de : 99%
uma variante Variantes | Valor | Sig. Limite Limite
Presir?t?a de 7 1 8 Inferior Superior
0, 0 0
duas variantes | 875% | 125% | 100,0% Teste de
3.00 0 1 1 Exatode | 4,116 | 0,296 0,285 0,308
’ A Fisher
Present_;a de trés 0% 100.0% | 100,0%
variantes
28 4 32
Total
87,5% 125% | 100,0%

Fonte: préprio autor.

Tabela 7: Testes de Exato de Fisher para correlacdo da frequéncia alélica das variantes com a ocorréncia de PAA.

Frequéncia Pancreatite
__ Total
Alélica Nio Sim
10 1 11
Sem variante 90.9% 9.1% 100,0%
Ao menos 19 S 24
um .alelo 79,2% 20,8% 100,0%
variante
29 6 35
Total
82,9% 17,1% | 100,0%

Fonte: préprio autor.

Frequéncia value
Alélica P
Teste de Exato de 0,640

Fisher

Por fim, com base nos resultados encontrados, foi feita analise da correlacdo da
ocorréncia de PAA com as variantes rs17179470 do gene RGS6 e rs281366 do gene ULK2 em

conjunto. Os pacientes foram divididos em trés grupos: nenhuma variante, uma variante entre

0s dois genes e uma variante em cada gene. O resultado do teste de Exato de Fisher foi de 0,22

sendo abaixo do valor de significAncia p<0,05, tornando este resultado significativo (tabela 8).

Complementarmente, foi realizado o Odds Ratio, unindo os dois Ultimos grupos para casos e

utilizando o primeiro grupo isolado para controle (figura 11), tendo o resultado de OR = 0,1154.



Tabela 8: Testes de Exato de Fisher para correlagdo das variantes rs17179470 do gene RGS6 e rs281366 do gene

ULK2 em conjunto com a ocorréncia de PAA.

RGS6 + Pancreatite Total
ota
Ve Nao Sim RGS6 + ULK2 Si
im
Nenhuma 26 8 29
variante 89,7% | 10,3% | 100,0% Testede Exatode | ),
Fish :
Uma variante 3 1 4 ISher
entre 0s dois ™75 50,155 006 | 100,0%
genes
0 2 2
Uma variante 0% | 100,0% | 100,0%
em cada gene
29 6 35
82,9% 17,1% | 100,0%
Total
26 3 29
Fonte: préprio autor.
Figura 10: Teste de “Odds Ratio” no programa Bioestat 5.0
IHQI Teste de "Cidds Ratio"
[mprirnir
Dados
Sucessos Insucessos
Amosztra 1 N
| 9 §| 3% p1| 0.5000
Amostra 2 Iigg %I 3 @ 0.8966
[contrale] ¥ p2
Cancelar
Reszultados

Fonte: proprio autor.
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6 Discussao

A ASNase se mostrou um medicamento de alto valor na terapia de LLA infantil, devido
sua acdo que afeta de forma seletiva as células leucémicas, porém, os efeitos adversos
relacionados a esse quimioterdpico reduzem o numero de pacientes capazes de o utilizar de
forma eficaz. Dentro desses efeitos se encontraa PAA, uma complicacdo grave e que na maioria
dos casos leva a interrupcdo da terapia, atrasando o tratamento da LLA e que também coloca o
paciente em uma situacao de risco. Devido ndo existir um protocolo especifico para pancreatite
aguda, sendo o tratamento apenas de suporte para os sinais e sintomas, compreender a forma
que o uso de ASNase causa a PAA e seus os fatores de risco, como o perfil genético, sdo pontos-
chave para o desenvolvimento de ferramentas de predicdo deste efeito e, consequentemente, de

intervencdes para pacientes com possiveis predisposicdes.

Diante desses fatos, buscamos avaliar a correlacdo com a PAA e o potencial como
possiveis preditores das variantes rs199695765 e rs3807342 do gene CPA2, rs3809849 do gene
MYBBP1A, rs17179470 do gene RGS6 e do gene rs281366 ULK2. Além disso, também se
buscou verificar se os dados ja descritos, como incidéncia, frequéncia e associagdo com a PAA,
se reproduzem na populacdo estudada, considerando a grande miscigenacdo e variabilidade

genética que ha no Brasil.

O tamanho amostral e o nimero de pacientes com PAA foram fatores limitantes deste
estudo. Contudo, foi possivel realizar diversas analises comparativas com a literatura, iniciando
pela incidéncia de 17,1% de reacdo dentro da populacdo estudada, que se demonstrou no
intervalo dos 2% a 18% ja descritos no trabalho de GIBSON et al (2021), corroborando com
este estudo em relagéo a taxa de incidéncia nos pacientes de LLA que realizam a terapia com
PEG ASNase.

A variante rs199695765 do gene CPA2 nao foi encontrada dentro da amostra estudada,
consequentemente, ndo sendo possivel correlacionar sua presenca com a PAA. Porém, o fato
de estar ausente, em um grupo de somente 35 pacientes, corrobora com o trabalho de LIU et al
(2016), que encontrou a variante em apenas dois pacientes de uma amostra composta por 5,398
criancas, sendo assim uma variante rara, com frequéncia mundial, segundo a base de dados
NCBI (2022), de 0,01%. Ademais, a associagdo desta variante com PAA feita por LIU et al
(2016) né&o foi replicada no estudo de WOLTHERS et al (2017), visto que em seu trabalho
somente a variante rs2178158 de CPA2 apresentou um resultado significativo. A escolha da

variante rs199695765 para o estudo, apesar da baixa frequéncia, foi guiada pela hip6tese de sua
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frequéncia ser baixa na populagcdo mundial, mas que poderia ser encontrada com mais facilidade
se a populacdo de referéncia fosse de pacientes com PAA, visto o efeito de alto impacto da

variacao para o surgimento deste quadro.

A outra variante de CPA2 analisada, rs3807342, apresentou o uma frequéncia alélica
(para C>T) de 42,85% na populagdo estudada, maior do que as frequéncias mundial e da
Ameérica Latina de 20% e 17%, respectivamente (NCBI, 2022). Apesar da alta incidéncia, a
associacdo com a PAA ndo foi significativa, estando presente em apenas dois dos seis casos do
efeito adverso. Apesar de ainda ndo descrita na literatura, a falta de significancia de rs3807342,
considerando a interferéncia da variante rs199695765 que inviabiliza a proteina de CPA2,
possibilita o levantamento da hipotese de que a reducdo da expressdo deste gene, ocasionada
pelo rs3807342, possa ndo ser fator impactante o suficiente para o desenvolvimento de PAA,
enquanto que alteracdes que afetem a funcionalidade da proteina tenham um maior potencial
de risco. Sendo assim, a investigacdo futura da correlacdo de variantes de CPA2 que afetem
diretamente a proteina € valida em busca de uma melhor compreensdo do mecanismo desta

reacao.

Os resultados de frequéncia alélica (para G>C) da variante rs3809849 do gene
MYBBP1A, assim como os de rs3807342, foram superiores em relacdo as frequéncias mundial
e América Latina, sendo 34% em comparacdo a 18,2% e 1,2%. Sua associacdo com a PAA,
tanto por gendtipo, quanto por frequéncia alélica ndo foi significativa, diferente dos resultados
encontrados por ABAJI et al (2017). Porém, esses resultados, corroboram com o trabalho de
NIELSEN et al (2022) que também néo teve desempenho semelhante ao descrito para o gene
MYBBP1A, sendo possivel que a ndo repeti¢do da correlacdo em ambos os trabalhos possa estar
relacionada com a ndo similaridade da populagdo que comp®&e a amostra, nos quesitos exposicao
a asparaginase e critérios de diagndstico de PAA, além do perfil genético dos pacientes.

Com resultado mais préximo da frequéncia na populacdo mundial de 6,6% (NCBI,
2022), a variante rs17179470 do gene RGS6 apresentou a incidéncia de 8,5% nos pacientes
participantes. O estudo de WOLTHERS et al (2017), em uma amostra de 1504 pacientes,
associou a presenca desta variante com a PAA, tanto isolada, com uma incidéncia acumulada
de 29,7% nos pacientes portadores, quanto em conjunto com a variante rs281366 do gene ULK2
elevando a incidéncia acumulada em pacientes com idade inferior a 10 anos para 85,7%. Nos
resultados do presente estudo, a associacdo isolada da variante de RGS6 atingiu o valor de

p=0,070, ndo sendo significativo apesar de bem préximo do valor de p<0,05, o0 que demonstra
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uma possivel tendéncia em relagdo ao efeito adverso. Essa tendéncia é um indicador da
importancia de RGS6 em pesquisas futuras, visto que, ha uma grande possibilidade de o
resultado nédo significativo encontrado estar diretamente relacionado as limitacdes de

amostragem deste estudo.

A (ltima variante, rs281366 do gene ULK2, apresentou um resultado de incidéncia de
11,4%, aproximadamente o triplo da frequéncia mundial de 3,7% (NCBI, 2022). Sua correlacéo
com a PAA também néo foi significativa, atingindo o valor de p=0,128, longe da significancia,
porém mais proximo da mesma que as variantes de CPA2 e MYBBP1A, sendo mais uma
variante interessante para estudos futuros, visto que ha a possibilidade de as limitacbes de
amostragem também estarem relacionadas com a auséncia de significancia deste gene. Como
jaexposto, esta variante foi associada a PAA quando presente em conjunto com rs17179470 do
gene RGS6, sua incidéncia isolada acumulada foi de 30,2%, enquanto que o valor do mesmo
critério, na auséncia de ambas as variantes (RGS6 e ULK2) foi de 4,1% (WOLTHERS et al,
2017).

A associacgéo da presenca conjunta das variantes rs17179470 do gene RGS6 e rs281366
do gene ULK2 com PAA, assim como no trabalho citado anteriormente, também foi encontrada
no presente estudo. Houve dois pacientes heterozigotos para as duas variantes, ambos com PAA
e nos testes estatisticos, 0 conjunto atingiu o valor significante de p=0,022. O resultado de OR
= 0,1154 também indica que ha um efeito protetivo para a auséncia de ambas as variantes. A
reprodutividade desse resultado em um estudo com tamanho amostral reduzido quando
comparado a outros trabalhos, além de outras limitacGes, reforca a consisténcia e importancia
desta associacdo, além de demonstrar, devido as diferentes funcdes entre os genes, que a
suscetibilidade genética a PAA é provavelmente definida por diversas variantes em vias
diferentes. Diante desses resultados, o conjunto de rs17179470 e rs281366 tem potencial para
desenvolvimento de medidas preditoras para o efeito adverso evitando assim sua ocorréncia,

visando agilidade e eficacia no tratamento do paciente de LLA.

A avaliagéo sobre a interferéncia do nimero de variantes presentes e da frequéncia de
alelos alterados no desenvolvimento da pancreatite durante o tratamento também nédo se
mostrou significativo, demonstrando que o0 acumulo de variantes e 0 aspecto
homozigose/heterozigose ndo sdo fatores de risco. Vale ressaltar a variabilidade encontrada
entre os perfis genéticos conforme as populagcdes de outros trabalhos, evidenciadas pelas

diferengas nas taxas de incidéncia das variantes. Essa variabilidade se faz presente ndo sé entre
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paises ou continentes, mas também entre diferentes regides do proprio pais, a exemplo do
namero de casos de PAA nos pacientes atendidos pelo HOIOL, que em uma amostra de 26
pacientes apresentou 5 casos, quando comparados aos do HCPA, que de aproximadamente 200
pacientes atendidos apds o inicio da pesquisa com a formulacdo PEG ASNase, apresentou

apenas 1 caso.

Devido a associacdo dos efeitos adversos do tratamento com ASNase com variantes
génicas ser um tema em construcao, diversos trabalhos, como o de NIELSEN et al (2022),
buscam ao mesmo tempo que investigam novos alvos, reproduzir os resultados j& descritos,
como forma de ratificacdo. H& também trabalhos de revisdo, como de ABAJI, KRAJINOVIC
(2019), que sintetizam as variantes relatadas e, com base em estudos que encontraram ou nao
0s mesmos resultados, atualizam as respectivas informacdes, auxiliando para a conclusao sobre
validade de cada variante em relacéo os efeitos adversos. Os resultados aqui encontrados com
a investigacdo das variantes ja relatadas e de um alvo em potencial, rs3807342 do gene CPA2,
inserem este trabalho na producdo atual sobre o tema, fornecendo mais dados para o
enriquecimento da literatura e aproximando a validacdo necessaria para produzir um painel
genético eficaz, com capacidade de predizer a PAA, sendo uma ferramenta futura de grande
valor para o tratamento de LLA com ASNase.

O trabalho de NIELSEN et al (2022) € o mais atual com foco em desenvolver esse tipo
de painel que, tendo utilizado ferramentas de Machine Learning para predizer os casos de PAA,
alcancou um grupo de variantes, com seus respectivos genes, definido como mais preditivo,
composto por rs10273639 (PRSS1-PRSS2), rs10436957 (CTRC), rs13228878 (PRSS1/PRSS?2),
rs1505495 (GALNTL6) e rs4655107 (EPHB2). Com base na associacdo encontrada neste
trabalho das variantes conjuntas de RGS6 e ULK2 e nas aplicagdes farmacogendmicas, que
correlacionam o efeito entre 0s genes no tratamento, o impacto da presenca simultanea de outras
variantes, como as que compde o grupo descrito acima, deve ser estudado e incluso na producéo
de painéis para predicdo, pois amplia a acurécia de quanto o risco de PAA sera elevado ou
reduzido conforme o perfil genético individual do paciente e consequentemente direciona, de

forma mais precisa, as decisdes tomadas para a terapia frente a casos com este efeito adverso.

Outro ponto importante para a constante busca de reproduzir resultados ja descritos é,
devido a diversidade genética, a frequéncia das variantes em cada populacédo, que pode ser
diferente das encontradas na literatura, como demonstrado na tabela 9. Essa frequéncia acaba

sendo um fator de grande impacto e possivelmente razdo pela qual certos estudos ndo
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conseguem repetir resultados semelhantes de outros trabalhos, destacando a importancia da

avaliacdo populacional. O presente trabalho exemplifica bem o uso dessas informagdes, no qual

a variante rs199695765 do gene CPA2 néo foi encontrada e, logo, ndo houve replicacéo de sua

associacdo, porém sua frequéncia na Ameérica Latina, segundo a base de dados NCBI (2022) é

de 0%, demonstrando que ha a possibilidade desta alteracdo ndo ter validade como fator de

predicdo/risco no Brasil devido a sua auséncia na populacdo. Sendo assim, o desenvolvimento

deste tipo de andlise € de extrema importancia, visto que por consequéncia, descreve

geneticamente a populacdo de cada regido, além de atender e fornecer suporte eficaz aos

pacientes, por meio da terapia individual. Ademais, a producéo deste tipo de trabalho no Brasil

tem grande relevancia, devido a caréncia sobre esta abordagem em relacdo a PAA no tratamento
de LLA.

Tabela 9: Frequéncia de cada variante analisada conforme a populagdo de cada estudo.

, A I Frequéncia | Frequénciada | Frequéncia
, Numero | Frequéncia | Frequéncia . - :
NUmero - . da variante variante na da variante
Variante de de casos | davariante | da variante Autor na regido da regido da na
controles com em em €asos opulacéo opulacéo opulacéo
PAA controles de PAA populag populag populag
do artigo estudada estudada
. Latino
CPA2 0 o LIU etal, Mundial: . _ 0
15199695765 3469 117 0% (0) 1,7% (2) 2016 0,01% Amgrgi;)nos. 0%
MYBBP1A 19 247 | 135w | 332% | ABAletal, | Mundial AmLe?it(i:r;(r)]OS' a1
rs3809849 70 (82) 2017 18,2% 100 0
Latino
RGS6 0 0 WOLTHER Europeus: . . 0
1s17179470 517 45 3,86% (20) 20% (9) Setal, 2017 6.5% Amlelrlgiﬁos. 8,5%
Latino
ULK2 o 0 WOLTHER Europeus: . . 0
15281366 638 62 2,4% (15) | 10,5% (6) Setal, 2017 2 50% Amgnﬂgznos. 11,4%

Para as populagdes que ndo apresentaram frequéncias na base de dados NCBI se utilizou a frequéncia mundial.

Fonte: préprio autor.
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7 Conclusdo

O presente estudo avaliou a correlacdo de variantes génicas possivelmente envolvidas
com a PAA em amostras de pacientes de LLA que realizaram o tratamento com PEG ASNase.
Dentre as variantes avaliadas, a presenca conjunta das variantes rs17179470 de RGS6 e
rs281366 de ULK2 apresentou significancia como fator de risco para PAA. Apesar dos dados
estatisticos das demais variantes ndo apresentarem resultados significativos, foi possivel avaliar
suas frequéncias genotipicas e alélicas dentro da populacdo estudada que, por meio da
comparagdo com outros estudos, se mostraram como fatores de extrema importancia a serem
considerados neste tipo de estudo. Ademais, a validacdo futura das variantes pesquisadas com
um publico maior e com um numero maior de casos de PAA, além da inclusdo de outras
variantes recém relatadas, faz-se necessario para a caracterizacao genética precisa da populagéo

brasileira diante deste efeito adverso no tratamento de LLA.
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ANEXO A - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

PARA CASOS
RESOLUGAO 466/12 CNS/MS

| - DADOS DE IDENTIFICAGAO DO PARTICIPANTE DA PESQUISA OU RESPONSAVEL LEGAL

LNOME DO PARTICIPANTE: ..ot e e bbb
DOCUMENTO DE IDENTIDADE NP ..o, SEXO: M F
DATA NASCIMENTO: ... Lo, L,
ENDEREQCO: ..ot s NO APTO: ..........
BAIRRO: ... CIDADE: ...
CEP: v TELEFONE: DDD (............ ) s

2. RESPONSAVEL LEGAL: ...ttt s s
NATUREZA (grau de parentesco, tutor, CUrAAOr BEC.): .....oiieiieririeiiieis ettt
DOCUMENTO DE IDENTIDADE NO: ......ooiiiiiiiiiiiesenee e s SEXO: M F
DATA NASCIMENTO: ......cccu..... [ovoiiiiinnn, Lo
ENDEREQCO: ... e NO e APTO: ...........
BAIRRO: ..o CIDADE: ...
CEP: e TELEFONE: DDD (............ ) e e

11-DADOS SOBRE A PESQUISA CIENTIFICA

1. TITULO DO PROTOCOLO DE PESQUISA: )
Ensaio para diagnéstico de fusbes génicas em leucemias agudas: uma perspectiva para o Sistema Unico de
Saude.

2. PESQUISADOR RESPONSAVEL:
André Salim Khayat

3. DURAQAO DA PESQUISA:
36 meses

111 -INFORMACOES A (O) PARTICIPANTE

O (A) senhor (a) estd sendo convidado (a), a participar do projeto de pesquisa (“Ensaio para diagnostico
de fusBes génicas em leucemias agudas: uma perspectiva para o Sistema Unico de Salde”), que sera realizada
no Nucleo de Pesquisa em Oncologia-UFPA.

Leia atentamente as informacdes a seguir antes de dar o seu consentimento. No caso de ndo entender bem,
peca mais esclarecimento e s assine apds ter certeza de ter esclarecido todas as suas dividas.

IV — OBJETIVOS DA PESQUISA

Desenvolvimento de ensaio molecular maltiplo para diagnostico de Leucemias Agudas em pacientes
atendidos pelo Sistema Unico de Satide.

V- JUSTIFICATIVA PARA A PROPOSTA DA PESQUISA
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O principal produto desta pesquisa sera um método promissor em termos de acessibilidade, custo reduzido
e baixa complexidade laboratorial para realizagdo do diagnéstico de Leucemias Agudas, por meio da detecgdo de
um painel maltiplo de marcadores genéticos avaliados por ensaio laboratorial simples, mas com plena capacidade
(ja validado para isso por meio de duas abordagens adicionais, no sentido de aumentar a sua confiabilidade do
estudo), de fornecer informacdes relevantes auxiliares ao diagnostico e a conduta terapéutica dos pacientes do SUS
acometidos por essas neoplasias.

Cabe ressaltar que este projeto visa auxiliar no diagnostico das leucemias utilizando-se da classificagao
mais recentemente descrita para tumores hematopoiéticos, sendo a partir de 2017 considerada como padrdo para
uso mundial, desta forma, se aplicada pelo SUS, colocara os pacientes nacionais em semelhanca aos paises mais
desenvolvidos socioeconomicamente, colaborando assim na redugdo das diferengas de taxas de mortalidade entre
0 Brasil e os demais paises.

Além disso, os resultados desta pesquisa permitirdo mapear o panorama epidemiolégico molecular na
populagdo envolvida neste estudo. Ademais, fornecerd um conjunto de ferramentas necessarias para o estudo de
leucemias agudas a outros centros de diagndstico ou pesquisa, que visem auxiliar pacientes acometidos por estas
doencas, isso se dard por meio de métodos de divulgacdo, como publicagdes em revistas indexadas, além de
palestras e reunides em eventos cientificos.

Notoriamente, todos estes aspectos contribuirdo potencialmente para a reducdo das taxas de
morbimortalidade dos acometidos por estas doencas, o que € de imensuravel relevancia.

VI - DE QUE FORMA POSSO AUXILIAR NESTE ESTUDO?

Vocé pode auxiliar autorizando que o material ja colhido para 0 monitoramento/diagnéstico da doenga
possa ser utilizado nesta pesquisa, além dos resultados dos exames e dados clinicos (idade, sexo do paciente e qual

medicamento em uso) que serdo também utilizados na pesquisa.
VII- QUAIS OS RICOS E LIMITES QUE PODEM SER ENCONTRADOS NOS EXAMES?

O paciente ndo tera nenhum risco a mais, pois todo o procedimento é de rotina padrdo do monitoramento
das LLA e LMA. Qualquer risco relativo a confidencialidade é tornado praticamente inexistente, pois os dados
pessoais dos pacientes sdo substituidos por codificagdes de conhecimento somente dos pesquisadores responsaveis

pelo estudo.

Os resultados obtidos para essa pesquisa sao absolutamente confidenciais, portanto, serdo comunicados
somente & pessoa (ou responsavel) e ao profissional médico que acompanha o paciente. A comunicagdo dos

resultados a terceiros s6 podera ser realizada mediante autorizagdo do interessado.

VI1I- COMO SERA FEITA ESTA PESQUISA?

As pessoas serdo convidadas a participar da pesquisa. Receberdo uma cdpia deste documento que devera
ser lido, entendido e assinado. Toda a atencdo e exames realizados no paciente sdo aqueles de rotina para os
pacientes direcionados a avaliacdo genética das LLA e LMA (ndo havendo qualquer tipo de ganho ou perda neste
sentido). A deteccdo de possiveis mecanismos de resisténcia a abordagem terapéutica em uso (dados que sera
considerado na pesquisa) seréa realizada por critérios clinicos, de acordo com a avaliagdo do médico responsavel.

As investigacGes moleculares ocorrerdo no Nucleo de Pesquisa em Oncologia/UFPA.
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IX- QUAIS OS BENEFICIOS E MALEFICIOS DESTE ESTUDO?

A realizacdo deste estudo permitira a elaboracdo de testes para a deteccdo de alteracbes genéticas
informativas e de grande importancia clinica, a serem utilizadas pelo corpo médico, que beneficiardo pacientes
com leucemia e até mesmo o sistema de salde publica. Algo que atualmente ndo é possivel em grande parte do

pais, considerando a falta de acesso a estes tipos de testes por motivos econdmicos ou logisticos.

N&o havera nenhuma vantagem direta, tal como remuneracdo de qualquer ordem, com a participacgao
neste estudo. Qualquer informagdo gerada que venha a beneficiar clinicamente o paciente serda prontamente

repassada ao corpo clinico responsavel pela condugédo do mesmo.
X- O QUE VAI SER FEITO COM O MATERIAL E OS DADOS COLETADOS DE CADA PACIENTE?

O material e a ficha-protocolo com resultados dos exames dos pacientes serdo armazenados e processados
no Laboratorio de Biologia Molecular do Nucleo de Oncologia/NPO.
Os pacientes que ndo concordarem em participar desta pesquisa ndo tera nenhum tipo prejuizo, em

qualquer prazo, sobre seu tratamento ou atencéo dispensada.

Xl. QUEM DEVE CONTATAR EM CASO DE DUVIDAS:

Qualquer davida ou esclarecimento adicional poderd ser resolvida por contato com o pesquisador
responsavel: Dr. André Salim Khayat (Biomédico, Coordenador do estudo) pelo telefone (091)
98847 .

Este documento sera elaborado em 2 (duas) vias. O (a) senhor (a) receberd uma das vias originais e a outra sera
arquivada pelo pesquisador em seu arquivo de pesquisa.

Eu, declaro
ter lido, compreendido e discutido o contetdo do presente Termo de Consentimento e concordo emparticipar
desse estudo de forma livre e esclarecida autorizando os procedimentos acima relacionados:

Assinatura do participante ou responsavel legal Assinatura do responsavel pela pesquisa

/ / / /

Data Data



ANEXO B - PARECER CONSUBSTANCIADO DO COMITE DE ETICA EM

PESQUISA DO NUCLEO DE PESQUISAS EM ONCOLOGIA

UFPA - NUCLEO DE PESQUISA

EM ONCOLOGIA DA gzm
UNIVERSIDADE FEDERAL DO asil
PARA

PARECER CONSUBSTANCIADOD DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: ENSAIO PARA DIAGNOSTICO DE FUSOES GENICAS EM LEUCEMIAS
AGUDAS:UMA PERSPECTIVA PARA O SISTEMA UNICO DE SAUDE.

Pesquisador: André Salim Khayat

Area Temdtica: Genética Humana:

(Trata-se de pesguisa envolvendo Genética Humana gue néo necessita de analise
éfica por parte da CONEF;);

Versao: 1
CAAE: 30307820.7.0000.5634
Instituigio Proponente: Nicles de Pesquisa em Oncologia

Patrocinador Principal: Universidade Federal do Para
Laboratorios Servier do Brasil Ltda.

DADOS DO PARECER

Humero do Parecer: 4.040.805

Apresentagio do Projeto:

Estudo prospectivo com 200 pacientes portadores de LLA ou LMA, atendidos no setor de oncologia do
Hospital Oncologico Infantil Octavio Lobo (HOIOL). Serdo extraidos DMA e RMA de amostras de sangue ou
medula dssea, & no caso do RNA sera feita conversdo para c-DMA, posteriormente, de acordo com o
diagnistico, sera submetida a detecgo de fusdes génicas. Em caso de positividade para alguma fusdo, a
etapa seguinte sera o sequenciamento, enguanto que os casos negatives serdo submetidos a avaliagdo por
Realtime PCR. Os ensaios s0 serdo validados, caso as amostras positivas sejam confirmadas por
sequenciamento (validago qualitativa), e as amostras negativas sejam negativadas também por Realiime
PCR (validagao quantitativa). Todos os casos de LLA serdo submetidos a avaliagdo do status de ploidia por
citogenética convencional, visto que essa informagao tem valor clinico para este tipo de leucemia.

Objetivo da Pesquisa:

Cibjetivo Primario:

Desenvolvimento de ensaio molecular miltiplo para diagnostico de Leucemias Agudas em pacientes
atendidos pelo Sistema Unice de Sadde.

Cbjetivos Secundarios:

Enderego:  Rua dos Mundurucus, £457, nas dependéncias do Hospital Barmos Barmeto, 2° piso , prédio da UMACOHN

Bairro:  GUAMA CEP: 66073005
UF: P& Municipioc BELEM
Telefone: (91251070856 E-mail: cep.npog@grmail.com

Paging 01 98 08
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UFPA - NUCLEO DE PESQUISA
EM ONCOLOGIA DA (QMB
UNIVERSIDADE FEDERAL DO asil
PARA

Coninuagio do Parecer: 4.040.605

* Investigar a associacdo da expressdo de hTERT & miRMA reguladores em pacientes com leucemia ao
imunofenatipo e as fusdes génicas mais

significativas (como BCR-ABL, MLL-AF4, TEL-AML1, E2A3-PBX1 e SIL-TAL);

* Investigar se ha semelhangas ou diferengas de expressfo destes genes envolvidos na telomerase entre os
pacientes pediatricos infantis (até 12 anog) ou juvenis (acima de 12 anos) ao diagnostico;

* Avaliar a assocacdo do tipo imunofenctipico de LLA com a expressdo da miRNA dos pacientes estudados;
* Realizar uma validagio metodolégica quantitativa na detecgfo das fusSes avaliadas.

* Realizar uma validagio metodoldgica qualitativa na detectdo das fusbes avaliadas.

* Investigar a presenca de alteragOes quantitativas dos genes PAXS, ETVE, RB1, BTG1, EBF1, CDKM2A-
CDKM2B, regigo Xp22.33 (contendo PAR1,

SHOX, CRLF2, CSF2RA, IL3RA e P2RYE), ZFY, JAKZ associadas ao fendfipo BCR-ABL like em Leucemia
Linfoide Aguda

* Investigar as alteragbes numéricas cromossdmicas (status de ploidia) em Leucemia Linfoide Aguda.

* Descrever um levantamento epidemiclbgico-molecular de alteragdes genéticas envolvidas na génese de
pacientes com leucemias agudas em uma

reqido do MNorte do Brasil.

Avaliagio dos Riscos e Beneficios:

O paciente ndo tera nenhum rsco a mais, pois todo o procedimento & de rotina padréo do monitoramento
das leucemias agudas. Os resultados obfidos nesta pesquisa sdo absolutaments confidenciais, portanto,
gerdo comunicados somente & pessoa (ou responsavel) & ao profissional médico gue acompanha o
paciente. Os resultados irfio ajudar no desenvolvimento e padronizagio de um ensaio de diagndstico
molecular para ser aplicado no dmbito do Sistema Unico de Salde. Nio havera nenhuma vantagem direta,
tal como remuneragio de gualguer ordem, com a participag8o neste estudo. Qualguer informagic gerada
que venha a beneficiar clinicaments o paciente sera prontamente repassada ao corpo clinico responsével
pela condugdo do mesmo.

Comentarios & Consideragdes sobre a Pesquisa:
Os pesquisadores visam obter informagdes relevantes auxiliares ao diagndstico e 4 conduta terapéutica dos
pacientes do SUS acometidos por LLA ou LMA, bem como mapear o panorama

Enderego:  Rua dos Mundurucus, 4457, nas dependéncizs do Hospital Barros Barretn, 2° piso |, prédio da UNACON

Bairro:  GUAMA CEP: 68.073-005
UF: PA Municipio: BELEM
Telefone: (91281070858 E-mail: cep.npo@omail.com
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UFPA - NUCLEO DE PESQUISA
EM ONCOLOGIA DA ~<~_.2Wmi
UNIVERSIDADE FEDERAL DO asil
PARA

Coniruagso do Panecer 4.040 605

epidemiolégice molecular na populagdo envolvida na presents pesquisa. Dessa forma, o estudo podera
contribuir para redugdo das taxas de morbimortalidade dos pacientes acometidos por estas doengas.
Mo TCLE os pesquisadores deixam bem claro que as amostras bicldgicas coletadas, serdo utilizadas
apenas neste estudo.

Consideragbes sobre os Termos de apresentacio obrigatdria:

- Instituig o proponente: Nicleo de Pesquisa em Oncologia — UFPA;

- Declaragdo de aceite da Instituigiio Coparticipante emitida em 04/12/2019;
- Folha de rosto: assinada pelo pesguisador & pela instituicio proponents;

- Ongamento: despesa de custeio sem detalhamento;

- Cronograma: previsio para inicio de estudo em 06/04/2020;

- Tamanho total da amostra: 200 pariicipantes;

- TALE & TCLE: necessitam de ajustes;

- Pesquiza bibliografica: ampla e atualizada.

Recomendagies:

Readequar o cronograma.

Configurar o0 TCLE & o TALE com numero de paginas, e de forma que os locais destinados as assinaturas
do participante ou seu represente l2gal, e do pesquisador ndo sejam colocados em folha separada. A pagina
de assinaturas deve fazer parte do corpo do texto. O telefone do CEP e do pesguisador deve ser inserido no
TALE & no TCLE.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes:
Projeto em conformidade com a Resolugio CNS 466/2012.
Aprovado com recomendagdes.

Consideragbes Finais a critério do CEP:
Diante do exposto, este Colegiado manifesta-ze pela APRG‘M(}ﬁ.O do protocolo de pesquisa por estar de
acordo com a Resolugdo CMS n°466/2012. Em atendimento a esta reselugio esclarecemos que a

responsabilidade do pesquisador € indelegavel, indeclinavel e compreende os aspectos éticos e legais.

Enderego:  Rua dos Mundunucus, 4457, nas dependéncias do Hospital Barmos Bameto, 2° piso , prédio da UNMACON

Bairo: GUAMA CEP: #8073-005
UF: PA Municipio: BELEM
Telefone: [01j28107-0058 E-mail: cep.npod@gmail.com
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UFPA - NUCLEQ DE PESQUISA
EM ONCOLOGIA DA {QW
UNIVERSIDADE FEDERAL DO asil
PARA

Contruagio do Parecer 4.040 B0

epidemiclégice molecular na populagdo envolvida na presente pesquisa. Dessa forma, o estudo podera
contribuir para redugdo das taxas de morbimortalidade dos pacientes acometidos por estas doengas.
Mo TCLE os pesguisadores deixam bem claro que as amostras bioldgicas coletadas, serdo utilizadas
apenas neste estudo.

Consideragbes sobre os Termos de apresentagio obrigatdria:

- Instituig&o proponente: Micleo de Pesquisa em Oncologia — UFPA;

- Declaragfo de aceite da Instituigio Coparticipante emitida em 04/12/2019;
- Folha de rosto: assinada pelo pesguisador & pela instituicio proponents;

- Orcamento: despesa de custeio sem detalhamento;

- Cronograma: previsio para inicio de estudo em 06/04/2020;

- Tamanho total da amosira: 200 pariicipantes;

- TALE & TCLE: necessitam de ajustes;

- Pesquisa bibliografica: ampla e atualizada.

Recomendagdes:

Readequar o cronograma.

Configurar o TCLE & o TALE com nimero de paginas, e de forma que os locais destinados as assinaturas
do participante ou 22U represente l2gal, e do pesquisador ndo sejam colocados em folha separada. A pagina
de assinaturas deve fazer parte do corpo do texto. O telefone do CEP e do pesquisador deve ser inserido no
TALE e no TCLE.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:
Projeto em conformidade com a Resolugdo CNS 466/2012.
Aprovado com recomendagdes.

Consideragtes Finais a critério do CEP:
Diante do exposto, este Colegiado manifesta-se pela AF’RG‘JA(;ﬁ.G do protocolo de pesquisa por estar de
acordo com a Resolugdo CMS n°466/2012. Em atendimento a esta resclugio esclarecemos que a

responsabilidade do pesquisador & indelegavel, indeclinavel e compreende os aspectos éticos e legais.

Enderego:  [Rua dos Munduucus, 4457, nas dependéncias do Hospital Barmos Bammetn, 2° piso , prédio da UNACON

Bairo: GUAMA CEP: &8073-005
UF: PA Municipio: BELEM
Telefone: [01)R8107-0058 E-mail: cep.npof@gmail.com
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CBraa -
Contruaglo do Parecer: 4040505

Cabe a0 pesquisador:

a) apresentar o protocolo devidamente instruide ao CEP ou & CONEP, aguardando a decisfo de aprovacio
etica, antes de iniciar a pesquisa;

k) elaborar o Termo de Congentimento Livre e Esclarecido;

¢) desenvolver o projeto conforme delineado;

d) elaborar & apresentar os relatorios parciais e final;

&) apresentar dados solicitados pelo CEP ou pela CONEP a qualquer momento;

f) manter oz dados da pesquisa em arquivo, fisico ou digital, sob sua guarda e responsabilidade, por um
periodo de 5 anos apos o termine da pesguisa;

g} encaminhar os resultados da pesquisa para publicagdo, com os devidos créditos aos pesquisadores
associados & ao pessoal técnico integrante do projeto; e

h) justificar fundamentadamente, a interrupc&o do projeto ou a ndo publicacio dos resultados.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arguivo Postagem Autor Situagio
Informagdes Basicas| PE_INFORMACOES_BASICAS DO_P | 12/03/2020 Aceito
do Projeto ROJETO 1367752 pdf 10:28:01
Projeto Detalhado / | PROJETOPLATAFORMABRASILMarco. 12/03/2020 | André Salim Khayat | Aceito
Brochura pdf 10:27:18
| Investigador
Folha de Rosto Folhaderostoleucemia.pdf 120032020 | André Salim Khayat Aceito
10:05:11

Cutros TCLECEP. pdf 270272020 | André Salim Khayat | Aceito
12:19:53

TCLE ! Termos de | TALECEP pdf 27I02/2020 | André Salim Khayat | Aceito

Assentimento / 12:19:22

Justificativa de

Auséncia

Qutros cephosponcologico. pdf 220012020 | André Salim Khayat Aceito
11:32:28

Cutros flavia pdf 15/01/2020 (ELIEL BARBOSA Aceito
02:59:38 | TEIXEIRA

Cutros LattesAlayde. pdf 29/07/2019 (ELIEL BARBOSA Aceito
133740 |TEIXEIRA

Cutros Lattesl audreisa_pdf 29/07/2019 |ELIEL BARBOSA Aceito
133724 | TEIXEIRA

Enderego:  Rua dos Mundunucus, 4457, nas dependéncias do Hospital Barmos Barreto, 2° piso , prédio da UNACON

Bairro: GUAMA

CEP: @5.073-005

UF: P& Municipio: BELEM

Telefone: (311281070858 E-mail: cep.npo@gmail.com
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UFPA - NUCLEO DE PESQUISA

EM ONCOLOGIA DA Q%‘Wﬁfﬂlﬂ
UNIVERSIDADE FEDERAL DO asil
PARA
Coniruasao do Parecer: 4.040 605

Chutros LaitesFemando. pdf 29/0772019 |ELIEL BARBOSA Aceito
133703 [TEIXEIRA

Chuiros LaitesElie] pdf 29/0772019 |ELIEL BARBOSA Aceito
13:36:43 [TEIXEIRA

Chuiros LaitesBruna.pdf 29/0772019 |ELIEL BARBOSA Aceito
13:36:20 [TEIXEIRA

Chuiros LattesAndre. pdf 29/0772019 |ELIEL BARBOSA Aceito
13:35:57  [TEIXEIRA

Situagio do Parecer
Aprovado

Necessita Apreciagio da COMEP:
Mao

BELEM, 21 de Maio de 2020

Assinado por:

Carlos Onete Coelho Moreira

(Coordenador(a))

Enderego:  Rua dos Mundurucus, 4457, nas dependéncias do Hospital Bamos Bameto, 2° piso , prédio da UNACON

Bairro: GUAMA
UF: PA Municipio: BELEM
Telefone: (91)28107-0358

CEP: 66073005

E-mail:

cep.npof@gmail com
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ANEXO C - PARECER CONSUBSTANCIADO DO COMITE DE ETICA EM
PESQUISA DO HOSPITAL DE CLINICAS DE PORTO ALEGRE

g Plokoforma MINISTERIO DA SAUDE - Conselho Nacional de Saiide - Comiss3o Macional de Efica em Pesquisa — CONEP
sl PROJETO DE PESGUISA ENVOLVENDO SERES HUMANCS

Progeto de Pesquisa:

Infudncia do uso de pre—menlca:m na atividade de PEG asparaginase em ciancas em fratamento para leucamias agudas - anilise prospectiva e
multicentrica em cooperacie com o Gupo Brasiero de Tatamento de Lewcermias da Infancia (GETLI

Informagoes Preliminares
———  Responsavel Principal

CPFDocumento:  7O7.621.020-04 Mome:  Marana Bohns Michalowsk
Telefone: 5137703857 E-mail mariana.michal owskifgrmail.com
—— Instituigio Proponents
CMPJ: BT .020.517/10001-20 | Mome da Instituicio:  Hospital de Clinicas de Porto Alegre

Essa submissdo de emenda € exclusiva do seu Centro Coordenador?

A emenda & exclusiva de seu Centro Coordenador, entao as .ibem?:les realizadas em seu projeto, em vifude da emenda NAD serfo replicadas nos
Centros FParticipantes vinculados & nos Comités de Etica das Instituigdes Coparticipantes, guando da 5ua aprovagae.

E um estudo internacional ? Mao

B Assistentes
CPFDocmento MNome
DDB.583.370-45 CILIAMA RECHEMMACHER
B Equipe de Pesquisa
CPRDocumento Nome
014444 435-28 Monique Cabeal Hahn
B35 974 52000 Isabel Cristina Ribas Wesriang
DB 124.750-05 Caiane Keller Cecconello
G32.419.270-81 Liane Estewves Daudt
007232 18145 Klenze Anecely de Souza Siva
438 789 60000 Marcelo Zubaran Goldan
DDB8_583.370-48 CILIAMA RECHEMMACHER
B42 778.300-05 Ana Paula Alegrett
Area de Estudo

Grandes Areas do Conhecimento (CHPg)
# Grande Area 4. Cidnoizs da Salde
Propdsito Principal do Estudo {OMS)

# Clinico
Titule Publico da Pesquisa: Influéncia do wso de prémedicagdo na atividade de PEG asparaginase em criangas em fratamento para
eucemias agudas
—— Contato Publico
CPFDocumento MNome: Telefone E-mail
008 563.370-48 CILIANA RECHENMACHER 51001938042 cl@nars@gmail.com
Contato Clentifico: Mariana Bohns Michalowski

Db b Susbviiics sl oy Proguin: 2654 12020 Mome de Asquive: PR NFORMACLES BABICAR 0E2340 12 pdf WVarsbs do Propsic: 17
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Desenho de Estudo |

Apoio Financeiro

Desenho do Estudo:  Inte
Condighes de

rvengao/Experimental
saude ou problemas

Condige de saide ou Problema

leucemia linfoide aguda

—— Descritores Gerais para as Condigdes de Saide

CIDM-10-Classficacdo Intemacional de Doencas

Cédigo CID

Descrigio CID

65

Cco1.0

Leucemia linfoblastica aguda

DS Descritores em Ciencia da Sadde

Codigo DECS

Descrigho DECS

DOo54183

Lewc=mia Linfobl3stica de células precursorss

Descritores Especificos para as Condigbes de Salde
CIDM-10-Classificagso Intemacional de Doengas

Céxdigo CID Descricio CID
Co.0 Leucemia linfoblastica aguda
DeCSDescritores em Ciéncia da Salde

Codigo DECS Descrigan DEGS
Dos4198 Leuc=mia-Linforma Linfoblastico de Celulas Precursoras

Tipo de Intervencie:  Compamador

Natureza da Intervengdo

« Famaco/Medicamento/Vacina

Descritores da Intervengdo

Descritores da Intervengdo

Intervencies
Randomizagao de uso ou n3o de Prémedicagio antes de infusso de PEG asparaginase
Lista de CID
Cadigo CID Descrigdo CID
Co.0 Leucemia linfoblastica aguda
Lista de DECS
Codigo DECS Descricao DECS
0054183 Leucemia-Linforma Linfoblastico de Gélulas Precursoras
Fase
* Fase 4

Havera uso de placebo ou a existéncia de grupos que ndo serdo submetidos em nenhuma interveng3o:

Ate o presente momento o protocols de tratamento ideal & nSo fazer uso de prenemcamc antes da |nfusa|:| da PEGAsparaginase evitando, assm,
Mascarar reau:-es alérgicas ou inativagdo silenciosa. Ma presenga do monioramento sirico, como se'a fomecido pelo
estudos unicéntricos & com poucos packentes SUQENE) que O uso de p’ernedlmgan pods reduzir o ndmero de inativagdes slenciosas e,

consequentements, necessidade de froca de medicacio. Buscaremes portants verficar este dado de forma prospectiva & multicéntrica, com

analises interinas regulares.

Desenhao:
Estudo prospective, randomizado, multicdnirics, no cego

te estudo, alguns

—— Apoio Financeiro

CNP.J Nome E-rrail Telefone Tipo
42,374 2070001-78 |Laboratorios Servier do Brasil Lida Instucional Principal
—— Palavra Chave
Palawra-chawve
lescemia linfoblastica aguda

Dt i Suibsinkaade do Progein: 26N 42000

Mo s Adiiilve: PE_INFORMAGOES RABICAS W2310 12 pf

Visia b dis Pragets: 17
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crianga

asparaginase

atividade asparaginase

cdncer

Detalhamento do Estudo

Resumo:

Os indices de sobrevida das lewcemias linfoblasticas agudas (LLA) melhoraram muito nas lmas decadas devido ao desenvolvimento de
tratamentos eficares. Hoje, as taxas de sobrevida em criangas giram em tomao de 80% com uma sobrevida global superior a 20%. Infelzmente, as
taxas de cura pa:ieslarrmpaﬂ:la-;amﬂmslrﬁampmnmm Mesma a0 se intensificar o ratamento com protocolos Mas agressives e
mais seetivos, nhﬁﬂm-semenanhmnﬂnadnsmmmdusﬁnas mmmuﬂuﬂmdemnmdadEUmdmfmmmm
|nﬂuamnesﬁarrelhn|aeaaspmgnase A primeira descoberta das propriedades nbiduasdanmrdandnaa&pmnasefmhamdeEﬂ
anos, mnaubma@nde|:|ue:rsmcrspu'la:ImEdeIlmummmmdeubaﬁmmwmmlﬂmdaewmms
completa Atualmente, umdad:sdmmmﬁmmmdaaspaﬁgn&mmmmu nasLLApedmas mostrando o seu benefido no
trataments intensio. Haehn]e considerada components universal das terapias, sendo utiizada na indugso & rmwﬁcalg,an de remiss3o em fodos
0s regimes de tratamento pediatrico. A asparaginase & uma enzima gue esgota sistematicaments o aminodcide n3o essencial asparaging, levando 3
monte das celulas leucdmicas, devido aos baixos niveis de asparagna-sintetase dessas celulas Alualmente, existem trés formas diferentes da
enzima. As duss formas nativas de asparaginase usadas inicialmente 530 dervadas de Escherichia coli ou Erwinia crisryshemia. A enzima desvada
de E. cofi tem sido usada como terapia de primeira linha, enquanto a asparaginase derivads de Erwinia & reservada para pacientes que
desenvolvem reagdes de hipersensibilidade 3 forma anterior. Una tercsira formulagdo, a PEG Asparaginase - conjugagao da E coli asparaginase
com o polietlenoglicol - foi deservolvida a fim de reduzir o potencal munogénico. [sto resultou em taxas reduzidas maga'udea'rﬁmpns.
mencr incidénciade alergia, slém de mea-vida rais prolongada no sor A foma peguilada tem uma meia-vida de cerca de 1 semana, enquanto a
asparaginase de E. cofinativa e a Emnlaaspa:glnasetemmunma%del.&eﬂﬂﬁdlas respectivamente. O monitoramento da athwdade da
aspaaglnaseeummadrlnpmpam garantir a ficacia dnmepmpﬂﬁwnwmuﬂmd&dﬁa&nh&ﬁmlmﬁd&mwnﬁs&
a0 imves de monitorar indretaments 3 qualidede dos produtos por meio de pureza quimica. a andlise dos nivels de atividade da asparaginase &
fundamental para monitorar a terapia do pacente, especiaimente aqueles que desenvoivem hipersensibilidade sienciesa, awdliando na substituicao
dos medicamentes, melhorands o prognostics dos pacientes Alem disso, estudes recentes apoiam que umndelpre-n'ledlcagan universal pode
reduzir substiticies desnecessanas e eventos adversos ao medicamento quando esse menitoramentn & disponivel Aravés deste projetn
pretmdennsnmmaamdaﬂedaaspaagnaseemmda&asmmcaﬁ brasdeiras em uso de PEG asparagnase. Dessa forma, podersmos
adaptar & melhorar os resultados do fratamento, além de avaliar de forma multicentrica a influéncia do uso da pré-medicacie na inativacio
silenciosa & Nos eventos adversos.

IntrodugSo:
As leucemias Inflides agudas (LLA) compreendem um grups de neoplasias de células linfoblasticas que afstam principalmente oriancas e
addemma.DlrstmmNa:imddaCineer[an.l}esﬁrrEq.lenemade1U.Uﬂﬂrmnscasus5hdagmsﬁcadnsamdam.mmmmnm.
melhorias no tratamento infantil fzeram com que a taxa de cura nos paises desenvoividos hoe seja prowima a 80%. enguanto esta mesma ta
permanece em toma de 807 na pnpqlacaubmsllm{ﬂmnchhseﬁ. mmnlcagannlﬂd?ﬂOPE mn}nd&?ﬂi?}.ﬂxwemﬂm
dm&bmamewﬂmnammmnaﬂ essencial asparagina, Elacaﬁaanu'tedasceﬂaslememmﬁpuseaa
apresentam baixos niveis da ensima asparagina-sintetase. A desami da asparagina sérica elimina seletivaments as células de leucemiz,
presenando as cehdas nomais, ummmﬁaﬁspﬁmacﬁﬁaﬁed&ﬂﬂz&-laimmiﬁmmad. 201 1) Atualmente,
eMﬁaWdﬁm:ﬂmmmmmmmmmmmmmﬁn defivadas de Escherichia coll ou Enwinia
crisryshemia. A enzima derivada de E_coli tem sido usada coma terapia de primeira linha, enquanto a asparaginase defvada de Erwinia € reservada
pa:pmmamede&ermﬁuemma;ﬂesdehpemshldade & forma anterior. Cnrmaspmpaag:esdeaspamnasemdemadasdehmnas
elas =50 altamente Imunogenicas. L.hlatemequmw.llag.an a PEG asparaginase, que & uma asparaginase conjugada com polistienoglicol, foi
desenvoivida a fim de reduzir a rruu:genladadeennmderﬁls:e& E conhecido que a forma peguillada resulta emn taxas reduzidas de

3o de anticorpos, rnern'nu:a:lemtadeah‘gtaeurrﬁma—mdarrﬁtspldnruada-ahmetd 2001 ).A PEG Asparaginase tem wma meia-
mdademdelsememmaF_Dile&mnlaaspaa;lnasewrnumnemdeljeﬂﬁﬁdlas respectivamente. Devido 3 meia-vida
msmﬁEmnuwmmmdﬁmseqﬂmmmﬁmME para garantir atvidade erzimatica adequada e completa
dqﬂec:audaaspaq;nam{FmrﬂezEtd 2U14J.Dnmtmnm:ha:uﬂaﬂedaaspangnaseeummcadrnpmame para garantir a
eficica clinica & para justFicar o eventual uso de diferentes formulacdes de asparaginase, ao inves de monitorar indiretamente a qualidade dos
produtos por meso de pureza quirmica. Esaauaegmaemensﬂemmm contextos, WMa vez gue o principal efefte adverso da medicagio
53-:35remsdehperserﬁbldajeemzlmagansienmsa-mderﬂmsetd 2016).0 desenvalvimento de anticorpos anfi-asparaginase pode
musa'umampldam da asparaginase, Eulﬂﬁmumdeplecuahaxndnlded:ha&pmm Esta condigio & mais observada com a
asparaginase derivada de Dileuﬁslnmﬁsmnde&deerup@an cutsnea leve, P‘LII'II:k}EH:Eﬂ'E‘EIT‘K} anatlana. Umgﬂﬂeyﬁmp&:}mew
apﬂnmdeanﬂm‘pﬂsmsaﬂpmm.lzasmmrmsdmmesmpcdelwra'hpersensahlmde silenciosa” ou "inativagao slenciosa” do
fa'rrm:r{F'a'ns,lan et al, 2004} Estudos mostraram que pacientes com hipersensitilidade a0 medicaments t&m um clearence rnatsmidn em

mg.an COMm pacientes que nao apresentam essas reaghes. Alem disso, os pacientes que desenvolvem anticorpos neutralizantes 3
asparaginase, Mesmo na auséncia de uma reacdo clinica, pojemmmnmmag::e& mnmsmbmmmbm&dam lewa'u:inadlmmxpada
sobrevida & 3 maicr chance de recidiva da d:-enu:a{.ﬁsseln 1929). Messes casos, & indicada a substituicio da formulacio com o chjetivo de
prodongar a terapia com aspaq;naseemeﬂlnmnﬁresuhad:rsdnpaaenﬁ-zdmskaﬁmﬂmﬁ%asmﬁbdasedm
recentements por nosso grupe (Cecconslle, 2018), entendemos que a analise dos nnﬁsdeﬁmdade:ha&pmagmaseehrdznenﬁ]pﬁﬁnmimm
a terapia do paceente. especialmente aque&esq.le desenvoivem hipersensibilidade slenciosa, awdiando na substiuicao dos medicamentos,
mmnpmstmdmpamm Além disso, emdu&mamnmumndepm—nedmgauunmlp:demduarmml
desnecessarnas e eventos advwersos ao medicamento quando essemcninarren‘huedspmnd Uma das diferencas entre a realidade brasilkeraz a
d:rsparses. daarmhndaﬁeaﬁlademnmrﬂmlﬁamdadedeaspaagnase Alraves deste projeto pretendemos monitorar 3 atividade da
asparaginase em todas as crangas brasileiras em uso de PEG asparaginase. Dessa forma, poderemos adaptar e melhorar os resultados do
tratamento. além de avaliar de forma multicéntrica a influéndia do uso da pré-medicagdo na inativazdo silenciosa & nos eventos adversos.

Hipdtese:
0 uso de Prémedicacio antes da infus3o da PEG Asparaginse reduz as manifestagdes alémicas & a necessidade de troca de formulagdes de
Asparaginase
Objetive Primaria:
Daia de Submissle do Projein: 35H 12{02 Biome do Asquive: PE RFORMACOES BABICAE 2082310 E12 pd Viersbo do Propeic: 17
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Aaliar a influéncia da prémedicagio na atividade da PEG asparaginase em criancas brasdeiras em tratamento de primeira inha para uma leucamia
linfobistica aguda 2. Avaliar e caracterizar polimorfismos de genes relacionados 3 dergia 3 PEG

asparaginase: NFATC2 (rs8021191) e GRIAT (r=4958351) e a efeitos adversos a PEG ASNase CPA2 (rs100885T65), CPAZ (rs3B07342),
MYBEF1A (rs3500a40), 356 (rsATITO470), LKz (rs281368), ULK2 (re281366), ULK2 (rs231340), ULK2 (r=231341) = PRES1-PRES2
(ref2228256).

Objetivo Secundario:

Descrever 3 mmmwewammmrﬁmnumﬁeﬂﬁ sobrevida |vre de eventos (SLE) e sobrevida e de doenga
|aLD]DesuEwraperﬁdemmudadeaPegAaqammnsewesmnamgtmdem brasieira;Definir s2 2 pré-medicacdo pode reduzir a
taa de reagdes de hipersensibfidade e inatvagao silenciosa secundarnias a F'Q:‘-;—aspalaglnfsse

Metodologia Proposta:

Local do estudo: I-bsprlddeﬂlmcasdEPmMEg'ElH{FAmumawPDsprﬁpubludnsuldansal E umn cantro de ratamento de leucemia
pedidtica & adulta na América Lating, com uma contribuicdo centifica bem conhecida. Mossa equipe de pesguisa j3 validou £ projetn anenor o
menforamento da atividade de asparaginase com centros eurspeys & esta em constante contato para gaarmraqdlda:lemmuadems
resultados, principaiments com o Prof Boos Kiinik fir Kinder und Jugendmedizin, Universidade de Munster, Alemanha. F':pda;,anan_r.m:Iue
TarrmfndaAmnsuaPrrnpa]mderdmmPauemesde-Qimusde idade diagnosticados com leucemia linfoblastica aguda em primeia
linha de fratamento em usa de PEG asparaginase. Critérios de exclusaoAmosiras recebidas de forma inadequada no centro de andlise (HCPA)
annstlasna-}a:leqn:larrﬂrtmdemﬁnadas mnmmadﬁnnprqemmdnﬂfmm amosiras gue chegu dﬁmngeladaﬁﬁm
tarrhmev-adurdnsdamalse pacienizs qmmswammmupmmsmmprqemColemdedajnsAmletadedad:sdermgzﬁm
anfropometicos, de salide e fratamento sera reslizada por um gquesbonario especifico Delineamento: Estudo prospectivo, multicEnirico, rmndomizado
de forma centralizada ao longe de 3 anos.0s pacientes serdo randomizados m dois grupos-Grupo 1: p‘e—nedms:aoatesdalnfl.tsaudeF‘EG—
asparaginase;Grupo 2 somente infus3o de PEG-asparagnase. Mo grupe 1 o probocoio de pre- medicagao consista de1. Difenidamina mgfkg
intravencsa ([ dose maxima 50mg;2. Hidrocortisona 1mgikg V-dose maxima 100mg;3. Cndansetrona 0. 15mg'kg IV ou oral (VO)-dose maxima
Gmg. Ma auséncia de dfenidramina, sugens-se wsar maleato de dexclorfeniramina 0.4mgiml {Criancas de 2 a § anos: 1,25ml trés vezes a0 dia, dose
maaurrﬁde&rr@'da. Criangas de §a 12 anos: 2,5 ml trés wezes ao dia, d:senmmde&Tp‘dm Maiores de 12 anos: 5ml 3 a 4 vezes a0 dia, dose
mairma de 12mgidia) ou Prometazina 0,3mg'kg IV ou inframuscular (IM)_A atividade enzdimabica da asparaginase serd analisada em amibos o5
grupos T & 14dlaﬁa|:cﬁa|nf|53:mnF'EG—aspamgnase Cdﬁ.harmsuﬂemalseatzlmﬁ.ammfunalmladamanjnusnmvre'n'ﬁnF'qﬂ
(w11.43), mumnmeldesegnrﬁmrmadeﬁ%ep:derdeﬂﬂ% O resultado utlzadnpaaabasedena]wlnfmammagandamdadesanuusu
de pre—medlnal;aumtesdarﬁlsaodePEG—aspaagn&apmdedadusdaltm {cerca de 1%:). Com base neste cakouls, pretendemos
analisar 440 pacientes, 220 em cada brago da mndomizacio -mmpre—medmagan & 5&m pré-medicacan).A randomizacio sera aeatoria simples
com o auxilio do programa Excel vers3o 2010. Os dados coletados ser3o ammazenados na plataforma REDCap As andlises estatisticas ser3o
anﬂlsa:lasp-rrrﬂuduad‘m\amSF'SS\lﬂﬂLkrmala]lsemﬁennadnsdadnﬁdnmmmdmsmﬁuimmmwﬂwamagmdnﬁ
Denh'asapﬂdaala]lsedumeﬁmeﬁedemnﬂagaumﬂadasaellcq. dmdewenﬁcradfaengammmm{mu&
medicagao) ou ndo & necessidade de confinuidade de recrutamento DuracSo do estudocA durag3o estimada do estudo € de 3 anos, considerando a
|ndusa|:| dea:mxrnadanlemeﬁﬂpmmmm;?:es intermiedianas serdo feitas regulamments para 3justar o tamanho da amostra.
mﬁmmmsamhhmdamda&maﬁrmd&ammhnmmpﬂnmiﬂd&smmmhm
coletadas antes, 1 hora, 7 & 14 dias apds as infusdes de PE(S asparaginase. Taﬁsammmmﬁ.gadmdanodeZMasma coleta
e o plasma mdlq.u:dadnemmhni [previamente identificados que serao imedistaments anmiazenados 3 -20 ° C até a analise. Determinacao da
atividade enzimatica. O método de analise pmaﬂmudaznﬁd&emmeb&a& na técnica desorita por Lanvers et al| e
utiliza acide aspartico B-hidroeamato como subsirato para quantificagao de asparaginase

Critério de Inclusio:
Pacientes de <21 anos de idade diagnosticados com lewcemia infoblastiea aguda em primeira linha de fratamento em uso de PEG asparsginase.

Critério de Exclus3o:

Amostras recebidas de fomna inadequada no centro de analiss (HCPA) | amostras ndo adequadaments identificadas, amosiras no registradas no
projeto atraves do REDCap, amostras que cheguem descongeladas. Serdo tamibém excluidos da andlise pacientes gue nio sigam a randomizacio
prevista no projeto.

Riscos:

(15 passiveis riscos adicionais decomentss da participacio na pesquisa mrelaﬁmad:saausndapr&rredmaqan s participantes que forem
sorteados para este grupo. Para s participantes que forem sorteados para pamupammdnmmpa:lm nao ha riscos adicionais pela
participagao na pesquisa. apenas os riscos relacionados ao tratamento assistencial conforme [@ explcado pelo médico assistente.

Beneficios:

Assisténcia 3 salde: admmgmdnumwdnnm do paciente, garantindo boas praticas médicas, potencializando 3 resposta ao tratamento &
melhorando o prognastics; Tecnalogia: aplicacio de uma metodclogia reconhecida intemacionalmente dentro da realidade nacional Socal: reducio
do risco de recidiva e re-tratamento desses pacientes, reducdo de cusios individuais, familiares & sociais. bem como a toxicidade, penmitinde uma
reinsencie social;

Metuduluglademi]isedeﬂadns

A randomizagie serd aleatdna simples com uamind}p‘ungxnelversauﬂﬂm Osdajnsuﬂemﬂussammrﬂmmnapla‘lafnmﬁ
REDCap (Research Electronic Data Caphure)fs anlises mtmmmdaﬂwmumMSPo&v 20.bma andlise interina dos
dad:lﬁl:‘unah.u:lnmmdza:hmshathEpaaa.da'amdqandmmﬁapatrdamdm&d:mmdemnm
(ICC), além de verificar a diferenga entre os grupos intervengao {com pré-medicacao) ou nao e necessidade de continuidade de récrutamento.

Desfecho Primario:

Avaliazdo dainativacdo slenciosa da asparaginase em pacentes pediatricos com LLA usando PEG-Asp no Brasd

Desfecho Secundario:

A Sobrevida LmredeEuenms{SLEls.emcduladaapa'hrdnnmmdndlagnsbmaﬁeachladaremdvamrrﬂlaussﬁa M2 apds ter
alcangadamremtssan completa (RC); falha em alcangar R no final do ratamento, segunda malignidade ou morte por qualquer causa, o que
DCOMES prmein. Irldmdm&cp.enum‘ﬁeg.emaﬂurﬁtapmnmmnmgemmﬁmadaﬁ falhas de tratamento e sera atribuido um SLE com
durag3a de 1dia. Os individues ainda vives e livres de eventos serSo censurades na ditima data de avaliag3o da doenga. Se a data da (tima
auﬂtag.andadnen Fntpnstemradaal:pemaamhse o individue serd censurado na data de inicio da analise. Subrwdaﬂnhdlaﬁ}m
calculada a partir wnwdedlag'lmateammmdwma Indiwiduo sinda vivo serd censurado na data que se sabe gue esta vivo.
Se a data conhecida pela Glitima vez por estar vive for posterior 3 data que

Darts, S Suibvinis sl o Progain: 256 W22 Moima di Arguive: PE_INFORMAZOES_BABICAS 203310 E12 pf Vsl do Projsle: 17
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aciona a andlise, o individuo sera censurado na data do inicio da andlise: Resposta de doenga residual mirima [DRM] Definido como nivel de DRM-=
104 o final do fratamentolncidéncia cumulativa de I'EC.]I{'..!l'\:‘.dEFﬂE de inativacio de asparaginaseComparar 3 incidéncia de reacdes de
hipersensibilidade com PEG-asparaginase com & sem pré-medicacio

Tamanho da Amostra no Brasil: 440
——  Paises de Recrutamento
[Pais de Origem do Estudo Pats N° de participantes da pesquisa
Sim BRASIL 440

Outras Informagdes

Hawerd uso de fontes secundarias de dados (prontuarios, dados demograficos, etc)?

Sim
Dietalhamento:

Os dados coletados durante 3 pesquisa serao sempre tratados confidencialmente. Os resultados serao apresentados de forma conjunta, sem a
identficacdo dos parficipantes. ou seja, o seu nome ndo aparecera na publicagso dos resultados.
Informe o numero de individuos abordados pessoalmente, recrutadios, ou que sofrerdo algum tipo de intervengdo neste centro de

pesquisa
440
Grupos em que serdo divididos os participantes da pesquisa neste cenfro
1D Grupo W de Indviducs Intervenghes a serem realizadas

Com prémedicagao 0 Uso de antialeérgicos antes da nfus3o de PEG-Asparagnase
Sem prémedicacdo 1 MNenhuma
O Estuda & MulticEntrico no Brasil?
Sim
Demais Centros Participantes no Brasil
CMNPJ. 17.2008.801/0001-83 Nome/OrgaofUnidade:  SANTA CASA DE MISERICORDIA DE BELO HORIZONTE
E-mal cep@santacasabh.org.br Tedefone: 3132383838
CPF do Responsavel (5203512663 home do Responsavel: MARIMNA BRANDAQ DOMMNARD
CHP.X 60.061 08a/0001-08 MWomedCrgao inidade: FUMDACAD ANTOMIO PRUDENTE
E-malt ©&p_hcancenf@iaccamango.org.br Telefone: 1121885025

p_kowalskiffuol.com.br
CPF do Responsavel 53208218300 MNome do Resporsavel: NEVICOLIMO PERELA DE CARVALHO FILHO
CNPJY D6.BT0.023/0001-77 MNome/Orgao nidade: AESUCIAQAD PIALIENSE DE COMBATE AQ CANCER
E-mai Tedefone: 8521053000
CPF do Responsavel BIOT473768 home do Resporsavel: MOMICA FORTES NAPOLEAD DO REGD
CNPJ 82735 040/0008-20 hWome/OrgaofUnidade:  SOCIEDADE LITERARIA E CARITATIVA SANTO AGOSTINHOD)

E-mal cep@hsjose.combr

Telefone: 45343115256

CPF do Responsavel 04188218801

home do Resporsavel:

Juliana Dl Ponte Bitencourt

CMPJ: 60445 040/0001-22 MomeiCrgialnidades  Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da USP

E-mal cappesqifhcnet.usp.lbr Tedefone: 1126610442

CPF do Responsavel 03360356623 Mome do Responsavel: Lilian Maria Cristofan

CMPL B1.270 5485000153 Mome/OngaoUnidade UNLAD OESTE PARAMNAENSE DE ESTUDOS E COMBATE
AD CAMCER

E-mal hospitaldocancenuopecean combr Tedefone: 4521017000

CPF do Responsawel 42080218400 Mome do Responsavel: CARMEM MARLA COSTA MENDOMCA FIORI

CMNPJ: B5.501.T54/0014-20 MomeCrgiolUnidade:  UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA MARIA

E-ma Telefone

CPF do Responsavel 44067001068 Mome do Responsavel: Mauber Eduardo Schuitz Morsira

CMPJ: §7.185 604/0001-50 Mome/OngdoUnidade: ﬁ%ﬁg& APCIO AQ ADOLESCENTE E A CRIANCA COM

E-ma Telefone

CPF do Responsavel 82540043372 Mome do Resporsavel: AnaVirginia Lopes de Sousa

Dl S Submissle do Profeks: 250 WHED

Moma dis Aguilve: PE_INFORMAGOES BAEICAE 5310 12 paf
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CNPJ: 11.6356.672/00001-67

Nome/OrgaoiUnidade:  FUNDACAQ HOSPITAL REGIONAL DO CANCER DA SANTA
CASA DE MISERICORDIA DE PRESIDENTE PRUDENTE

E-mai

Telefone: 1832220083

CPF do Responsavel: 2TTERIETEAT

Nome do Resporsavel: Danielle Francisco Honorato de Barmos Torelli

CNPJ: 15.170.7230001-08

Nome/OrgaoiUnidade:  LIGA ALVARD BAHIA CONTRA A MORTALIDADE INFANTIL

E-mai

Telefone: 7133249700

CPF do Responsavel: ATITIITEM Mome do Resporsavel: pliana teixeira costa
Propde dispensa do TCLE?
Mo

Havera retengao de amostras para armazenamento em banco?
Mo

Finalizar

Manter sigilo da integra do projeto de pesquisa: Sim

Prazo: Afé 3 publicagdo dos resultados

Justificativa da Emenda:

Aﬁwdenaqén Ciomité de Etica em Pesquisa Projeto CAAE- 32764720.0.1001 5327- Titulo da Pesguisa:
Infuncia do uso de prémedicagdo na atividade de PEG asparaginase em oriancas em ratamento para
levcemias agudas. Porto Alegre 11711/ 2022, Prezados Senhores, Solictamos atraveés desta emenda 3
inclusao de pacientes que foram diagnosticados com Leucemia IJrrfdePg.u:ialLLA}eq.leﬁzEla'n uso da
medlcal;,al:- PEgAq}aaqmsems (itimos 4 anos, eapmsa\taamre«amaiuersa NECESSANMENDE 3
pmeaute & ainda estao em acompanhamento ambulatonal nesta ns-mun;,ac- Fara estes pacientes
precisamos de uma coleta deswd:udpaaasanilsesdnsgaﬁrelmadnﬁapamne O comvite
para particpar da pesquisa e a coleta ser3o realizadas no morments da consults ambulatorial do paciente.
Ag alteraches estao destacadas no projeto e no novo TCLE. Atencicsamente, Mariana Bohns Michalowski
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