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RESUMO

A leucemia linfoblastica aguda de células precursoras B (LLAcpB) corresponde a 85% das
leucemias infantis a nivel mundial. Nos paises da OECD, a taxa média de sobrevivéncia das
criangas de 0-14 anos, entre 2010 a 2014, foi de 86.7% enquanto em paises em desenvolvimento
essa taxa é inferior a 70%. A sobrevivéncia infantil com cancro em Africa chega a 70-80% em
5 anos. A implementacdo de novas técnicas como indice de DNA (DI) em paises em desenvol-
vimento, como Mogambique, pode melhorar o diagndstico e acompanhamento das criangas com
LLACcpB. Neste estudo, o diagnoéstico foi baseado na morfologia de medula dssea (MO) e san-
gue periférico (SP) e a avaliacdo do DI foi determinado por citometria de fluxo, permitindo
correlacionar a quantidade de DNA presente nas células em fase GO/G1 do ciclo celular com o
nimero esperado de cromossomas. Este trabalho teve como objetivo padronizar e implementar
a técnica de DI nos laboratérios do Hospital Aristides Maltez (Bahia) e do Centro de Investiga-
cao e Treino em Saude da Polana Canico, CISPOC (Mocambique), como ferramenta de diag-
nostico molecular para pacientes com LLAcpB. Foram avaliadas amostras de MO e SP, recebi-
das entre Dezembro de 2022 e 2023 da Bahia e Mogambique. Inicialmente a metodologia foi
padronizada na Bahia e posteriormente transferida para Mogambique. Na padronizagao usou-se
anticorpos monoclonais para evitar interferéncia com a faixa de emissdo da fluorescéncia do
iodeto de propideo. Os resultados indicam que o DI é um bom método para auxiliar na estima-
tiva do progndstico dos pacientes com neoplasias hematoldgicas.

Palavra-chave: Leucemia aguda; Leucemia linfoblastica aguda de células precursoras B;
indice de DNA, Imunofenotipagem; lodeto de propideo.
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ABSTRACT

B-cell acute lymphoblastic leukemia (Bcp-ALL) accounts for 85% of childhood leukemias worldwide.
Between 2010 and 2014, the average survival rate for children aged 0-14 years was 86.7% in OECD
countries, compared to less than 70% in developing nations. In Africa, the survival rate for children with
cancer is significantly lower than in developed countries, where the 5-year overall survival (OS) reaches
70-80%. The implementation of new techniques, such as the DNA index (DI), in developing countries
like Mozambique could help improve the diagnosis and monitoring of children with B-ALL. In the
samples analyzed, the diagnosis was based on the morphology of the bone marrow (BM) and peripheral
blood (PB). DI evaluation was determined by flow cytometry, which correlates DNA present in cells
during the GO/G1 cell cycle phase with the expected chromosome number. The study aimed to stand-
ardize and implement the DI technique in the laboratories of Aristides Maltez Hospital (Bahia) and the
Polana Canico Health Research and Training Center (CISPOC) in Mozambique as a molecular diagnos-
tic tool for Bcp-ALL patients. BM and PB samples collected between December 2022 and 2023 from
Bahia and Mozambique were analyzed. The methodology was initially standardized in Bahia, and then
transferred to Mozambique. Monoclonal antibodies were used in the standardization to avoid interfering
with the fluorescence emission range of propidium iodide. Results indicate that DI is an effective method
for assessing the prognosis of patients diagnosed with hematological malignancies.

Keywords: Acute leukemia; Acute precursor B-cell lymphoblastic leukemia; DNA index, Immunophe-
notyping; Propidium iodide.
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1. INTRODUCAO
1.1 Leucemogénese

As doencas hematoldgicas, também conhecidas como neoplasias hematoldgicas, resultam de alterac6es
genéticas em uma célula hematopoiética que se expande de forma monoclonal (Sant et al., 2010). Essas
doencas séo caracterizadas por serem clonais, originadas de uma Unica célula na medula 6ssea (MO),
no timo ou no tecido linfoide periférico, que sofreu uma ou mais mutacdes genéticas. Essa célula passa
por divisbes mitoticas continuas, resultando no desenvolvimento de um clone que prolifera descontro-
ladamente e é resistente a apoptose (Sant et al., 2010). As leucemias s&o um grupo de doengas malignas
hematolégicas caracterizadas pela proliferacdo descontrolada de leucécitos, diferindo na etiologia, pa-
togénese, progndstico e resposta ao tratamento (Dong et al., 2020; Lightfoot et al., 2016). Os diferentes
tipos de leucemia apresentam variagdes em termos de patogénese, origem, frequéncia e perspetivas de
prognostico (Dong et al., 2020).

As leucemias sdo comumente categorizadas conforme a origem das células (linfoide ou mieloide), con-
forme mostrado na figura 1.1, e 0 ponto de maturacdo em que o desenvolvimento é interrompido (agudo
ou cronico) (Baeker Bispo et al., 2020). As células linfoides tém sua origem inicial nas células-tronco
hematopoiéticas pluripotentes presentes na MO. O desenvolvimento normalmente é adequadamente
controlado por meio da transdugdo de sinal celular, ativacdo de fatores de transcrigdo e selecdo posi-
tiva/negativa (Huang et al., 2020).

A leucemia aguda (LA) é definida pela infiltracdo de mais de 20% de blastos na MO ou no sangue
periférico (SP) e pode também ser diagnosticada pela identificacdo de alteracbes genético-moleculares
especificas da doenca (Onciu, 2009). E o cancro mais comum na infancia, afetando cerca de 35 criangas
a cada milh&o, com idades entre 0 e 14 anos a cada ano (Qiu et al., 2021; Schwab & Harrison, 2018;
Teachey & Pui, 2019). E responsavel por cerca de 75% dos casos diagnosticados em criancas a nivel
mundial e adultos jovens, com um pico de incidéncia entre 2 e 5 anos de idade (Dong et al., 2020; Tian
et al., 2023).

As formas crdnicas de leucemia sdo muito raras em criancas de todas as idades e na grande maior dos
casos envolve os linfécitos B. A sua incidéncia é maior a partir dos 60 anos e é mais frequente em
pessoas do sexo masculino. (Dong et al., 2020; Tracy & Eve, 2017).

A leucemia linfoblastica aguda (LLA) é uma condi¢do maligna clonal caraterizada pela proliferacdo
anormal de precursores hematopoiéticos ha MO e na corrente sanguinea (Qiu et al., 2021; Smaldone
etal., 2019). As LLA progridem rapidamente e necessitam de tratamento urgente, pois podem ser fatais.
Quando diagnosticadas e tratadas precocemente, tém maior chance de sucesso terapéutico. Por outro
lado, as leucemias linfoides cronicas evoluem lentamente e podem nédo requerer tratamento imediato
apos o diagndstico (Whitehead et al., 2016).
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Figura 1.1: Esquema da Hematopoese. A figura ilustrativa esquematiza a sequéncia de processos que ocorre durante a he-
matopoiese. Todas as células hematoldgicas tém uma origem em comum derivada de uma célula tronco. Apés o estimulo
apropriado a célula da origem a duas linhagens hematoldgicas sendo elas as células linféides que dao origem a linfocitos B e
T, e células mieloides que ddo origem a hemacias, plaquetas e granulécitos (neutr6filos, mondcitos, eosindfilos, basofilos).

(https://www.proenem.com.br/enem/biologia/tecido-sanguineo/)

Com base no imunofendtipo a LLA pode ser classificada em dois subtipos LLA de células precursoras
B (LLcpB) que corresponde 85% das leucemias infantis e LLA de células T (LLA-T) correspondente
a 15% dos casos (Duffield et al., 2023; Muller & Inaba, 2023; Smaldone et al., 2019; Teachey &
Pui, 2019). E reconhecido que o surgimento da LLAcpB esta associado a diversas mutacdes genéticas,
gue frequentemente se inicia em progenitores linfoides pouco diferenciados presentes na MO. Esse pro-
cesso é sucedido por etapas de expansao clonal, diferenciagdo, proliferacdo celular desordenada e blo-
queio na apoptose, resultando, em Gltima instancia, na substituicdo de células linfoides normais por
células malignas (Huang et al., 2020). O National Cancer Institute (USA) categoriza os pacientes com
LLAcpB em risco padrdo ou alto com base em idade e contagem de leucdcitos. Pacientes com idade
entre 1 e 10 anos ou com contagem de leucdcitos < 50.000 células/uL s@o considerados de baixo risco
de recaida. Ja aqueles com idade < 1 ano ou > 10 anos, ou com contagem de leucécitos > 50.000 célu-
las/uL, em tratamento sdo classificados de alto risco (Smith et al., 1996). A LLAcpB € o subtipo comum
de leucemia na infancia com pico de incidéncia entre 2 a 5 anos de idade ( Pui et al, 2008; Inaba et al.,
2013). De modo geral, criancas com este subtipo leucémico tém um prognostico mais favoravel em
comparacdo com a LLA-T, que é vista como um fator clinico prognéstico desfavoravel (Armstrong &
Look, 2005; Inaba et al., 2013; Othman et al., 2015).
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A medida que o conhecimento avancou, as anomalias cromossémicas recorrentes associadas a esta do-
enca foram identificadas, tornando a citogenética uma ferramenta confiavel para a estratificagdo de
risco. Essas lesdes génicas interferem principalmente na proliferacdo celular e na diferenciagdo (Pui et
al, 2008) bloqueando fatores de transcricdo hematopoiéticos ou ativando oncogenes, 0 que se torna cru-
cial paraaleucemogénese (Mullighan, 2011). Nos ultimos anos, a taxa de cura das LLAcpB apresentou
um aumento significativo. No entanto, mesmo com esse avancgo, cerca de 15% dos pacientes com
LLACcpB ainda enfrentam recaidas (Harrison, 2009; Huang et al., 2020; Mullighan et al., 2012).

Contudo, nas LLAcpB, as anormalidades das células linfoides no estagio precursor B impedem o pro-
cesso de diferenciacdo linfoide, resultando em uma proliferacao e sobrevivéncia celular fora do padrao.
E reconhecido que o surgimento da LLAcpB esté associado a diversas mutacdes genéticas, que frequen-
temente se inicia em progenitores linfoides pouco diferenciados presentes na MO. Esse processo € su-
cedido por etapas de expansdo clonal, diferenciacdo, proliferacdo celular desordenada e bloqueio na
apoptose, resultando, em Ultima instancia, na substituicdo de células linfoides normais por células ma-
lignas (Huang et al., 2020; Cooper, S. L. 2015).

Atualmente, o tratamento padrdo para a LLAcpB é a terapia direcionada ao risco (Huang et al., 2020).
A idade no momento do diagndstico é considerada como um importante fator prognéstico, a contagem
inicial de leucdcitos, as caracteristicas imunofenotipicas e citogenéticas da populagédo de células ima-
turas, e a rapidez da resposta ao tratamento inicial no momento do diagndstico sdo outros fatores
considerados fundamentais para avaliar o nivel de risco (baixo ou alto) (Huang et al., 2020; Inaba et
al., 2013; Mansoor et al., 2023). Apesar dos avangos obtidos nos tratamentos terapéuticos e resultado
de sobrevivéncia nas Ultimas décadas, a LLA permanece como a principal responsavel pelas mortes
por cancro em criancgas, e continua a representar um desafio significativo (Huang et al., 2020; Qiu
et al., 2021; Smaldone et al., 2019). A eficacia desse tratamento requer a implementacdo de um
protocolo de multiplos medicamentos, dividido em trés etapas distintas (inducdo, consolidacdo e ma-
nutencdo) (Huang et al., 2020). Além da idade, a contagem de leucdcitos é outro fator prognostico,
e uma contagem elevada de leucdcitos esta relacionada a uma resposta menos satisfatoria ao trata-
mento, especialmente em pacientes com LLcpB ( Pui et al, 2008). Este sistema de avaliacdo tem pouco
valor preditivo em criangas com LLA-T. No entanto, criangas com leucemia tipo T e uma contagem de
leucécitos superior a 400x10° células por litro enfrentam um alto risco de complicagdes, como hemor-
ragias no sistema nervoso central, problemas pulmonares e neuroldgicos devido a hiperleucocitose sis-
témica. De modo geral, criangas consideradas de baixo risco tém um progndstico mais favoravel do
que aquelas classificadas como de alto risco. Portanto, o grupo de risco é utilizado para determinar a
intensidade do tratamento (Inaba et al., 2013).

Desde os anos 80, a realizacdo da imunofenotipagem no momento do diagnostico tem sido crucial para
determinar a linhagem leucémica, sendo especialmente essencial na diferenciagdo entre LLcpB e LLA-
T, j& que ndo ha distincdo morfoldgica entre elas (Sobol et al., 1987). Durante esse periodo, 0s marca-
dores imunofenotipicos associados a linhagem mieloide, como CD13 e CD33, expressos em pacientes
com LLA, foram descritos como indicadores de progndstico adverso, tanto em adultos quanto em cri-
angas (Sobol et al., 1987). No entanto, estudos posteriores ndo demonstraram uma associacao entre a
presenca de marcadores mieloides nas leucemias linfoides e o prognéstico ( Pui & Look, 1990).



1.2 Historico

Em 1827, foram descritos os primeiros casos de leucemia na literatura médica pelo médico francés Al-
fred Armand Louis Marie Velppeau. Tendo relatando uma paciente de 63 anos com sintomas como
febre, fraqueza, célculos renais, hepatomegalia e esplenomegalia, além de sangue com caracteristicas
anormais (Huntly & Gilliland, 2005). A causa da doenga foi inicialmente atribuida ao aparecimento de
"corpusculos brancos". Quase vinte anos depois, em 1845, o médico inglés John Hughes Bennett fez a
primeira descricdo da leucemia como um distdrbio sanguineo. O médico francés Alfred Donné foi quem
realmente descreveu a leucemia como uma doenc¢a (Huntly & Gilliland, 2005).

Na cidade de Edimburgo, capital da Escdcia, Bennett publicou um documento intitulado "Spleen and
Liver Hypertrophy Process", onde relatou diversos casos de 6bitos de pacientes com esplenomegalia e
alteracOes na cor e consisténcia do sangue. Nessa época, ele usou o termo "leucocitemia™ para descrever
a patologia, reutilizando-o em 1845 no titulo de um livro que escreveu, no qual registrou o primeiro caso
de cura que publicou naquele ano (Huntly & Gilliland, 2005).

O termo leucemia foi utilizado pela primeira vez em 1856 pelo patologista alem&o Rudolf Ludwig Karl
Virchow. Pioneiro no uso do microscépio 6tico em patologia, Virchow descreveu o excesso de globulos
brancos nos pacientes com a sindrome clinica relatada por Velpeau e Bennett. Sem saber a causa da
elevada presenca desses glébulos brancos no sangue, ele chamou suas observacdes simplesmente de
"leucemia”, que em grego significa "glébulos brancos". Em 1877, Paul Ehrlich desenvolveu uma técnica
de coloragdo que permitiu diferenciar entre leucdcitos normais e anormais, um avango importante para
a classificacdo das leucemias (Huntly & Gilliland, 2005).

A sequéncia de classificagdo respeita a convencional subdivisdo priméria baseada na linhagem celular,
com tumores de células progenitoras precedendo as formas malignas maduras (Alaggio et al., 2022;
Bennett et al., 1976). Contudo, os progressos na imunologia, biologia molecular e citogenética aprimo-
raram significativamente o entendimento dos marcadores biolégicos que identificam as células leucé-
micas (Bennett et al., 1976).

A classificagdo tradicional das leucemias fundamenta-se na morfologia celular e nas caracteristicas ci-
toquimicas. Contudo, os progressos nas areas de imulogia, biologia molecular e citogenética aprimora-
ram significativamente o entendimento dos marcadores bioldgicos que diferenciam as leucemias leucé-
micas. O desenvolvimento do sistema de classificacdo FAB em 1976 representou um dos marcos essen-
ciais no processo de categorizacdo da leucemia (Bennett et al., 1976; Tracy & Eve, 2017). Este sistema
foi fundamentado na morfologia, complementado pela citoquimica e, até certo ponto, pela imunofeno-
tipagem (Tracy & Eve, 2017). Na Gltima década, a classificagdo baseada em FAB, foi cada vez mais
complementada e substituida pela classificacdo da Organizacdo Mundial da Saide (OMS) (Chiaretti et
al., 2014; Lightfoot et al., 2016). A classificacdo da OMS é baseada na morfologia (citologia ou histo-
logia), mas também utiliza amplamente a imunofenotipagem por citometria de fluxo, citogenética e
andlise genética molecular (Tracy & Eve, 2017). A classificagdo dos tumores linfoides segundo a OMS,
tem servido como um ponto de referéncia global para a identificacdo de neoplasias linfoides desde a sua
terceira edicdo em 2001. Este sistema de classificacdo da OMS foi baseado na Classificacdo REAL
desenvolvida pelo International Lymphoma Study Group (ILSG) no inicio dos anos 1990 (Alaggio et
al., 2022; Arber, 2019; Bloom et al., 2020). As defini¢Ges estabelecidas nas sucessivas classificacbes
da OMS foram adotadas além de serem incorporadas aos cédigos da Classificacdo Internacional de Do-
encas (CID), servindo assim como uma referéncia global para monitoramento epidemiol6gico em orga-
nizagdes nacionais e internacionais de politicas de satde (Alaggio et al., 2022).



Apesar da relevancia cada vez maior das pesquisas moleculares e genéticas na classificacdo das leuce-
mias, essas técnicas s6 podem ser realizadas em laboratdrios altamente especializados e exigem conhe-
cimentos técnicos avangados (Vardiman et al., 2009). Portanto, a analise morfoldgica e fenotipica por
meio da citometria de fluxo continua sendo uma ferramenta essencial para um diagndéstico diferencial
preciso das leucemias e para acompanhar a resposta ao tratamento, especialmente em regides com re-
cursos limitados (Peters & Ansari, 2011; Rashed et al., 2018; Vardiman et al., 2009). A citometria
de fluxo é uma técnica amplamente empregada para analisar células em suspensdo, gragas a sua capaci-
dade de realizar analises multiparamétricas (como tamanho, complexidade citoplasmética e composicao
bioquimica e/ou antigénica) e quantitativas de populacdes celulares heterogéneas de maneira objetiva,
sensivel, rapida e precisa (Mittag & Tarnok, 2009; Preffer & Dombkowski, 2009; Smaldone et al.,
2019).

Na regifo da Africa Subsaariana, as taxas de mortalidade infantil figuram entre as mais elevadas glo-
balmente (Carreira et al., 2014). A dificuldade em estimar a incidéncia global em Africa decorre da
escassez de estatisticas hospitalares essenciais e da auséncia de registos nacionais de cancro na maioria
dos paises do continente. As taxas de incidéncia reportadas oscilam entre 5% e 15,5% de todos 0s casos
de tumores malignos (Hadley et al., 2012).

1.3 Classificagdo da OMS

A primeira classificagdo da OMS para a LLA foi introduzida em 1997, utilizando apenas a morfologia
e o perfil citogenético das células neoplasicas como critérios. Ela distinguia trés tipos de LLA: LLAcpB,
LLA-T e Leucemia de Células Burkitt (Vardiman, 2010). A OMS, desde a década de 90 com atualiza-
¢ao em 2008, faz uso de marcadores citogenético-molecular para classificar a LLAcpB. Foram definidos
7 subtipos genéticos: 1(9;22)(g34;911.2) BCR-ABL, rearranjos envolvendo MLL (KMT2A),
1(12;21)(p13;922) ETV-RUNX1, 1(5;14)(931;932) IL3-IGH@, t(1;19)(q23;p13.3) TCF3-PBX1, hiper-
diploidia (> 46 cromossomas) e hipodiploidia (< 46 cromossomas). Estas mutacGes tém sido associadas
a perda de genes supressores de tumor e também a outras alterac@es, tanto ao nivel do desenvolvimento
da linhagem celular dos linfécitos B bem como da ativacdo aberrante de vias de transducdo de sinal
(Inaba et al., 2013; Jin et al., 2012; Terwilliger & Abdul-Hay, 2017).

De acordo com a OMS, as neoplasias hematol6gicas englobam as leucemias, sindromes mioloprolifera-
tivas, sindromes mielodisplasicas, linfomas e discrasias de células plasmaticas. Na classificacdo da OMS
de 2008 e 2016, os linfomas linfoblasticos também estdo incluidos na LLA. Esses linfomas comparti-
Iham muitas caracteristicas com a LLA, diferenciando-se principalmente pelo local inicial de apresen-
tacdo da neoplasia. O termo "linfoma" é utilizado quando a neoplasia esta confinada a uma lesdo extra-
medular, com pouco ou nenhum envolvimento da medula éssea e do sangue periférico. Quando ha um
envolvimento significativo da MO e do sangue, a condicdo é considerada uma leucemia (Bain, 2017).

A classificacao das neoplasias linfoides atualmente reconhecida é a da OMS, revisto pela ultima vez em
2016. Essa atualizacdo organiza as doencas linfoides malignas em cinco grupos: neoplasias de células
B maduras, neoplasias de células T e NK, linfomas de Hodgkin, doencas linfoproliferativas pds-trans-
plante e neoplasias de células histiociticas e dendriticas (Arber et al., 2016; Terwilliger & Abdul-Hay,
2017; Vardiman et al., 2009). As neoplasias de células B maduras incluem diversas doencas, como a
leucemia linfocitica crénica B/linfoma linfocitico de pequenas células (LLC-B/LLCP), o linfoma esplé-
nico de células B da zona marginal, a leucemia de células cabeludas (LCC), o linfoma linfoplasmocitico,
o linfoma folicular, o linfoma de células do manto (LCM), o linfoma de Burkitt, o linfoma difuso de



grandes células B, entre outras, tabela 1 (Swerdlow et al., 2016). Esse sistema é Gtil ndo apenas para a
classificagdo, mas também para o diagndstico e a escolha do protocolo terapéutico a ser seguido
(Vardiman, 2010).

Distarbios na forma de aneuploidia podem ser detetados em ambos grupos de pacientes (Panuciak et
al., 2023). Ploidia é um termo utilizado para descrever células que possuem um namero total de cro-
mossomos que ndo € um multiplo do conjunto normal haploide, indicando um estado com um cario-
tipo desequilibrado (Panuciak et al., 2023). A ocorréncia de aneuploidias, embora esteja associada
ao aumento da sobrevida em certas malignidades hematoldgicas, esta relacionada a um pior prognds-
tico em outras neoplasias (Brown et al., 2012).

Os tipos mais distintos de variacdes cromossomicas, como hipodiploidia e hiperdiploidia, sdo particu-
larmente associados a LLAcpB, enquanto a aneuploidia na LLA-T é menos documentada. A leucemia
hiperdiploide é considerado como o melhor prognéstico e a hipodiploide, como prognéstico adverso
(Blunck et al., 2019; Chen et al., 2015; Lejman et al., 2022; Panuciak et al., 2023; Pierzyna-Switala
et al., 2021; Ribera, 2021)

Hiperdiploidia é um termo que se refere a uma alteracdo genética especifica presente na LLAcpB, nesses
casos, as células afetadas possuem um nimero de cromossomas maior que o normal de 46, com uma ou
mais coOpias adicionais de determinados cromossomas. A hiperdiploidia foi descrita pela primeira vez
ha mais de 50 anos e, com pesquisas adicionais, foi dividida em dois subgrupos principais, baixa hiper-
diploidia e alta hiperdiploidia (Panuciak et al., 2023).

A alta hiperdiploidia é geneticamente caracterizada por uma ploidia extensa, manifestando-se como um
aumento ndo acidental no nimero de cromossomas, resultando em trissomias e tetrassomias individuais
(Panuciak et al., 2023). Essa condi¢do € detetada em aproximadamente 25-30% das criangas com
LLAcpB constituindo o maior subgrupo citogenético dessa doenga (Panuciak et al., 2023; Woo et al.,
2014). Geralmente, afeta criangas pequenas com LLACcpB e é raramente encontrada em bebés, na LLA-
T ou na leucemia/linfoma de Burkitt. A idade mediana mais comum de ocorrencia é de 4 anos, e estima-
se que a condicdo é rara apds os 7 anos (Panuciak et al., 2023). A baixa hiperdiploidia representa cerca
de 10-15% dos casos diagnosticados, com uma incidéncia que aumenta com a idade. Os ganhos cro-
mossdmicos podem ocorrer em praticamente qualquer cromossoma. Essa condigdo esta ligada a um
tempo de sobrevivéncia reduzido e, consequentemente, a um prognostico desfavoravel, mesmo com
tratamento intensivo (Panuciak et al., 2023).

Hipodiploidia refere-se a perda de um ou mais cromossomas € é uma anomalia citogenética pouco co-
mum, presente em cerca de 7% de todos o0s casos de LLAcpB (Molina et al., 2021; Panuciak et al.,
2023). A LLACcpB hipodiploide ¢ dividida em dois grupos: LLA-B baixa hipodiploidia e LLAcpB proé-
ximo a haploide. Proximo a haploide é observada em cerca de 0,5% de todos os casos de LLAcpB e
ocorre exclusivamente em criancas, e esta associado a um prognostico desfavoravel (Duffield et al.,
2023; Panuciak et al., 2023).

A Unica aneuploidia que ocorre com frequéncia nos casos de LLA-T é proximo a Tetrapléide. No
estudo descrito por Ceppi et al., (2022), onde 1,4% dos pacientes foram diagnosticados com LLA-T
préximo a Tetraploide. Proximo a tetrapléide é prevalente entre criangas mais velhas, com uma idade
média ao diagnostico de 8,6 anos. Varios estudos indicaram uma maior prevaléncia de meninos neste
grupo de pacientes com quase tetraploidia (Panuciak et al., 2023).



1.4 Epidemiologia das Leucemias Agudas

A LLA é vista principalmente como uma leucemia infantil, com 75% dos casos ocorrendo antes dos 6
anos de idade. No entanto, a taxa de incidéncia ajustada por idade dessa neoplasia apresenta uma distri-
buicdo bimodal, tanto em homens quanto em mulheres, com o primeiro pico entre 0 e 4 anos e um
segundo pico por volta dos 75 anos (Miranda-Filho et al., 2018).

Considerando diferentes localiza¢bes geogréficas, a incidéncia ajustada por idade da LLA nos Estados
Unidos é de 1,7 por 100.000 individuos por ano, enquanto na Europa esse valor é estimado em 1,3 por
100.000 por ano (Miranda-Filho et al., 2018; Sant et al., 2010). Como mencionado anteriormente, a
ocorréncia dessa neoplasia varia significativamente com a idade. A incidéncia é mais alta entre 0s 0 e
14 anos, com 3,59 casos por 100.000 individuos, diminuindo para 0,53 por 100.000 em idades mais
avancadas. Entre 75 e 99 anos, a taxa de incidéncia volta a subir, alcangando 1,45 por 100.000 individuos
(Sant et al., 2010).

A incidéncia também varia conforme a populacéo e a localizagdo geografica, sendo a LLA mais comum
em criangas de origem latina/hispanica. Entre os adultos, a LLA é mais prevalente em individuos cau-
casianos comparados com a populacdo negra. Na América do Sul, paises como Equador, Costa Rica e
Coldmbia apresentam o maior nimero de casos dessa neoplasia (Lim et al., 2014). A LLAcpB é a forma
mais comum, representando 85% dos casos diagnosticados e ocorrendo igualmente entre 0s sexos. Em
contraste, 0s 15% restantes, que sdo classificados como a LLA-T, mostram uma predominancia no sexo
masculino, com uma incidéncia cerca de duas vezes maior nos homens (Dores et al., 2012; Paul et al.,
2016). Além disso, um estudo retrospectivo realizado nos Estados Unidos indicou que jovens diagnos-
ticados com LLAcpB tém maior chance de sobrevivéncia em comparagdo com aqueles com LLA-T,
enguanto em adultos ocorre o oposto (Dores et al., 2012).

Mesmo com 0s avangos nas pesquisas, € complicado determinar com precisao 0s eventos que causam 0O
desenvolvimento da LLAcpB em criangas. O que tem sido debatido é que existem fatores conflituantes
ou isolados que podem aumentar o risco dessa malignidade, como a histdria reprodutiva da mae, uso de
alcool ou tabaco pelos pais, exposicdo a pesticidas ou solventes, uso de estrogénios, entre outros
(Oliveira et al., 2009; Pui et al, 2008). Ha uma leve predominancia de casos em homens em todas as
faixas etarias, com uma incidéncia significativamente maior entre criangas brancas (Onciu, 2009). A
LLA geralmente se apresenta como uma doenga priméaria, com raros casos ocorrendo como neoplasias
secundarias (Onciu, 2009). Diversos fatores genéticos e ambientais tém sido associados a LLA. Além
disso, a exposicéo a radiacBes ionizantes, pesticidas e solventes durante a gestacéo tem sido ligada a um
maior risco de leucemia infantil (Onciu, 2009). Genes de fusdo especificos de leucemia ou imunoglo-
bulina (1g) e rearranjos genéticos clonais de Ig foram identificados em cartGes de sangue de neonatos
(Guthrie) de pacientes que posteriormente desenvolveram LLA (Onciu, 2009).

H& uma tendéncia de que paises mais industrializados, com populaces de maior poder aquisitivo, apre-
sentem taxas mais altas de LLA. Variagdes intermediarias sdo observadas em alguns paises do leste da
Europa, enquanto Israel, China e india apresentam baixa incidéncia (Gurney et al., 1996; Pui & Crist,
1992). Alguns estudos indicam um aumento na taxa de incidéncia de leucemias agudas ao longo do
tempo (Gurney et al., 1996). No Reino Unido, Kroll e colegas encontraram um aumento no nimero de
casos de LLA-comum, mas ndo em outros subtipos de LA (Kroll et al., 2006).

Nos paises nordicos, a incidéncia de LLA permaneceu estavel nos ultimos 20 anos, sem diferenca nos
subtipos (Hjalgrim et al., 2003). Esses dados séao dificeis de interpretar, pois podem refletir ndo um
aumento real no nimero de casos, mas uma melhoria no diagnéstico ou na notificacdo dos casos. A



distribuicdo geografica da carga da leucemia ¢ influenciada pelo nivel de desenvolvimento dos paises,
apresentando incidéncia ajustada por idade e mortalidade mais elevadas em na¢des mais desenvolvidas
(Baeker Bispo et al., 2020). A incidéncia geral de leucemias e seus subtipos difere entre individuos de
diversas faixas etérias, géneros e etnias (Dong et al., 2020; Lightfoot et al., 2016; Rose-Inman &
Kuehl, 2017). Essas disparidades estdo principalmente ligadas aos diferentes niveis de exposic¢do a fa-
tores ambientais e genéticos de risco. Em decorréncia das iniciativas anteriores para enfrentar a leuce-
mia, a epidemiologia desta doenca pode evoluir com o tempo e apresentar variagdes entre nagdes (Dong
et al., 2020), como mostrado na Figura 1.2. A taxa mais alta de casos de LLA em criancas é observada
tanto em homens como em mulheres, entre 1 e 4 anos de idade, apresentando uma queda significativa
durante a infancia (5-14 anos) e na adolescéncia até a fase adulta jovem (15-39 anos). A incidéncia
atinge o ponto mais baixo entre 0s 25 e 45 anos, e aos 65 anos verifica-se um aumento da taxa de
incidéncia no sexo masculino relativamente ao sexo feminino (Lejman et al., 2022; Miranda-Filho
et al., 2018). As LLA-T tém maior propensdo a se infiltrar em diversos 6rgaos, especialmente no
sistema nervoso central e no mediastino (Karrman, 2016), e demonstram menor sensibilidade as
terapias quimioterapicas convencionais. Além disso, ha uma probabilidade maior de desenvolver re-
sisténcia aos medicamentos em comparagdo com as LLAcpB, o que aumenta o risco de recorréncia
da doenca e, consequentemente, de mortalidade (Coustan-Smith et al., 2009; Teachey & Pui, 2019).

Fatores Genéticos Fatores Ambientais
. Variantes de suscetibilidade . Radiacéo ionizante

[ Suscetibilidade a doencas ]

[ Disparidades raciais e étnicas nas criancas com LLA ]

Resultado do tratamento

Genoémica tumoral Genomica germinativa Fatores ndo genéticos
e  Translocagdes cromossdmicas e Variantes associados a disposicéo de e Adesdoa r_nedicagéq
. Ganhos ou perdas cromosso- medicamentos . Status socioeconomicos
mais numéricas . Polimorfismo relacionado a resisténcia . Acesso a cuidados
e Mutacdes de sequéncias inerente aos medicamentos

. Fatores epigenéticos

Figura 1.2: Fatores genéticos e nao genéticos da leucemia linfoblastica aguda (LLA) infantil. Fatores genéticos e ndo
genéticos que influenciam as disparidades raciais e étnicas na leucemia linfoblastica aguda (LLA) infantil, adaptado de (Lim
etal., 2014).

Também se discute que alguns individuos que adquirem um clone pré-leucémico no Utero podem ter
tido pouca ou nenhuma exposi¢do a infecbes comuns no inicio da vida. Assim, o isolamento em ambi-
entes extremamente higiénicos predispde o sistema imunoldgico desses individuos a respostas andmalas
ou patoldgicas apds uma exposicao subsequente ou tardia a infe¢des comuns, em uma idade que coincide
com o aumento da proliferacdo de células linfoides ( Greaves, 2006; Muschen, 2015; Pui, 2008).



A LLACcpB inicia-se em uma Unica célula, seguida pela expansdo clonal de células pré-malignas que
podem desenvolver caracteristicas mais agressivas. Devido a natureza oculta da doenca em estagios
iniciais e a complexidade do desenvolvimento leucémico pré-natal, identificar e caracterizar a célula
de origem da LLACcpB continua sendo um desafio (Riichel et al., 2022). A LLAcpB na infancia resulta
de uma interacdo complexa entre a genética herdada e as alteragfes sométicas adquiridas (Grevas,
2018). A constituicdo genética dos pacientes inclui mutacdes em genes que predispdem ao cancro, po-
limorfismos de nucleétido tnico (SNPs) e sindromes de predisposi¢do ao cancro que aumentam a sus-
cetibilidade a leucemia (Hauer et al., 2021). Além da genética herdada, aberragcdes cromossémicas pré-
natais, como aneuploidia e translocagdes intercromossémicas originam células pré-leucémicas
(lacobucci & Mullighan, 2017). Outros eventos oncogénicos nesses clones celulares, geralmente si-
lenciosos clinicamente, sdo provavelmente desencadeados por fatores ambientais na primeira infancia e
sd0 necessarios para o desenvolvimento da leucemia (Grevas, 2018).

Segundo o Global Cancer Observatory (GLOBOCAN), a leucemia ocupou a 152 posicao entre os tipos
de cancro mais diagnosticados e a 112 principal causa de mortalidade por cancro em todo o mundo em
2018, resultando em 437.033 casos incidentes e 309.006 mortes atribuidas ao cancro. A carga global da
doenca leucémica é mais significativa entre os homens do que entre as mulheres. Em 2018, a taxa de
incidéncia padronizada por idade para homens foi de 6,1 por 100.000, em comparacdo com 4,3 por
100.000 para mulheres (Baeker Bispo et al., 2020).

Em 2018, calcula-se que tenham ocorrido aproximadamente 437,0 mil novos diagndsticos e 309,0 mil
Obitos devido a leucemia em nivel global (Dong et al., 2020). A taxa de sobrevivéncia global em cinco
anos apresentou variagdo, desde 5% (anterior a 2001, na Costa do Marfim) até 34% no Egito e alcan-
cando até 70% na Africa do Sul. Em diversos relatorios, a taxa de sobrevivéncia dos pacientes nio é
mencionada, mas evidencia-se ser notavelmente baixa em muitos paises da Africa Subsariana, como
Suddo e Nigéria (Hadley et al., 2012).

A estimativa da incidéncia de cancro em Mogambique para o ano de 2012 foi realizada pela organizacao
GLOBOCAN, empregando dados regionais e informacGes de paises proximos, conforme categorias de
diagndstico estabelecidas na 10% edicdo da Classificagdo Internacional de Doencas para neoplasias
(Carreiraetal., 2014). No entanto, a GloboCan projetou para 2018 a ocorréncia de 461 novos casos de
leucemia pediatrica em Mogambique, com maior abrangéncia de casos em Maputo. Assim, muitos casos
podem ter sido subdiagnosticados (Tracy & Eve, 2017). A medida que o conhecimento sobre essas
anormalidades cromossdmicas se consolida, elas sdo gradualmente incorporadas como importantes mar-
cadores citogenéticos-moleculares no diagndstico da doenga. Esses marcadores séo utilizados para de-
finir o subtipo, estratificar o risco e prognosticar, direcionando 0s pacientes para o tratamento adequado
da doenga.

15 Aspetos Fisiopatoldgicos

A leucemia manifesta-se por meio de uma falha no processo de amadurecimento das células, resultando
num desequilibrio entre a sua taxa de divisdo e a maturagdo (Bain, 2017; Brown et al., 2012). Conse-
guentemente, as células de um clone leucémico continuam a reproduzir-se sem se desenvolver em célu-
las maduras e, por fim, morrem. Isso leva a um continuo aumento do clone leucémico e a predominéncia
de células imaturas (Bain, 2017; Brown et al., 2012). Em contrapartida, as leucemias crdnicas sdo mar-
cadas por uma proliferagdo mais lenta das células, que mantém a capacidade de se transformar em cé-
lulas maduras, sdo menos agressivas, mais desafiadoras de tratar e, mesmo na auséncia de tratamento,



podem apresentar um curso clinico prolongado (Brown et al., 2012; Enawgaw et al., 2021; Lightfoot
et al., 2016).

A principal categorizagdo da leucemia envolve a distingdo entre os tipos linfoides, que apresentam maior
incidéncia em criancas e adolescentes, e mieloides, que sdo mais comuns em adultos e contribuem com
menos de 20% de todas as leucemias em criancas (Salles Filho & Campos, 2022; Smaldone et al.,
2019; Wiemels, 2012).

1.6 Fatores de risco

InfecBes comuns tém o potencial de modificar os genes relacionados a proliferagdo celular e aos padrdes
de metilacdo do DNA, contribuindo assim para uma evolugdo atipica da leucemia linfoblastica aguda
(LLA) (Timms et al., 2016). Os compostos quimicos mais frequentemente ligados a leucemia infantil
sdo o0s hidrocarbonetos e os pesticidas. Pesquisas examinaram a relagdo entre a leucemia na infanciae a
exposicdo, tanto direta quanto indireta, a essas substancias (Freedman et al., 2001; Shu et al., 1999).
Hidrocarbonetos sdo compostos organicos formados por &tomos de carbono e hidrogénio. Podem ser
encontrados em casa especializadas em tintas e em industrias de solventes. O benzeno, amplamente
utilizado por pintores e presente em plasticos, € o composto mais conhecido. Diversos estudos tém mos-
trado uma associagdo estatisticamente significativa entre o benzeno e a leucemia (Freedman et al.,
2001). No figado ou pulm@o, ocorre a metabolizacdo do benzeno para 6xido de benzeno e hidroquinona,
seguido pela conversio subsequente em benzoquinona na medula 6ssea. E nesse local que, normalmente,
ocorrem citotoxicidade e danos ao DNA (Xie et al., 2005). Aumenta a probabilidade de desenvolver
LLA guando ha danos prolongados ao DNA na MO (Mansell et al., 2019). De acordo com uma pesquisa
recente, a reducdo do risco de LLA em descendentes pode ser alcangada ao evitar exposi¢des ao benzeno
tanto no ambiente de trabalho quanto no ambiente geral durante a gravidez (Zhou et al., 2014)

1.7 Tratamento

Um elemento chave para o éxito no tratamento da leucemia é identifica-la precocemente, classificar
seus tipos e subtipos, o que permite a aplicacdo de abordagens terapéuticas especificas para cada caso,
proporcionando assim uma elevada taxa de sobrevivéncia e minimizar os efeitos colaterais a longo
prazo (Blunck et al., 2019; Brown et al., 2012; Inaba et al., 2013).

A acumulag&o de leucocitos anormais resulta em insuficiéncia da MO, envolvimento do sangue perifé-
rico e infiltracdo de 6rgdos do corpo (Dong et al., 2020). Criangas cuja contagem de glébulos brancos
é inferior a 5x10° células por litro séo classificadas como de baixo risco, enquanto aquelas com con-
tagens iguais ou superiores a 5x10° células por litro sdo consideradas de alto risco (Pui, 2008). O
conceito de grupo de risco é empregue para determinar a intensidade do tratamento (Inaba et al.,
2013). Uma andlise minuciosa do risco de recorréncia de um paciente assegura que apenas aqueles
com alto risco recebam tratamento intensivo, poupando assim os de baixo risco dos efeitos colaterais
toxicos da quimioterapia (Pui, 2008). No entanto, as dosagens e a programacao da quimioterapia com-
binada foram otimizadas com base em varios aspetos, potencializando as caracteristicas bioldgicas das
células leucémicas (Inaba et al., 2013).
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O imunofenotipo descreve as células leucémicas com base nas proteinas expressas e na semelhanca
delas com as células que se desenvolveriam eventualmente em linfocitos B ou linfocitos T ( Cooper,
S. L. 2015). Atualmente, o tratamento padrédo para a leucemia linfoblastica aguda de células precur-
soras B (LLAcpB) em criangas envolve uma abordagem terapéutica direcionada ao risco (Huang et
al., 2020; Cooper, S. L. 2015).

O protocolo terapéutico convencional compreende um curso de quimioterapia com duragdo de 2 a 3
anos. Para muitos pacientes, a remissdo completa é alcancada ao término da fase de inducdo (Huang
et al., 2020). O inicio da quimioterapia é marcado pela fase de inducdo da remisséo, que se estende
por um periodo de 4 a 6 semanas ( Cooper, S. L. 2015).

Na fase de consolidacéo, o objetivo é eliminar a doenca residual submicroscépica que persiste mesmo
apos alcangar a remissao completa. Essa etapa, que dura cerca de 6 a 9 meses, apresenta variagdes na
duracdo e intensidade conforme os diferentes protocolos, sendo que pacientes com maior risco de
doenca recebem regimes de consolida¢do mais prolongados e intensivos, Nesta fase o objetivo é evitar
o desenvolvimento adicional de células leucémicas, diminuir a carga tumoral remanescente e prevenir
a resisténcia a medicamentos em outras células leucémicas Cooper, S. L. 2015).

A etapa de manutencdo representa a fase final e mais extensa do tratamento para a leucemia linfoblas-
tica aguda (LLA) em criangas ( Cooper, S. L. 2015). Com um regime consideravelmente menos rigo-
roso em comparacdo com a quimioterapia anterior, a fase de manutencdo prolongada tem mostrado
reduzir o risco de recidiva apds a remissdo. Essa fase geralmente se estende por pelo menos 2 anos
(podendo ser estendida para 3 anos em alguns protocolos para meninos) (Huang et al., 2020; Cooper,
S. L. 2015).

O tratamento focalizado no sistema nervoso central (SNC). Essa estratégia engloba o tratamento de
pacientes que apresentam manifestacfes clinicas do SNC no momento do diagnéstico, bem como a
profilaxia para aqueles com evidéncias subclinicas da doenga (Cooper, S.L. 2015).

A medida que avangcamos nas melhorias médicas, identificamos um nmero crescente de elementos
de risco associados a LLAcpB. Reduzir esses fatores de risco, portanto, poderia contribuir para a
diminuicdo da prevaléncia dessa condicdo (Huang et al., 2020).

Embora a classificacdo da leucemia ser essencial para definir o tratamento apropriado, até o final de
2019, em Mocambique, o diagndstico era realizado somente com base na anélise de ldminas de amostras
de sangue periférico e aspirados de MO (Tasian et al., 2015). Em Mocambique, o Servico de Oncologia
do Hospital de Referéncia para o tratamento da leucemia estimou uma taxa de mortalidade de 76% e
uma taxa de sobrevivéncia cumulativa de 24% (Douamba et al., 2018).

1.8 Diagnéstico

Como mencionado anteriormente, o diagnostico de LLA exige a presenca de pelo menos 20% de linfo-
blastos neoplasicos na medula 6ssea. No entanto, para confirmar o diagndstico e realizar a estratificacdo
de risco, é necessério realizar uma avaliacdo adicional. Isso inclui uma série de estudos, como analises
morfoldgicas, citoquimicas, genéticas e de imunofenotipagem, conforme detalhado na mais recente clas-
sificacdo da OMS (2016) (Chiaretti et al., 2014; Hoelzer et al., 2016; Paul et al., 2016; Terwilliger
& Abdul-Hay, 2017).
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O diagndstico das leucemias agudas é fundamentado nos resultados das analises morfolégicas da MO,
juntamente com reacGes citoquimicas, perfil imunofenotipico e citogenético das células leucémicas.
Essa classificacdo € crucial para a decisdo terapéutica, o progndstico e a padronizacao dos estudos cien-
tificos sobre a etiopatogénese (Arber et al., 2016). O diagnéstico precoce da leucemia e a subsequente
classificagéo dos diferentes tipos e subtipos desempenham um papel fundamental no éxito do tratamento
da doencga, permitindo a aplica¢do de abordagens terapéuticas direcionadas a cada forma especifica de
leucemia. A idade no momento do diagnostico exerce uma influéncia progndstica significativa, a con-
tagem inicial de leucdcitos, as caracteristicas imunofenotipicas e citogenéticas da populacdo de célu-
las imaturas, e a rapidez da resposta ao tratamento inicial no momento do diagnéstico sdo outros
fatores considerados fundamentais para avaliar o nivel de risco (baixo, padrdo ou alto) (Blunck et al.,
2019; Brown et al., 2012; Douamba et al., 2018; Huang et al., 2020; Inaba et al., 2013; Mansoor et
al., 2023). Avaliar o nivel de risco (baixo, padréo ou alto) em criangas com leucemia envolve considerar
a idade da crianca, a contagem total de leucdcitos, a identificacdo da linhagem celular responsavel pela
transformacao leucémica e o grau de maturidade dessas células (Blunck et al., 2019; Brown et al.,
2012; Douamba et al., 2018; Inaba et al., 2013). A acumulagdo de leucécitos anormais resulta em
insuficiéncia da MO, envolvimento do sangue periférico e infiltracdo de 6rgdos do corpo (Dong et al.,
2020).

Em termos gerais, criancas identificadas como de risco baixo tendem a ter perspetivas mais favoraveis
em comparagdo com aquelas classificadas como de alto risco. Consequentemente, a categoria de risco
é empregada para determinar a magnitude do tratamento a ser administrado (Inaba et al., 2013). Crian-
cas entre 1 e 9 anos apresentam uma recuperacdo mais positiva do que aquelas com menos de 1 ano ou
adolescentes (Pui, 2008).

1.8.1 Morfologia

A morfologia dos linfoblastos neoplasicos pode variar. A maioria deles é de tamanho pequeno a médio,
com ntcleo de formato redondo a oval e citoplasma reduzido. A cromatina é condensada e 0s nucléolos
sdo indistintos ou ausentes, correspondendo a categoria L1 da classificacdo FAB. Em outros casos, 0s
linfoblastos sdo maiores e apresentam cromatina mais heterogénea, sendo classificados como L2 na
mesma classificacdo. Esse sistema, no entanto, caiu em desuso e é utilizado apenas para fins descritivos
(Chiaretti et al., 2014; Larson et al, 2008). A principal limitacdo da analise morfoldgica é a incapaci-
dade de determinar se o caso é de LLA-B ou LLA-T. Além disso, esses critérios nem sempre sdo sufi-
cientes para diferenciar linfoblastos B neoplasicos de linfoblastos B normais (Chiaretti et al., 2014).

1.8.2 Citogenética

Os estudos citogenético-moleculares, especialmente com o sequenciamento de genoma de alto rendi-
mento, tornaram-se cada vez mais complexos e abrangentes em todas as patologias oncolégicas, inclu-
indo as leucemias (Burns et al., 2021). Nas LA a citogenética desempenha um papel crucial no diag-
nostico e na definicdo da conduta terapéutica, ajudando na identificacdo de anomalias cromossdmicas
especificas dos subgrupos da doenca, anomalias secundarias e células normais (Murray et al., 2002).
Nos ultimos 40 anos, a citogenética demonstrou ser uma valiosa ferramenta na exploracao da base ge-
nética da LLA, enquanto também desempenha um papel fundamental na disponibilizacdo de informa-
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¢Oes diagndsticas e prognosticas. Diversas alteragcdes cromossomicas conhecidas sdo regularmente in-
tegradas em estudos clinicos e empregadas na avaliagdo do risco para a escolha do tratamento, contri-
buindo consideravelmente para os resultados mais favoraveis atualmente observados na LLA infantil
(Schwab & Harrison, 2018). Apesar da relevancia cada vez maior das pesquisas moleculares e genéti-
cas na classificacdo das leucemias, essas técnicas s6 podem ser realizadas em laboratérios altamente
especializados e exigem conhecimentos técnicos avancados. Portanto, a analise morfoldgica e fenotipica
por meio da citometria de fluxo continua sendo uma ferramenta essencial para um diagndstico diferen-
cial preciso das leucemias e para acompanhar a resposta ao tratamento, especialmente em regiGes com
recursos limitados (Peters & Ansari, 2011; Rashed et al., 2018; Vardiman et al., 2009).

A incidéncia de casos sem alteragdes citogenéticas detetaveis varia bastante, em parte devido a dificul-
dade de avaliar a morfologia dos cromossomos nas metafases dos blastos leucémicos. E comum que a
citogenética convencional ndo identifique anomalias cromossdmicas em aproximadamente 10% a 15%
dos pacientes com LLA. Mais de 30% dos pacientes com LLA-T apresentam um cari6tipo normal (Zen
et al., 2004). Para que um cariétipo seja considerado normal, é necessario analisar pelo menos 20 me-
tafases sem encontrar alteracdes. Em muitos casos classificados como normais, a qualidade das metéafa-
ses pode ser insuficiente para detetar pequenos rearranjos cromossdmicos ou alteracdes genéticas sub-
microscopicas, ou os clones podem ser mitoticamente inativos. Muitas vezes, para melhorar a qualidade
da anélise, sdo necesséarias técnicas moleculares, como a Fluorescence In Situ Hybridization (FISH). A
translocagéo t (12;21) (p13; g22) é um exemplo de alteracdo que ndo pode ser identificada pela citoge-
nética convencional (CC) (Zen et al., 2004).

A andlise citogenética das células leucémicas por meio do bandeamento cromossdmico é crucial para o
diagnostico e prognostico da LLA. No entanto, essa técnica ainda enfrenta varias limitacdes na préatica
clinica. 1sso se deve a dificuldade em obter metafases de alta qualidade na citogenética convencional e
ao fato de que algumas alteracdes cripticas ndao sdo identificadas por esse método (Pui, 2008). Dessa
forma, a citogenética molecular tem sido utilizada com crescente frequéncia, especialmente as técnicas
de reagdo por transcriptase reversa (RT-PCR) e de hibridizagdo por FISH, nos casos mais comuns de
LLA. As translocacfes cromossdmicas que ativam genes especificos sdo caracteristicas da LLA e iden-
tificam subtipos da doenca, sendo encontradas em 75% dos casos Geralmente, essas translocagdes ati-
vam genes de fatores de transcri¢do, que podem controlar a diferenciacéo celular e frequentemente co-
dificam proteinas envolvidas em cascatas transcricionais. Atualmente, a analise citogenética é conside-
rada uma ferramenta extremamente importante para a determinagdo do progndstico nas leucemias
(Popescu & Zimonyjic, 1997).

1.8.3 Imunofenotipagem

O estudo do imunofendtipo é considerado o método principal para o diagndstico e a subclassificacdo da
LLA (Chiaretti et al., 2014; Hoelzer et al., 2016). Esta avaliacdo permite determinar a linhagem celular
envolvida no processo neoplasico, tornando-se essencial para confirmar um diagndstico que tenha sido
baseado apenas em critérios morfoldgicos (Chiaretti et al., 2014). Para realizar esses estudos, sdo co-
letados aspirados de MO e amostras de SP, cujos materiais celulares sdo submetidos a imunofenotipa-
gem. A CF, que utiliza marcadores citoplasmaticos e de superficie celular, é a técnica mais comummente
utilizada. Quando ha poucas células disponiveis para analise, considera-se a utilizacdo da imunocitoqui-
mica (Bain, 2017). Esse tipo de analise utiliza anticorpos marcados para reconhecer 0s epitopos dos
antigenos celulares. Para a linhagem B, sé&o utilizados anticorpos especificos para determinados marca-
dores expressos pelos linfocitos B, como CD19 e CD22. O CD79a também é empregado, embora nao
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seja totalmente especifico, pois pode ser expresso em alguns casos de LLA-T. Outros marcadores, como
CD20 e CD24, também sdo considerados na analise, mas nem sempre produzem resultados positivos
(Bain, 2017; Coustan-Smith et al., 2009).

Desde os anos 80, a realizacdo da imunofenotipagem no momento do diagndstico tem sido crucial para
determinar a linhagem leucémica, sendo especialmente essencial na diferenciacéo entre LLcpB e LLA-
T, j& que ndo ha distingdo morfoldgica entre elas. A expressao de marcadores imunofenotipicos associa-
dos a linhagem mieloide em pacientes com LLA, como o marcador CD13 e CD33, foram identificados
como indicadores de progndstico desfavoravel, tanto em adultos quanto em pacientes pediatricos (Sobol
et al., 1987). A LLAcpB geralmente apresenta resultados favoraveis em criancas, registando taxas de
cura proximas a 90% quando tratada com protocolos modernos adaptados ao risco (Schwab &
Harrison, 2018). Resposta precoce a corticoterapia (prednisolone) e o status de remisséo ap6s indugéo
e consolidacdo da inducdo, baseada na Doenca Residual Mensuravel (DRM) sdo os fatores prognosticos
com maior aceitagdo (Burns et al., 2021; Lato et al., 2021; Tembhare et al., 2020). Diversos autores
propuseram uma classificacdo imunoldgica das LLAs baseada na expressdo de antigenos especificos.
Inicialmente, essas leucemias podem ser classificadas como de linhagem T ou B, conforme as caracteris-
ticas imunofenotipicas dos linfoblastos. Com isso, é possivel detetar com precisao tanto a linhagem celu-
lar quanto o nivel de diferenciag@o do processo leucémico.

1.8.4 Indice de DNA

O indice de DNA é um método amplamente reconhecido para identificar a alta hiperdiploidia (Yu et
al., 2020). Através do indice de DNA (DI), avaliado por citometria de fluxo, faz-se uma correlagéo da
quantidade de DNA presente nas células em fase GO/G1 do ciclo celular, com 0 niUmero de cromossomas
presentes nestas células (Figura 1.3). A técnica de DI ainda enfrenta vérias limitacGes na prética clinica.
Isso se deve a dificuldade em obter metafases de alta qualidade na citogenética convencional e ao fato
de que algumas alteragdes cripticas ndo séo identificadas por esse método (Pui, 2008). As translocacdes
cromossdmicas que ativam genes especificos sdo caracteristicas da LLA e identificam subtipos da do-
enca, sendo encontradas em 75% dos casos Geralmente, essas translocacfes ativam genes de fatores de
transcricdo, que podem controlar a diferenciagdo celular e frequentemente codificam proteinas envolvi-
das em cascatas transcricionais (Popescu & Zimonjic, 1997). Esta técnica torna-se uma alternativa a
citogenética, como ferramenta para avaliagdo da ploidia em diferentes doencas, sendo utilizada em es-
pecial nas LLAcpB (Gupta et al., 2019).
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Figura 1.3: Analise de ciclo celular. Analise de ciclo celular com representagdo em histogramas da quantidade de DNA de
linfocitos (1V) e blastos (V) de paciente diagnosticado com leucemia linfoblastica aguda de células precursoras B (LLAcpB)
(Gupta et al., 2019).

1.9 Avaliagdo da Ploidia

A analise da ploidia por citometria de fluxo (CF) é um método simples e rapido para estudar o contetido
de DNA das células e estimar a proporcao de células nas diferentes fases do ciclo celular (Gupta et al.,
2019; Pierzyna-Switala et al., 2021). Utilizando a FC, é possivel identificar objetivamente os clones
aneuploides através da determinagdo do DI e da analise quantitativa das fases individuais do ciclo celular
(Pierzyna-Switala et al., 2021). Até agora, ficou evidenciado que as mudangas cromossémicas desem-
penham uma funcéo crucial na origem, progressao, tratamento e previsao do desfecho da leucemia in-
fantil (Grevas, 2018). Dentro das descobertas cromossdmicas, destaca-se o DI, que indica a quantidade
de material genético nas células leucémicas, € a razdo entre o pico GO/G1 de uma populacéo de teste e
0 pico GO/G1 de uma populagéo diploide conhecida e tem sido reconhecido como um elemento prog-
nostico significativo na avaliacdo do risco (Krueger & Wilson, 2011; Qiu et al., 2021).

Uma das modificagbes genéticas mais comuns encontradas nas LLAcpB em criangas é a aneuploidia
(condicéo em que a célula ou organismo possui um ndmero anormal de cromossomas), geralmente iden-
tificada através de técnicas de cariétipo ou DI (Groeneveld-Krentz et al., 2019). O iodeto de propideo
(PI) é um corante que se liga a estrutura helicoidal do DNA (Gupta et al., 2019). A intensidade da
fluorescéncia resultante da ligacdo do fluorocromo ao DNA € proporcional a quantidade de material
genético presente no nacleo celular. Esta técnica ndo apenas revela como as populagdes celulares estdo
distribuidas nas diversas fases do ciclo celular, mas também facilita a dete¢do de mudancas clonais
(aneuploidias) no contetudo de DNA das células (Palmeira & Martins, 2007); e permite correlacionar
o conteldo de DNA com a expressao de antigenos celulares, que podem ser obscurecidos pela presenca
de células ndo tumorais em grande quantidade. Para a avalia¢do de risco das LLAcpB sdo utilizados 0s
grupos que se encontra na tabela 1.1 onde a hipodiploidia esta associada a mau progndstico enquanto as
células hiperdiploides que apresentam DI > 1,16, demonstram relagdo com melhor prognéstico (Gupta
etal., 2019; Pierzyna-Switala et al., 2021; Swerts et al., 2007). O status da ploidia foi avaliado usando
a tabela de (Gupta et al., 2019) e DI, conforme relatado anteriormente.

Tabela 1.1: Valores de Indice de DNA por citometria de fluxo e nimeros cromossémicos modais. Indice de DNA de
citometria de fluxo e nimeros cromossémicos modais correspondentes usados como referéncia no estudo (Gupta et al., 2019).

Valores do Indice de oo 0 odal de

Grupo de Ploidia I[:)Iltljjo) (Citometria do CrOMOSSOMas Prognostico
Proximo a haploide 0.55a0,69 24-29 Mau prognostico
Baixa-hipodipldide 0.70a0.88 31-39 Mau prognéstico
Alta- hipodiploide 0.89a0.95 40-45 Bom progndstico
Diploide 0.96a1.05 46 Normal

Baixa- hiperdipldide 1.06a1.15 47-50 Mau prognostico
Alta- hiperdipldide 1.16a1.39 51-65 Bom progndstico
Proximo a Triploide 1.40a1.79 66-80 Mau prognéstico
Proximo a Tetrapléide 1.80a2.28 81-102 Mau prognostico
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1.10  Justificativa

Em paises desenvolvidos a cura para o cancro é agora uma realidade, com taxas de sobrevivéncia atin-
gindo cerca de 80%, sendo que mais de 80% das criancas em Africa ainda perdem suas vidas devido a
falta de acesso a tratamentos adequados (Hadley et al., 2012). Na regido da Africa Subsaariana, as taxas
de mortalidade infantil figuram entre as mais elevadas globalmente (Carreira et al., 2014).

Em Mocgambique, a leucemia € a principal causa de hospitalizacdo nos servicos de oncologia pediatrica
do Hospital Central de Maputo, onde tem registado elevadas taxas de mortalidade principalmente em
criangas dos 0-15 anos (Tracy & Eve, 2017).

Nos Gltimos anos tem-se verificado um aumento significativo do diagnostico de leucemias agudas pe-
diatricas em Mocambique através da implementacdo do diagnostico por imunofenotipagem pelo Insti-
tuto Nacional de Saude. Contudo, o diagnéstico esta limitado a capital do pais. Para as provincias mais
distantes, enfrentam-se vérias limitagdes devido a logistica para o transporte de amostras e pacientes
para a capital, para a realizacdo do diagndstico e tratamento.

Assim, h& uma necessidade urgente da implementacdo de novas técnicas que sejam efetivas para o di-
agnostico das leucemias em pacientes acometidos de modo a definir os subtipos moleculares, que serdo
essenciais para a melhor classificacdo de risco e tratamento mais adequado, e a técnica do indice de
DNA é uma ferramenta muito util.

2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

e Padronizar e implementar a técnica de indice de DNA (DI), como ferramenta do diagndéstico em
criangas de 0-14 anos com LLAcpB do Brasil/ Bahia, e em Mogambique.

2.2 Objetivos especificos

o Determinar as caracteristicas clinico demografico dos pacientes.

e Identificar o tipo de leucemia por imunofenotipagem.

e Comparar os resultados da imunofenotipagem de acordo com o tipo de citometro, solucéo de
lise, uso de iodeto de propideo e uso de marcador clonal no Brasil e Mogambique.

3 MATERIAL & METODOS
3.1 Participantes da Pesquisa

Fez-se uma amostragem por conveniéncia, onde foram analisados 18 casos de pacientes suspeitos refe-
renciados, 8 amostras controlos, para o hospital Aristides Maltez- Bahia, 10 casos de pacientes suspeitos
referenciados e 5 amostras controlos para o Hospital Central de Maputo- Mogambique.

Das amostras analizadas utilizou-se SP e MO, em tubos de etilenodiaminotetracético (EDTA), de indi-
viduos com suspeita de leucemia aguda e 13 amostras de pacientes que nao foram diagnosticados com
neoplasias, usadas como controlo na Bahia e Mocambique, seguindo a rotina estabelecida nos servigos
de pediatria.
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Os pacientes selecionados foram diagnosticados através das diretrizes da Organizacdo Mundial da Saude
(Arber et al., 2016). O critério de diagndstico foi baseado na apresentacdo clinica, hemograma com-
pleto, esfregacos morfoldgicos e imunofenotipagem de MO e/ou SP. E considerada leucemia aguda a
presenca de 20% ou mais de blastos na medula éssea ou no sangue periférico, avaliados através de
esfregacos morfoldgicos. Dos participantes deste estudo foram obtidos dados demogréficos e laborato-
riais, como: idade, sexo, naturalidade, tipo de amostra utilizada no diagndstico, percentual de blastos
leucémicos, leucometria (contagem de leucdcitos, células sanguineas brancas).

As amostras do Brasil foram transportadas no gelo e as amostras de Mogcambique foram transportadas a
temperatura ambiente até o laboratorio para serem processadas dentro de seis horas apos a colheita. No
laboratério as amostras foram manuseadas seguindo os procedimentos operacionais padronizados em
vigor.

3.2 Desenho do Estudo

Trata-se de um estudo laboratorial e observacional transversal, onde foi determinado o indice de DNA
em 18 pacientes pediatricos com LLAcpB analisados nos laborat6rios dos hospitais publicos de referén-
cia na cidade de Salvador, Bahia, Brasil, e 10 no hospital central de Maputo em Mogambique.

O rastreio dos participantes, foi feito em todos 0s pacientes que entraram nos servicos de hemato-Onco-
logia do Hospital central de Maputo com suspeita de leucemia. Foram critérios de inclusdo e exclusédo
para esta componente do estudo os seguintes:

3.2.1 Critérios de Inclusdo

e Pacientes de 0-14 anos de idade oriundos dos hospitais Martagdo Gesteira, Aristides Maltez e Hos-
pital Central de Maputo;

e Pacientes com diagnéstico primario confirmado de LLA-cpB;

e Ter assinado o termo de assentimento ou consentimento informado.

3.2.2 Critérios para exclusdo para a avaliagédo

e Pacientes cujos responsaveis, ou eles proprios, ndo concordem em assinar 0s termos de consenti-
mento/assentimento livre e esclarecido;

e Amostras que apresentavam viabilidade abaixo de 75%, e/ou com qualidade de material insuficiente
para os testes propostos.

3.3 Consideracdes éticas

Este trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Instituto Gongalo Moniz/Fiocruz Bahia,
sob 0 numero CAAE 39054320.7.1001.0040 do Brasil, ver (anexo A) e em Mogcambique pelo Comité
Nacional para Satide (CNBS) com o nimero 140/CNBS/23, ver (anexo B). O trabalho foi conduzido de
acordo com os principios éticos estabelecidos por diretrizes internacionais, como a Declara¢éo de Hel-
sinquia, as Boas Praticas Clinicas (ICH GCP) E6 (R2), e os principios das Convencdes de Bioética de
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Oviedo, além de outras normas aplicadas internacionalmente, da Unido Europeia e das leis e regulamen-
tos nacionais relativos a conducéo de estudos e coleta de dados. Como alguns membros da equipe tinham
contato diario com os potenciais participantes do estudo, o recrutamento foi realizado apenas por aqueles
gue estavam diretamente envolvidos na prestacdo de cuidados a esses participantes.

A confidencialidade foi assegurada em todos os procedimentos do estudo. Para proteger a privacidade
dos pacientes, foi utilizado um sistema de cddigos para identificd-los. Os prontuérios clinicos dos
participantes foram armazenados em locais com acesso restrito, disponiveis apenas ao pessoal
diretamente envolvido no estudo. Os pacientes foram incluidos no projeto apds assinatura do termo de
consentimento pelos seus responsaveis legais. As criangas com suspeita de leucemia e seus responsaveis
foram informados pelo investigador principal ou uma pessoa devidamente qualificada sobre o estudo,
agendamento de visitas e requisitos de amostragem, beneficios esperados e riscos potenciais associados
aos procedimentos de protocolo, e foram convidados a serem incluidos no estudo. Perguntas médicas
gerais sobre a elegibilidade para inclusdo foram feitas pela equipe médica antes do procedimento de
consentimento informado. Depois de totalmente informado e concordado, os responsaveis assinaram o
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) para que o paciente participasse do estudo. A
linguagem utilizada foi 0 menos técnica possivel e os responsaveis e pacientes ndo foram indevidamente
influenciados para participarem do estudo (ver anexos A a H).

34 Testes laboratoriais

A colheita das amostras no Brasil foi feita no hospital Martagdo Gesteira (HMG), Aristides Maltez
(HAM) e processadas no laboratério do Hospital Aristides Maltez (Brasil). Em Mocambique, as amos-
tras foram colhidas no hospital Central de Maputo (HCM) e processadas no laboratério do Centro de
Pesquisa em Saude e Treinamento da Polana Canigo (CISPOC).

35 Imunofenotipagem para diagndstico de leucemia aguda

As analises dos pacientes foram feitas segundo os painéis mostrados nas Tabelas 3.1 (anticorpos utilizados
no Laboratério do Hospital Aristides Maltez- Bahia) e 3.2 (anticorpos utilizados no Laboratério do Centro
de Pesquisa em Saude e Treinamento da Polana Canico- Mogcambique). A razdo da escolha destes anticor-
pos é por cobrirem toda a linhagem das leucemias em estudo. A aquisi¢do de dados foi feita usando o
citdbmetro de fluxo BD FACS CANTO II (Becton, Dickinson and Company, San Jose, CA, USA) em Mogam-
bique e citometro de fluxo FACS Calibur, DX FLEX B5R3V5 Beckman Coulter e FACS Fortessa na Bahia
com as defini¢bes do EuroFlow, seguindo as diretrizes da BD Sciences Application Guide for Acute Leu-
kemias, em até 2 horas ap0s a colheita.

Tabela 3.1: Painel de anticorpos monoclonais utilizados no Brasil- Bahia. Painel de anticorpos monoclonais utilizados na
realizacdo de diagndstico das Leucemias Agudas- Brasil, anticorpos, tubos e volume estabelecido na titulagdo. Adaptado de

Euroflow, Hospital Aristides Maltez (Pedral Sampaio).
ANTICORPOS | FITC PE PC7 APC AF700 -E

TUBO 1 CD18 | CD73+CD66 |CD19 | CD24 | CD10 | CD304 CD34 | CD38 | CD20 | CD45
TUBO 2 CD20 CD10 CD19 | CD24 | CD10 | CD13+CD33 | CD34 | CD38 | CD22 | CD45
VOLUME (ul) | 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2
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Tabela 3.2: Painel de anticorpos monoclonais utilizados em Mogambique. Painel de anticorpos monoclonais utilizados na
realizacéo de diagndstico das Leucemias Agudas (Mogambique). Adaptado de Euroflow, Centro de Pesquisa em Salde e Trei-
namento da Polana Canico.

1 CD20 CD45 CD58 NG2 CD34 CD19 CD10 CD38
2 CD9 CD45 CD73+CD304 CD66 CD34 CD19 CD123 | cDs1
VOLUME (ul) 2 2 2 2 2 2 2 2

Abreviaturas: PacB - Pacific Blue; PaCo -Pacific Orange; FITC - Fluorescein Isothiocyanate; PE - Phyco-

erythrin; PerCP - Peridinin-Chlorophyl-Protein; CY - Cyanin; APC - Allophycocyanin.

3.6 Procedimento

O protocolo utilizado nesta tese foi adaptado do protocolo da Euroflow, Hospital Aristidez Maltez (Pe-
dral Sampaio). Brevemente, seguindo o protocolo, utilizou-se uma amostra de sangue de um controlo
ndo oncoldgico e uma amostra de sangue ou de medula 6ssea do paciente a ser analisado. Fez-se a
contagem da celularidade das amostras no contador celular em cdmara Neubauer. De seguida, o volume
correspondente a 2x10° células de cada amostra foi colocado em tubos préprios para analise no citometro
(tubos devidamente identificados como controlo e com identificacdo do paciente). Dois ml de solucédo
de lise FACS BD ( BD) foram adicionados a cada tubo e incubados durante 10 minutos a temperatura
ambiente.

Os tubos foram centrifugados a 1500 rpm durante 5 minutos, o sobrenadante foi desprezado, e 2 mL de
PBS 1X adicionados, seguidos de centrifugacdo a 1500 rpm durante 5 minutos e desprezando o sobre-
nadante. Por fim, adicionou-se 200 pl de RNAse e 200 ul de PI, e incubou-Se as amostras por 15 minutos
(min) a temperatura ambiente e protegido da luz. As amostras podem ser armazenadas no frigorifico e
a analise no citometro pode ser feita no maximo até duas horas apds a preparacao.

Para os tubos com o0 marcador CD45 seguiu-se o protocolo de marcacdo de antigenos de membrana onde
colocou-se o0 volume correspondente do marcador no devido tubo. De seguida o volume correspondente
de cada amostra 2x10° células é colocado em tubos préprios para analise no citdmetro (tubos devida-
mente identificados como controlo e com identificacdo do paciente), incubamos no escuro durante 15
min, 200ul de solucéo de lise FACS BD foram adicionados em cada tubo e voltamos a guardar no escuro
durante 15 min. A amostra foi centrifugada a 1500 rpm, durante 5 min e o sobrenadante desprezado.
Foram adicionados 200ul de PBS 1X, 200 pl de RNAse e 200 pl PI e guardado no escuro durante 15
min. A leitura foi feita o mais rapido possivel, no maximo até duas horas ap6s a preparacdo. Pelo menos
30.000 eventos por tubo foram adquiridos. As analises foram realizadas usando o software Infinicyt ™
1.8 (Cytognos, 10 Salamanca, Espanha) ou o FlowJo, versdo 10 (FlowJo Lcc; Ashland, OR, USA).

A populacédo de linfocitos foi definida pelos pardmetros de tamanho e granulosidade, no grafico FSC
(Forward Scatter) versus SSC (Side Scatter). As populagdes de blastos leucémicos, hematogdnias (cé-
lulas precursoras na linhagem linfoide B, linfocitos maduros e plasmacitos foram identificados com base
na expressao da molécula CD45 versus caracteristicas de granulosidade interna (CD45 X SSC). O indice
de DNA foi calculado pela formula 3.1 (Figura 3.1).
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Férmula 3.1: Férmula para calcular o Indice de DNA.

Em seguida, foi determinado o indice de DNA (DI) das amostras, a percentagem das células na fase G0/G1,
a mediana de fluorescéncia para Pl e o coeficiente de variacdo (CV). A presenca de pico GO/GL1 foi inter-
pretada como evidéncia de aneuploidia, e o indice de DNA foi calculado para o pico aneuploide. Houve
medic&o do DI de acordo com as técnicas padrdo baseadas nas diretrizes de Gupta et al.(2019). Para padro-
nizacao do histograma, selecionou-se as células de interesse da MO (linfdcitos) no grafico Foward Scatter
- log (FSC-A\) linear versus Side Scatter - Area (SSC-A) linear, figura 3.2. Selecionou-se também um dot
plot (gréfico de pontos, onde cada ponto € dado 0 nome de evento). Foi usado uma aquisicdo de 30.000 a
50.000 eventos em uma taxa baixa de aproximadamente 200 eventos/s.
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Figura 3.2: Anélise de ciclo celular de um paciente com leucemia. Anélise de ciclo celular com representacdo em histogra-
mas da quantidade de DNA. Excluséo dos doubles (A) e selecdo de linfécitos normais e blastos leucémicos (B) de paciente
diagnosticado com leucemia linfoblastica aguda de células precursoras B (LLAcpB).

3.7 Controlo de qualidade

Todas as técnicas e documentos empregados seguiram diretrizes estabelecidas em protocolos e
procedimentos operacionais padronizados (POPs), com testes e valida¢Bes constantes. Esses documentos
foram armazenados nos arquivos do estudo e organizados por tipo. A sele¢do dos exames para diagnéstico
de leucemias agudas foi orientada pelos padrées internacionais recomendados pela OMS, assim como do
indice de DNA que foi padronizado neste trabalho.

Para garantir a qualidade dos testes e resultados, todos os procedimentos laboratoriais realizados no estudo
foram acompanhados por controles comerciais da FACS BD. Antes de processar qualquer amostra,
calibradores e controles comerciais, todos os analisadores foram devidamente mantidos de acordo com o
protocolo do fabricante e a politica interna do laboratério.
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3.8 Manutencgao

Os equipamentos foram submetidos a manutencao diaria, semanal e mensal, o que englobava atividades
como limpeza, realizagdo de controlo de qualidade e troca de reagentes e instrumentos, conforme necessa-
rio.

3.9 Analise dos dados

O plano de andlise para o estudo incluiu a producgdo de estatisticas sumarias (ex. média e desvio-padrao)
para os principais indicadores do estudo, dispostos em tabelas e/ou graficos. Os dados foram analisados
usando o pacote de software GraphPad Prism version 9. As amostras dos pacientes incluidos no estudo,
com diagndstico de leucemia linfobléstica de células precursoras B (LLA-cpB), avaliados ao diagndstico
foram analisadas individualmente quanto a presencga ou auséncia da expressao antigénica de cada mar-
cador utilizado na citometria de fluxo. Inicialmente, foi realizada a avaliagdo exploratéria e descritiva
dos dados, procurando identificar diferengas em subgrupos de pacientes de acordo com informagdes
como idade, sexo, leucometria e faixa etaria.

3.10  Anadlise estatistica

O plano de anélise para o estudo incluiu a avaliagdo descritiva dos dados, procurando identificar dife-
rengas em subgrupos de pacientes de acordo com informagfes como idade, sexo, leucometria e faixa
etaria.

3.11  Ensaios de padronizacéo
3.11.1 Comparagao do citdbmetro

A padronizacéo inicial foi realizada no Brasil. Nos primeiros ensaios foi utilizado o citometro FACS
Calibur, que é um instrumento mais antigo. Os dados ndo eram homogéneos, com valores e coeficiente
de variagdo (CV) muito altos, o que significa que houve uma variagdo maior das células adquiridas.
Indicando desta forma, a instabilidade do aparelho utilizado. Também foi observado um grande
percentual de debris celulares e de células mortas, dificultando a comparacéo de controlo e paciente, dai
concluimos que a amostra analisada precisava ser fresca (no maximo 6 horas ap6s a coleta). Nos ensaios
seguintes foram testados outros dois citdmetros, o FACS Fortessa (BD Biosciences) e DX Flex
(Beckman Coulter).

3.11.2 Comparagao das solucgdes de lise

Primeiramente testou-se a solugdo de cloreto de amdnio ao nosso estudo, visto que, a lise com solucao
de amdnio era preparada na hora e no laboratdrio e que o mesmo dispunha de reagentes suficientes para
o teste, 0 que poderiamos poupar tempo e custos na compra dos reagentes. Verificou-se que a solucéo
de amonio ndo era adequada aos nossos experimentos pois nas amostras de pacientes havia grande perda
de viabilidade das células, ndo sendo possivel a analise da marcacdo por PIl. Sendo assim foi verificado
que a lise das hemacias com solucgdo de cloreto de aménio mostrou-se inadequada, tendo-se optado pelo
uso da solucéo de lise FACS BD e conseguimos identificar as células de interesse. Dessa forma, definiu-
se que a solucéo de lise FACS BD era ideal para 0 nosso experimento pois mostrou bons resultados.
Apos a experiéncia desta técnica no Brasil fez-se a transferéncia da mesma para Mogambique.
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4 RESULTADOS
4.1 Caracteristicas Clinico-Demogréficas dos Pacientes Incluidos no Estudo

Neste estudo foi feita uma analise prospetiva de casos LLAcpB no centro de referéncia de oncologia
pediatrica na Bahia, onde as informacdes clinico-demograficas e laboratoriais de 18 criangas com
LLAcpB estdo apresentadas na tabela 4.1. A idade média do grupo foi de 5,4 anos (variando entre 10
meses e 9 anos); 17 pacientes tinham mais de 1 ano, 9 do sexo masculino e 9 do sexo feminino. Em 18
amostras colhidas no Brasil, foi realizada andlise de indice de DNA, onde 6 pacientes apresentaram alta
hiperdiploidia, 4 baixa-hiperdiploidia e 3 diploidia (normal). Nas primeiras 5 amostras feitas na Bahia
ndo conseguimos obter o DI assim como o tipo de ploidia, conforme mostra a tabela 4.1, isto deve-se ao
protocolo de lise de hemécias com cloreto de amonio usada primeiramente. Apds a padronizagdo no
Brasil transferiu-se a técnica para Mogambique onde tivemos 10 pacientes com a idade média de 6 anos
(variando entre 1 ano e 14 anos); 9 pacientes tinham mais de 1 ano de idade, 6 do sexo masculino e 4
do sexo feminino. Em 10 amostras colhidas em Mocambique, realizou-se a analise de DI, onde 6
pacientes apresentaram alta hiperdiploidia, 2 baixa-hiperdiploidia e 2 diploidia (hormal), tabela 4.2.

Na padronizagdo da marcacdo com iodeto de propideo (Bahia), através de tamanho (FSC-A) e
granulosidade (SSC-A) fizemos a selecdo das células de interesse, onde em A- linfdcitos normais e D-
blastos leucémicos, em B e D com FSC-A e FSC-H (altura) separamos os singlets (células individuais)
e retiramos os doublets e por fim fez-se os histogramas C e F (histogramas representando a IFM do PI),
para a verificacdo do PI nas células, conforme mostra a figura 4.1. Nos histogramas é onde conseguimos
ver 0 pico GO/G1 de uma populacéo de teste e o pico GO/G1 de uma populacédo diploide conhecida para
o célculo do DI. Na padronizagdo da marcacdo celular com anticorpo monoclonal com FSC-A e SSC-
A em A pegou-se a regido dos blastos, com FSC-A e FSC-H separou-se os singlets. Com o marcador
CD45 que reconhece os epitodos dos antigenos celulares conseguimos separar melhor os blastos e
linfécitos em C. Em D- pico dos blastos e E- pico dos linfocitos, histogramas representando a populagéo
especifica em relacdo & quantidade de DNA, figura 4.2. Com os valores das medianas conseguimos
calcular o DI pela férmula da figura 3.1 adquirindo um DI de 1,2 correspondente a alta-hiperdiploidia.

Apobs a transferéncia da técnica para Mocambique fez-se tambem a padronizacdo com Pl onde
conseguimos fazer a selacdo das amostras de interesse nos dotplots em A e D, a separagéo dos singlets
em B e E e os histogramas representando a IFM do P, figura 4.3. Com a padroniza¢do com o anticorpo
monoclonal, selecionamos as células de interesse que sdo os blastos em A, retirou-se os doublets em B,
com o marcador separamos 0s blastos e os linfocitos em C, em D e E histogramas dos blastos e linfécitos,
figura 4.4. Através dos valores das medianas calculamos o DI, onde o DI foi de 1,4 que corresponde a
alta-hiperdiploidia.
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Tabela 4.1: Caracteristicas clinico-demograficas com LLcpB do Brasil. Caracteristicas clinico-demograficas e laboratoriais
dos pacientes com LLcpB (Brasil- Bahia).

ID Sexo Idade Amostra Blastos Leucometria Tipo de leu- Indice de Tipo de ploidia

(anos) (%) (x10%/uL) cemia DNA
1 F 4 SP 9,15% 32,020 LLAcpB - -
2 F 5 MO 62% 15,960 LLAcpB - -
3 F 5 MO 5,66% 26,450 LLAcpB - -
4 M 5 MO 84% 18,100 LLAcpB - -
5 F 7 SP 46% 31,440 LLAcpB - -
6 M 10m MO 70% 84,740 LLAcpB 1,07 Diploidia (Normal)
7 M 1A,8m MO 64% 13,789 LLAcpB 1,26 Alta-hiperdiploidia
8 M 3 MO 48% 23,660 LLAcpB 1,02 Diploidia (Normal)
9 M 3 MO 60% 49,410 LLAcpB 1,14 Baixa-hiperdiploidia
10 F 3A,1Im SP 39,7% 8,017 LLAcpB 1,04 Baixa-hiperdiploidia
11 F 4 MO 48% 23,660 LLAcpB 1,07 Diploidia (Normal)
12 F 4 MO 65% 12,420 LLAcpB 1,47 Alta-hiperdiploidia
13 M 5 MO 60% 14,300 LLAcpB 1,18 Alta-Hiperdiploidia
14 F 3 MO 76% 56,760 LLAcpB 1,17 Alta- Hiperdiploidia
15 M 7 MO 48% 98,600 LLAcpB 1,14 Baixa-hiperdiploidia
16 F 7A4m MO 21,9% 15,367 LLAcpB 1,52 Alta-hiperdiploidia
17 M 9 MO 53% 66,910 LLAcpB 1,29 Alta-hiperdiploidia
18 M 6 MO 60% 49,410 LLAcpB 1,11 Baixa- Hiperdiploidia

F: Feminino; M: Masculino; MO: Médula 6ssea; SP: Sangue periférico; LLA-B: leucemia linfoblastica de células precursoras;

Tabela 4.2: Caracteristicas clinico-demograficas com LLcpB de Mogambique. Caracteristicas clinico-demogréaficas e labora-
toriais dos pacientes com LLcpB (Mogambique- Maputo)

ID Sexo Idade Amostra Blastos Leucometria Tipo de leu- Indice de Tipo de ploidia

(anos) (%) (x10%/uL) cemia DNA
1 M 5 SP 60% 14,300 LLAcpB 1.48 Alta-hiperdiploidia
2 F 14 SP 65% 57,000 LLAcpB 1,19 Alta-hiperdiploidia
3 F 2 SP 80% 16,540 LLAcpB 1,57 Alta-hiperdiploidia
4 M 8 MO 75% 65,430 LLAcpB 1,28 Alta-hiperdiploidia
5 M 1 SP 91% 13,690 LLAcpB 1,06 Diploidia (Normal)
6 F 10 MO 56% 23,500 LLAcpB 1,13 Baixa-hiperdiploidia
7 F 6 MO 48% 45,890 LLAcpB 1,12 Baixa-hiperdiploidia
8 M 4 SP 78% 23,460 LLAcpB 1,16 Alta-hiperdiploidia
9 M 3 SP 90% 67,680 LLAcpB 1,39 Alta-hiperdiploidia
10 M 7 SP 60% 48,500 LLAcpB 1,03 Diploidia (Normal)

M: Masculino; MO: Médula 6ssea; SP: Sangue periférico; LLA-B: leucemia linfoblastica de células precursoras;
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4.2 Padronizacéo no Brasil- Bahia - Mogambique
4.2.1 Padronizacdo da marcacao celular com iodeto propideo (Bahia)

Na primeira etapa deste estudo da padronizacgéo e implementacdo do DI, padronizou-se a intensidade de
fluorescéncia média do fluorocromo PI em leucdcitos de amostras de SP sem neoplasias hematoldgicas
e blastos de amostras de SP com neoplasias hematoldgicas pelo citémetro FACS Fortessa. Como o DI
é uma mensuracdo relativa, para todos os exames foi necessario a utilizacdo de um controlo interno, o
qual consistiu de uma amostra de SP (sem neoplasia hematoldgica) proveniente de um doador saudavel
do mesmo sexo do paciente leucémico devido a diferenca nas quantidades de DNA entre 0s
cromossomas X e Y.

O uso da amostra controlo saudavel misturada com a amostra do paciente leucémico foi essencial para
comparar a distribuicdo das células saudaveis com as células patoldgicas. Esse método foi adotado para
avaliar se as células patolégicas possuem contetido de DNA euploide (2n) ou aneuploide (diferente de
2n), especialmente em casos de amostras de pacientes leucémico que ndo apresentam nenhuma popula-
cao de células com conteldo de DNA dentro dos padrfes normais.

Para a padronizagdo do histograma, a medida que era feita a aquisicao, foram selecionadas as células de
interesse do SP (linfécitos e blastos) no gréfico de dispersdo de luz Foward Scatter - Area (FSC - A)
linear versus Side Scatter - Area (SSC-A) linear (Figura 4.1 - Bahia e 4.3- Mogambique, Painel Ae D —
células marcadas). O detector FSC avalia o tamanho, enquanto, o SSC, detecta a granulosidade celular.
O histograma com a FSC - A versus altura (FSC-H) (Figura 4.1 - Bahia e 4.3- Mogambique, Painel B e
E), para retirar debris (restos celulares) e dublets. O Gltimo histograma emite luz no comprimento de
onda de aproximadamente 570 nm, mesmo canal que detecta o fluorocromo PE. Assim, foi estabelecido
um dot plot com os dados de PI (PE — Area) linear versus SSC — Area (area) linear (Figura 4.1 - Bahia
e 4.3 - Mogcambique, Painel C e F); histograma para visualizar a IFM do corante PI, o qual é detectado
pelo detector FL2 (fluorescéncia 2);
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Figura 4.1: Analise representativa da marcagéo celular com iodeto de propideo das células de sangue periférico usando

a lise das hemécias com solugéo da lise FACS BD para o paciente 06 e seu controlo V1. Uso do citdmetro FACS Fortessa

(BD Biosciences). Amostra controlo ndo leucémico em A, B e C e amostra leucémico em D, E e F. Em A e D dot plots FSC-

H x SSC-H, com a selecéo de linfocitos normais e blastos leucémicos, respectivamente, para ajuste das voltagens dos detectoresPaciente
FSC e SSC. Em B e E dot plot representando a intensidade de marcacéo (IFM) dos linfdcitos pelo PI; Em C e F, histogramasleucémico
representando a IFM do PI em relacéo a quantidade de células; FSC: Disperséo de luz frontal; SSC: Dispersdo de luz lateral,

PI: iodeto de propideo; IFM: Intensidade de Fluorescéncia Média.

4.2.2 Padronizacdo da marcacao celular com anticorpo monoclonal (Bahia)

Na padronizacédo da andlise do indice DNA, foi realizado o teste para marcacéo dos leucécitos de SP de
individuos sem neoplasias hematolégicas com anticorpo monoclonal. O marcador foi escolhido por estar
presente em maior proporcdo nas células linfoides do SP.

Para esta analise, foram plotados, além dos dot plots presentes na figura 4.1- Padronizacdo da marcacgao
celular com iodeto de propideo (detalhados novamente na Figura 4.2 - Bahia e 4.4 - Mogcambique, Pai-
néis A, B, D e E), mais um dot plot com a plotagem do marcador CD45 versus a granulosidade das
células (CD45 FL9-A versus SSC-A linear), painel C. Este dot plot tem a fun¢do de mostrar uma popu-
lagdo celular especifica com relagdo a quantidade de DNA. Como a amostra tem células aneuploides
entre as células diploides, aparecem dois grupos de células com diferente IFM do PI. O anticorpo utili-
zado para calcular o DI é direcionado contra marcador caracteristico da doenca. Para calcular o DI, ou
seja, a quantidade de material genético que as células patoldgicas tinham em comparagdo com as células
do paciente controlo, foi feita a razdo entre o pico da mediana G0O/G1 de uma populacdo leucémica e o
pico da mediana GO/G1 de uma populacéo diploide padrdo. O tubo que tinha apenas as células do
paciente controlo e o anticorpo monoclonal dirigido contra o marcador presente nas células patoldgicas
tinha a funcédo de conhecer o perfil de marcacgao do anticorpo em células saudaveis.
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Figura 4.2: Andlise representativa da marcacéo celular com anticorpo monoclonal usando a lise das hemécias com
solucdo da lise FACS BD, pelo método CD45 para o paciente 013. Uso do citometro FACS Canto Il. Em A dot plots FSC-
A X SSC-A selecéo das células viaveis. Em B dot plots FSC-H x FSC-A exclusdo de doublets. Em C com o marcador CD45,
selecdo de linfocitos normais a direita e blastos leucémicos a esquerda. Em D histograma com o pico dos blastos e E histograma
com o pico dos linfocitos. A média geométrica (GM) do pico GO/G1 (blastos) é dividida pela GM do pico G0/G1 (linfdcitos)
para calcular o indice de DNA (DI). CD45: anticorpo monoclonal; FSC: Dispersdo de luz frontal; SSC: Dispersdo de luz lateral;
PI: iodeto de propideo.

4.2.3 Padronizagdo da marcacao celular com iodeto de propideo (Mogambique)
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Figura 4.3: Anélise representativa da marcacéo celular com anticorpo monoclonal e iodeto de propideo usando a lise
das hemécias com solugdo da lise FACS BD, pelo método PI para o paciente 002 e seu controlo I1. Uso do citometro
FACS Canto Il. Amostra controlo ndo leucémico em A, B e C e amostra leucémico em D, E e F. Em A e D dot plots FSC-H x
SSC-H, com a selec¢do de linfocitos normais e blastos leucémicos, respectivamente, os quais apresentam baixa granulosidade
(SSC) e tamanho (FSC). Em B e E dot plots FL2-W x FL2-A (marcacdo para Pl), utilizados para exclusdo de doublets. Em C
e F, histogramas mostrando a marcagdo para Pl em FL2-A, em relagdo a quantidade de células. FSC: Dispersdo de luz frontal,
SSC: Dispersdo de luz lateral; PI: iodeto de propideo
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4.2.4 Padronizacdo da marcacao celular com anticorpo monoclonal (Mogambique)
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Figura 4.4: Anélise representativa da marcacéo celular com anticorpo monoclonal e iodeto de propideo usando a lise
das hemacias com solucéo da lise FACS BD, pelo método Pl para o paciente 008 e seu controlo VIII. Uso do citometro
FACS Canto Il. Em A dot plots FSC-A x SSC-A sele¢do das células vidveis. Em B dot plots FSC-H x FSC-A exclusdo de
doublets. Em C com o marcador CD45, sele¢do de linfécitos normais e blastos leucémicos. Em D e E, histogramas mostrando
a marcacdo para Pl em FL2-A, em relacéo a quantidade de células. Em D histograma com o pico dos blastos e em E histograma
com o pico dos linfécitos. A média geométrica (GM) do pico GO/G1 (blastos) é dividida pela GM do pico GO/G1 (linfécitos)
para calcular o indice de DNA (DI). CD45: anticorpo monoclonal; FSC: Dispersao de luz frontal; SSC: Disperséo de luz lateral;
Pl: iodeto de propideo.

4.25 Resumo dos procedimentos feitos e parametros considerados na Bahia e Mogam-
bique

No estudo da padronizacéo e implementagdo do DI foram utilizados dois protocolos: protocolo da pa-
dronizacdo da marcagdo celular com iodeto de propideo e protocolo da padronizag¢do da marcacao celu-
lar com anticorpo monoclonal. Observa-se que no protocolo da padronizacéo da marcacdo celular com
iodeto de propideo onde utilizou-se o citometro da FACS Calibur e a lise de cloreto de amonio na Bahia,
0 teste ndo funcionou corretamente nas primeiras amostras, como referido anteriormente. Os citdmetros,
0s tipos de lise, os métodos utilizados, 0 nimero de amostras na Bahia assim como em Mogambique na
padronizacdo e implementacdo do DI, estdo apresentados na tabela 4.3.
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Tabela 4.3: Tipos de citometros, tipos de lise e métodos utilizados na padronizacéo e implementagdo do DI na Bahia e em
Mogambique.

Pais .T',po ge Tipo de lise Métodos usados NITIED 6l Tgste
citbmetro amostras funcionou?
FACS Calibur Clorgtq de lodeto de propideo 5 Né&o
. amonio
Brasil X FI . S
i ex i im
(Bahia) FACS BD lodeto de propideo :
FACS Fortessa Marcador CD45 6 Sim
Mocgambique FACS Canto Il FACS BD lodeto de propideo 10 Sim
Marcador CD45

5 DISCUSSAO

A hiperdiploidia é a anormalidade citogenética mais comum em criancas com LLAcpB. Diversos estu-
dos confirmam que perfis imunofenotipicos especificos, assim como anomalias citogenéticas e molecu-
lares, estdo relacionados ao prognéstico (Pierzyna-Switala et al., 2021). O indice de DNA (DI) tem
sido conhecido como fator progndstico em criangas com leucemia linfoblastica aguda de células precur-
soras B (LLAcpB) e pacientes com DI > 1,16 tiveram bom prognostico em comparacgao aos pacientes
com DI < 1,16. De acordo com a nossa analise as amostras colhidas a mais de 24 horas tiveram um
impacto negativo na qualidade das analises, enquanto as amostras frescas colhidas dentro de 6 horas
tiveram um resultado positivo, onde estes resultados positivos foram basicamente consistentes com
aqueles relatados na literatura consultada. Até onde sabemos, este é o primeiro estudo deste tipo reali-
zado em Mocgambique. O DI é um bom método para o diagndstico das leucemias, pois verifica-se que
trata-se de um método eficiente, rapido, menos dispendioso e de facil manuseamento. O DI de 1,16 é
considerado como ponto de corte significativo para discriminar o grupo de menor risco, como mostrado
em diferentes trabalhos (Gupta et al., 2019; Pierzyna-Switala et al., 2021; Swerts et al., 2007).

Para distinguir o sinal emitido pelos doublets (células aderidas) de células na fase G1 do sinal emitido
pelas células na fase G2/M — que possuem uma maior quantidade de DNA e, consequentemente, uma
maior intensidade de fluorescéncia média (IFM) —, foi utilizada a diferenca na altura do sinal emitido
pelo laser FL2. Os doublets aumentam o sinal na largura do FL2 (FL2 Width) devido ao maior didametro,
enquanto o sinal da &rea do FL2 (FL2 Area) é igual tanto para células Gnicas na fase G2/M quanto para
dupletos na fase G1 (Krueger & Wilson, 2011; Nunez, 2001). Além disso, as amostras devem ser
adquiridas no citometro a uma velocidade baixa — menos de 1000 células por segundo — para garantir
uma boa discriminacao entre células singlets (individuais) e doublets (Nunez, 2001). Outro fator consi-
derado na padronizacdo da metodologia foi a utilizacdo de Pl com RNAse, para evitar que o fluorocromo
se ligasse a qualquer RNA de fita dupla e assim prevenir falsas interpretacées do contetdo de DNA
(Nunez, 2001).

A leucemia linfobléastica aguda de células precursoras B (LLAcpB) é o cancro mais prevalente em criancas.
Apesar das melhores taxas de cura nos ultimos anos, a doenca ainda apresentara recaidas em alguns paci-
entes (Huang et al., 2020). Na comparacao dos citbmetros achamos que o FACS Calibur ndo é adequado
para andlise do indice de DNA, pois este aparelho ndo apresentou resultados fidedignos talvez por ja ndo
estar funcionar corretamente, provavelmente pelo tempo de uso, tendo-se optado pelo uso de citémetros
recentes como 0 FACS CANTO Il (Becton Dickinson), FACS Fortessa (BD Biosciences) e DXFLeX
B5R3V5 Beckman Coulter, pois estes apresentaram bons resultados. A solugéo da lise FACS BD mostrou
melhores resultados do que a solugdo da lise de cloreto de amdnio, mantendo as células integras ao fixa-
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las. Com a passagem da amostra pelos lasers, é necessario ajustar a posic¢ao das células dentro de um dot
plot porque a fixagdo ou permeabilizagéo realizada com o triton pode alterar o tamanho celular assim como
a disposicédo das células. Essa fixacdo ou permeabiliza¢do das células permite a penetracdo do Pl no cito-
plasma, que é uma acao que anteriormente era impossivel a adi¢do do triton devido a presenga da membrana
plasmatica integra. O PI, que possui baixa fluorescéncia em solugdo aquosa, apresenta uma forte fluores-
céncia ao ligar-se ao DNA, razdo da interacdo hidrofébica. Com relagdo aos resultados obtidos nas analises
das amostras de pacientes da Bahia pela técnica de DI, das 18 amostras apenas 13 apresentaram DI assim
como o tipo de ploidia e 5 ndo apresentaram estas caracteristicas. Em Mocambique todos pacientes apre-
sentaram DI e o tipo de ploidia. Das amostras que apresentaram alta- hiperdiploidia significa que ha pre-
senca de células B patolégicas.

Tanto o uso do método usando CD45 assim como o0 método usando Pl ambos levaram-nos a obter a ploidia
assim como o DI. O uso do método CD45 € vantajoso pois ndo precisa de uma amostra controlo de paciente
saudavel, a mesma amostra de paciente leucémico para ser usada como controlo diferentemente do método
com o uso do PI que requer a amostra controlo de paciente saudavel. Os resultados da lise das hemacias
da solugdo FACS BD estéo de acordo com Gupta et al. (2019), ver tabela 1.1. Com os resultados encontra-
dos podemos sugerir que o indice de DNA é eficaz para ser usada na avaliacdo da alteracdo molecular mais
frequente em LLAcpB pediatrica, ajudando a classificar e estratificar melhor os pacientes, de forma que
sejam tratados da maneira mais adequada ao perfil molecular do seu tipo leucémico. No entanto, é crucial
notar que a avaliagdo do progndstico é multifacetada, sendo abrangidos fatores intrinsecos individuais e
resultados de testes laboratoriais, como citogenética e biologia molecular. Esta técnica mostrou resultados
promissores pelo que a sua transferéncia do Brasil para Mogambique pode ser realizada e esperamos im-
plementa-la rapidamente.

O estudo teve algumas limitagdes, como a falta de contacto direto com os pacientes para a colheita das
amostras, pois esta ¢ feita apenas pelas médicas. Apesar das limitacOes, trata-se de um estudo relevante,
pois a analise da ploidia de indice de DNA por citometria de fluxo é uma técnica simples e altamente
proficiente na estratificacdo de risco no momento do diagnostico. Adicionalmente, o DI oferece uma alter-
nativa ao cariétipo convencional para detetar subgrupos de bom e mau progndéstico entre 0s casos de leu-
cemia linfobléstica aguda de células precursoras B (LLAcpB). Assim, este estudo ira ajudar a adquirir
resultados rapidos, ajudar na estratificagdo do risco que o paciente possui e a entender melhor o tipo de
leucemia, dando melhor direcionamento do tratamento adequado ao paciente.

6 CONCLUSAO

A partir deste estudo, foram evidenciadas as seguintes conclusoes:

e Com relagdo a padronizacdo e implementagdo da metodologia, foi estabelecida a utilizagdo de an-
ticorpo mononuclear conjugado ao fluorocromo FITC para ndo ocorrer a interferéncia com a faixa
de emisséo do PI,

e Com relagdo aos resultados obtidos nas anlises de amostras de pacientes na Bahia e em Mogam-
bique pela técnica de DI foram encontradas 23 aneuploidias nos pacientes com LLAcpB e 5 ndo
apresentavam essas caracteristicas.

e De todos os resultados do conteido de DNA por citometria de fluxo que puderam ser avaliados,
das 18 amostras da Bahia e 10 amostras de Mogcambique, apenas 23 apresentaram aneuploidia pelos
métodos de Pl e CD45, o que indica que os resultados foram de acordo com aqueles relatados na
literatura consultada.
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Em conclusdo, a ploidia do DNA baseada em citometria de fluxo tem forte correlagdo com perfis citogené-
ticos e produz informag6es complementares que podem ser utilizadas pelos laboratérios de citogenética
guando necessario. Portanto, além do diagnéstico precoce e da classificacdo adequada do subtipo de leuce-
mia, é razoavel estudar outros fatores que podem influenciar a resposta ao tratamento e explorar outras
abordagens para 0 manejo de casos no cenario mogambicano para melhorar a taxa de sobrevivéncia. Um
sistema imunolégico eficiente aumenta as hipéteses de recuperacdo permanente de uma doenca neoplésica
(Van Dongen et al., 2012). Contudo, é importante destacar que, a técnica de DI é complexa, e envolve
desde questdes intrinsecas de cada paciente até a resultados de exames laboratoriais como a citogenética e
a biologia molecular.

7 RECOMENDAGCOES

Considerando-se o fato de que a padronizagdo e implementacao do DI é importante para melhorar a esti-
mativa do progndstico dos pacientes incluidos neste estudo, sugere-se:

e O uso de citometros modernos como a FACS Fortessa, FACS CANTO Il, DXFLeX entre ou-
tros, pois estes mostram bons resultados comparativamente com os citometros antigos como a
FACS Calibur.

e A amostra controlo para o método com iodeto de propideo deve ser fresca e colhida no mesmo
dia, e a amostra do paciente leucémico deve ser processada em 24h no maximo apds a sua
colheita .

o Deve usar-se a lise FACS BD pois mostrou bons resultados comparativamente a lise de cloreto
de aménio.

e O método CD45 é o mais flexivel pois ndo precisa de amostra controlo de paciente saudavel
comparativamente com o método de PI.

e Para as amostras colhidas em laboratérios distantes do processamento, 0 hemograma deve ser
realizado no laboratério de colheita e as amostras devem ser transportadas em gelo para o labo-
ratério de processamento.

e As amostras colhidas préximo do laboratério de processamento podem ser transportadas a TA.

De acordo com dados da literatura, e resultados observados neste trabalho, a molécula CD45 pode ser con-
siderada um potencial marcador para o prognéstico de pacientes pediatricos com LLA-cpB, esta pode estar
relacionada a maturacéo das células B, que favorece uma otimizagdo nas tomadas de decisdes de tratamento
para pacientes diagnosticados com LLA-cpB.
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DADOS DO PARECER
[Hmeane oo Parecer: S.307.855

Apressntagso do Projeto:
Informagies contidas nos campos ~Apresentagdo do Projeto”, "Oojetvo da Pesquisa” & "Avallagso oos
Riscos e Beneficlos™ foram refiradas do arguive PE_INFORMACOES BASICAS 1506341 E1.pdr.

Emenda submetlda em 15022022

IntrocucSo

Leucermias agudas (LA) 550 neoplasias primanas de medula 85563, elas podem sar divididas em leucemia
lrfobiastica aguda [LLA), 3 qual pode sar originada a partir de precursores de cslulas B (LLA-S) ou de
collas T (LLA-TH1) & em leucemia misiokde aguda (LMA), 3 qual resuita da exparsSo clonal de blastos
mislioldes, & pode ser classMcadta em offo diierentes subtipos [2). A LLA apresenta sobrevida global em 5
anos de S0F% em ciancas, & 3penas 25% em pacientes adma de 50 anos. Alem dissn, packentss refrEtanos
30 tratamento ou em recalda apgresentam resuliados ainda multo nins (3). Na LM& a idade média ao
diagrisiico & 65 anos, respondendo a aproedimadamente 20% J0s c3506 &M clangas, apresemands ainda
hoje uma sobrevida de 70% em crlangss @ 30% em adulios acima de 65 anos (4.5). Esses NOmercs
alarmanies =m LMA, em conjunto com o quadre desorto para LLA delxam claro a Importancia de g2
entender a paipgsness das diferentes formas de Leucamia Aguda, de modo a possibiliar sua prevenpio
aipy deservolvimentn de novas opcles de iratamenio. De acorio com o preconizado pela Onganzagio
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Balims  Cand GEF 80 W70
UiF: B& Munkcipas:  SALVADOR

Telsfone: (7151782308 Fa: {T1R1TE-208E E-manl  cop kgrrafhoes e Ly

39



Gt 4 s v et CENTRO DE PESQUISAS

B GONCALO MONIZ - W

— FIQCRUZ/BA

Corirmesgk 4o Fammoer 5OXIT GBS

Muridial de Saide (OMS), o diagnistico das LA & baseadn em aspecios moroiogless, Imunofenobiplcos &
citogenéico-molecuiares (1), Para @ estratifcagdo de gupos de risco 530 ulizadas iInformaghes como ldade
30 diagnistico, leucometna e presenca de alieracies ciiogenstico-moleculares. Estas Oitmas permiiem a
IdentiNicagio de Qrupos CoM prOgRasticn mals favoravel (ex ETVE-RUNX1, CBFS-MYH11), ou desfavoravel
{ex BCR-AELY, AMP21 & reaman|os do gene KMT2A). INBMErDs estes bUsEam noves Mamadons que
posEam contrbulr para uma meihor estratfcacio de nseo ferapautico @ aperfelcoamento do iratameanta, A
nematapoese & regulada por Interagies de adesdo entre as cdlulas nematopoldlicas @ o microamblents
medularn, 3ssim como faones oe crestmentn & chocinas produzidas por dferentes Hpos calularss na megula
#s5ea. s componentes do microamblenie medular fumoral participam de foma direta e Indireta nos
mecanismas de soonvivendia, profiferagdo @ escape o3 resposta Imunologlea (5), sendo estabiesitas
refagdes com Infludncla reclproca enfre a5 células tumorals & o6 componentes do estroma medular (7,5).
Dessa Tonma, mulios fatores 530 Imporianies &m 1000 0 D650 08 | SUCEmOgEnsse, neste projelo Inemos
focar em moldculas & processns que ateram o microamblents medular levando 3o escaps da resposta
Imumoidglca e favoressnds 3 migragdo tanto no Interor 43 medula os52a quanta na sakda de calulas
[SUCEMICES pars outros ongaos, favorecento fenolipos mEks AgresEvos @ eventos de recalda. Alem oe
entender meihor 3 SoenGa & Duscar melhores fomas oe dassiNcacio o2 progRdsico 2 Novas alemativas oe

terapla. (Malores Informaglies podem ser encontradas no Projeto de Pesquisa em anaxo)

Hipibesa
Nas leucemias agudas cooime um desequiliono do microamiente medular, gerado peias propnas céluias
blasiicas, e pela Inflamago presente no amblents tumoral. Tal dessgullibio leva a um aumento de
SNpIEEEa0 e moisclas ge chackpoint Imunoisglco em oSulas que comple o microamisients @ nas propras
CAluas leuctmicas. Tamb4m OCome um aumento na produpdo o2 moléculas de adesdaimigragao no
micioamdente Tmoral, como molecllas de marz exrace|war, quimiocinas, semafiorinas, assim como
aumento de moktoulas de adesdomigracin na superficks de céiulas do sstmma, cilulss do slstema Imune e
Dlastos leuctmicos. Tals ateragies Indvidualmentz ou em conjunto favoreceriam 3 sobredida, o escape da
resposta Imune, e 3 distiouicio de celulas Masticas, em especial celulas Fonco leucémicas em nichos
meduianes Imunoorviegiatos. Alem de favorecer 3 migracio e células leustmicas mais dferenciadas para
drgdos avo de leucemia exira-medular.
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Metoaniogla Propost:
- Pasienes & amosiras: amostras prospectivas de meadula Gss2a (WMD) elou sangue penférien (SP) o
pacientas o8 0 @ 21 anos COM ISUCEMIa 30uda 30 dlagnasIon, amostras parm avalagdo e doenga residual
minima (DRM), € amostras de recalta e remissdo. Controles: amostras prospectivas de MOISP de
pacientes que nSo forem Magnosticatas com neaplaslas. O fransporte 00 materal sera realzady por
profssional freinato, sequiINgo s reqQras o8 franspone, utllizando calxa de fransports adequada para
protegdo Indvidual. Todas a5 Informagles pessoals serdo mantidas em siglo & uillzadas apenas pelos
Imvestigadores envalvidos no estudo.- Conslderacles Eficas: Este projeto serd realzado dentro dos
precafios &fcos naconals, respellando as resolugdes da CONSR e gemals legisiaches vigenes. Amostas
de padentes serdo recenkdas & avalladas apenas apds A0MOVaca0 do projeto no CEP.- Processamento &
congelamento de cdlulas: reallzado am o laminar em condigies esténels, sequras para o
manipulador & para amostra. O plasma sera refirmdo para congelamento a -30°C & posterior avalagio oe
dtocinas. O restanie do material sera submetido a gradiente de densidade para lsolamenio de células
mononucieadas, seguindo-s 3 contagem celuiar. Sera retrada quantidade de céulas suficlente para
realizacdo o l=sies de RT-PCR, FISH, ensalos funclonals ou de expressdo molecular. O restanta d@o
material sesd congedado em SFEOMED 1086, & armazenado em freezer -50°C. Imurofendipagam Caulas
monanud eatdas de MO efou SP poderdo ser utlizadas no mesmo dla da coleta ou apds descongelamento,
sando Wiizadas 3penas amosiras que tenham acima de 7% o2 viabildade. Serdo mancadas Zuiled
cAIUIaS pOr TUDO, COM anticOMpOs MONOUONAIS Para 35 Moleculas de suparicle comocPD-1, TIM3, LAGE,
OX40, CO20dR, CD3, CO4, CDE, CD4a5, CCRT, COaEv, G031, ChD45R0, COLS5RA, CO2E, CO2T, COA,
CECRS, VLA, VLA-S, PSEL-1, CD43, CD44 2 newropiing-1. Confoles negatives: células ndo manadas.
Sardo adquiridce 1.000.000 de eventos no cibdmetn de fuxn FACS LSRFomessa. - RT-PCR quaniiiativ
{RTQPCR): serSo avallados o6 reamanjos 0anicos recomentes em paclenies pediairicos com LA, enire os
quals KMT2A-r, ETVE-RUNX1, E28-PBX1, BCR-AEL1, STIL-TAL1, reaman|o no gene TLXES, RUMX1-
RUMX1T1, CBFE-MYH11, PML-RARA. - Hioridlzagdo Fluorescente In situ (FISH): serd reallzada com
SONOaE CoMmertials, como 3 5onda MLL (KMT2A) breakapart (Cylocsll), que serd usada pars a delemminacio
de reamanjos envoivends o gene KMT24, e 3 sonda TELAMLT (ETVERLUINX1) Transiosation, Dual Fusion
(Cytocsl), gue sera empregada na avallagio da presenca da fusdo ETVE-RUNK 1. -Ensalo de migragdo
caluar. serdo utliizadas cdmaras de Transwell com poros de Sm. Como estimulos migratéios serdo
utllizadas moldeuias de ECM ou moléculas sollvals como quimiocinas. Para of ersalcs de migragdo
fransandodellal calulas HUWEC serdo cultivadas nas
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memibranas dos Insertos anterlommente 306 ensalos. Para avallar o papel de algumas moleculas, as ciiulas
poderio ser previaments fratadas com anticorpos neuralzantes ou Inlbidores moleculares. - Ensalos de
proiferacio celulan ciiulas mononucieadas de MOVSP serdo marcadas com CFSE e cultivadas na presenca
U Fusdncia de mobécuias Infbitdnas coma descriio para o Ereaio de migragio celular. Erealcs de ciometria
de fuxo serd0 reallzados para avalar proiferagdo nas populaches Dlasticas expressando ou N30 o5
marcadores em esfudo. Ensalos de viablldade celular calulas mononudeadas serdd Incubadas por 45
Noras N3 Dressn(a U AUSEncia 98 MoKCulas INbAaNas. ADOGE S55E Pariodo, Serio MArtanas COMm antomos
para maléculas 02 Membiana, com anexdna W-FITC & TAAD. Logo em segulda serdo avalladas por
citormetra de fumn, Malkones detalhes 2 Infomiagies complemeniares podem ser encontados na Projeto oe
PEEQUISS &M ansxn.

Critenio de Inclusio:

Paciantss de 0 3 21 anos onundos dos hospitais Martagio Gesteir, Aristides Maiter, Estadual da Crianca
{Feira de Santana) e Santa Casa de Misercondla de Habuna, com entrada nos haospitals no perlodo de
Janeiro de 2011 a junho de 2026, Serlo anallsados prontuarics &/ou amostras de pacentes diagnasticados

oo LA, 3em de amosTas de packeniss gue nao Spresentarem neoplasias, a8 quals serdo ulllizadas como
corimoles.

Criténio de Exciusdn

M3 serdo avallados pacienies cUts MESDONEdvals, DU Bles DRoonces, nad coneondem em assinar os Brmos
de consentimenta/assentimenio e & escarecido. Nao serdo wilizadas amosiras que apresentem
viabilidade abaing de 75%, e/ou cOm quantidade de material Insuficlente para 05 iEsies proposios.

Oibjetive da Pesquiza:

Ciofetve Primenio:

Avallar aleragies citogengtico-moleculares, Imunofenotiplcas e no microamisients medular fumoral,
relacionadas ap diagndstiico e prognisiicn de

Letcemias Aquaas & Infanda

Ciiethin Secundan:

1. Avallar o Impacto da expressdo de moldculas relationadas ao controle da resposta Imunaleglca
{checkpalnts Imunoldgicos) no diagnéstico, na resposta a teraplas e no prognostco de pacientes
l2ucemlcos;

Enderege.  Foua's Faigdes, 121 Edifids Cai g | 19 Pavi seiike], s O5P
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2. Bwallar o Impacto 48 expressan em biasios leucdmicos de moléculas relackonadas 3 adesdo & migragao
celular no dlagnestico, MEED0Sta 3 18rapias & prognasion oo pacenies [Sucemicos;

3. Estudar o papel funcional de mokeulas o migrasdo na patoginess da LS

4, #gyallar 3 comelagado entre alteraghes citogenético-moleculares & marcadores ImMUnofenotipleos com
falores de prognistco e resposta terapeutica.

Ewallagse dos Rlecos e Beneflcios:

Risooe:

A quebra de siglk, @ possivels perdas oe dados, alnda que voluntarias & ndo Intencionals, s30 um fsco
desta pesguisa. As amosras serdo coietadas nos Nosphials colaboradorss, enviadas para diagndstico no
Laboraitro de Imuncfenotipagem oo Hospital Arstides Maltez @ apts conclus3o do awdo, o matedal
excefdonte ser3 encaminnado para 0 projeto. Em refapdo 3 sequranca, of datos laboratorials @ amostras
coletadas serio amMazenacos Na FIDCRUZ-BA, COM 302850 resyiio a0enas aos membs da squipe &3

pesquisa.

Beneficios

Este estudo ndo beneficlara Mretaments of paricipantes da pesquisa, mas poderd contrbulr com o
conhecimeanto ciantifco sobre Importantes mokkculas no contexto da leucemia aguda, o quals poderio sar
uililzacos COM Marcadones e prognasics ou coma alvos de Novas terplas. Oulra Imporiante contriouigio &
a ldemificagdo de perfls especifcos da populagdo Draslizing, em espedial @ populacad balana, que serd
Investigada neste trabaiho.

Comantirios & Conslderagies sobre a Pesquiza;

Emenda a0 projeio orginal:

1. alteragdo de croNGQrama: parkodo entre [aneino de 2011 & junho de 2026, O prontuanos dos pacentes
serd0 avallados nas andlsss refnospecivas;

2. Inclusdo ge maEls 1200 packentes (retospectivas- analiss de prontuanos). "Serio coieladas Informagies
nics prontudnios dos pacientes quanto 3 camcterizacdo Imunofenotipics, presanga de alteracfies dingenétcn
~meeilares recomentss, Informacies dinlicHasoEtorals, demoratias & respista teEpiLtog, de acordo
oo Fomulano cadasiro Banco de Dados, anexado no sie da Plataiorma Brasil. Apdes o pansger Tavorave
do CEP, barando o Inkio da coleta de dados nas Insthulples da pesquisa, este parecer serd enviado para
cada uma das 4 Insthucdes, que Irdo libsrar o 3ce8550 306 MeMDrs 43 equipe, @ coleta de dados nos
pronfuanos”.
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3. Aplicactin do Terma de Consantimento Livie e Esclaresido (TCLEMTermo de Assentimento Livre e
Esclarecido (TALE):

—A squips= fard contato om os padentss em Fatamenn & seus responsavels pessoalments ou por telefane
aNim de pedir a assinawa do TALETCLE para o consentimento da wilizagio de amostras, de indomacies
do6 pacienies presenies NoS OMLENos & presnchimenio 0o banco de dadcs. Todas 35 Infonmacies serdo
dadas a0 packente & seus responsavels, em consultdro previamente destinado a esta aclo, de fomma
privativa e eles terdo o tempo que necessitarem para cOMpreens3o € retirada de dinvidas soore o projeio,
antss da assinamra 9o TALETCOLE. A aEsinalura constara nas duas vias dos TCLETALE e a rubnca ao
final de cada pagina. Os pacientes que & tversm conciuldo o tratamento SerSo conatanos araves oo
nimen de teiefone egisirado nos pronbuarkss, sendo realizadas 30 menos es ienEativas em maomeics
dizrentes. Sera solldiago 30 CEF 3 Iberagdo de 3ssinsura de TCLETALE nos c3s0s o pacieniss fora oe
trataments em que a =guipe ndo conshga efetivar o contato. Tambsm remos soliciar a lberagdo de
assinabura de TCLETALE nos casos de pacientes falecidos durarie ou apas o Fatamento, para evitar que
as Tamlllas revivam a dor da perda. Em todos esses casos sera mantido o siglio das informagies, nao
Navendo benafldos nem mMaleTiciss para o5 padentes ou 5eus famillarss. Sallerntamos Qe Sard INciuido um
N elevads de pacentss, com participambes os do 0 estado 43 Bahia, atendidos am 4 Insthegies
diferenies. Além disso, a5 leucemias agudas =30 dividas em suotipos (LAA, LLA-S & LLA-T} 2 esles 530
ainda subclassfcagies & avallados guanto 3 diferentes caracisristicas, durani= as analses esiatisticas.
De=sEd TATNa, @ perda de mulios pacientes pela Insucesso na obiengdo dos termos podera Implicar na
Inviabdlidades do esudo, devido a0 MW amosiral”.

Conslderagties sobre of Termmos de apresants;io obrigatcria:
Wide campo “Condusies ou Pendénclas @ Lista de Inadequagies".

Conclusies ou Pandénclas & Lista de Inadequagihes:
Emenda aprovada

Foram apontadas pendencias. ENTamos em contato por e-mall com & pesquisadora & encaminhamos a5
pendencias que Tama respondidas.

Enderscs: Fus 'veekisrme Faicls, 121 Edfics Garegem | 1o Pevdeene], seia S5
Badine:  Carchmn CEP: 40208 Tid
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Agresantar relatinio do profein ateves de noffcacdo.

Conslderagbes Finals a critério do CEP:

{0 PrazD para 3 S0eClgd0 esse projetn @ 30062026 conforme cronograma especiicado nas Infomagies
basicas 0o projeto na platatoma.

Em cumprimento da Res. 466/2012 & NoMMa Complameantar vigente, enviar relainos panias a cada seis
mesas & relaitedo final &m aig um mes ﬂ:ﬂ:ﬁ- o terning da ﬂgEn[:ia do FII'EIJ'E-'ID conforme cmonograma
aprovado nesie probocoia.

Redatr parcial: O7/DE2022, OTH22022, OFiDe20as, OV H22023, OriDaeaid, Orr2202d, 07062028,
TH22025.

Relatono nal: 007 20E.

Caso hala Inclesdo de oulra fonte de fnancdaments apds esta apnwvacia, Infomar ao CEP como emenda
a0 probocoio Induindo o Temo de Culorga ou documenio equivalente & reallzando as alteracles perinentes
ria Folha de Rosto para indlcar modilcacdo do patrocinaton principal.

The present study has been approved by the Comit2 de Efica em Pesquisa do Cenfro de Pesquisas Gorgaio
MonizZ/FIDCRUZ (IDRGOD02090/0ME Mo. 0990-0279 valld untl D3/23/2021). The profocol and procedures
presanted In the project ane In full accordance with the Brazilan legisiation regandng the ethical standands In
congucEting res2arch Involving human beings (Res. CNS 4652012).

Este parscer fol sdaborado basseado nos documentos abalan rekecdonados:

Tipo Documenia AT Postagem ALRor SHuagad

Canros CartaRespostalER EMEMDA D 2302012 | Canos GUsavn Aneito
14:46:38 | Regls da Siva

Projeto D=talnado /| EmendaProjeinEUGENIA. TERRA GRA] 23032022 | Canes GustavD Aceito
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ANEXO B - Termo de Assentimento para Crianca e Adolescente

REPUBLICA DE MOCAMBIQUE
MINISTERIO DA SAUDE )
COMITE NACIONAL DE BIOETICA PARA A SAUDE
IRB00002657

Exma. Senhora
Dra. Raquel Chissumba
INS

Ref:140/CNBS/23 Data 29 de Margo de 2023

Assunto: Aprovagdo do Comité Nacional de Bioética para Salde (CNBS) referente ao Protocolo de
estudo intitulado: “Avaliacdo do Impacto da Introdugio da Imunofenotipagem e do Perfil
Microbiolégico no Programa de Tratamento de Leucemias Agudas Pedidtricas em Mogambique

O Comité Nacional de Bioética para Satide (CNBS) analisou as correcgoes efectuadas no Protocolo de
estudo intitulado: “Avalia¢do do Impacto da Introducio da Imunofenotipagem e do Perfil
Microbioligico no Programa de Tratamento de Leucemias Agudas Pedidtricas em Mogambique”
Registado no CNBS com o nimero 65/CNBS/2022. conforme os requisitos da Declaragdo de
Helsinquia.

Nao havendo nenhum inconveniente de ordem ética que impega a realizagdo do estudo, o CNBS d4 a
devida aprovagdo aos seguintes documentos:

e Protocolo de estudo, versdo 2.1 de 15 de Mar¢o de 2023;

e Folha de Informagéo ao Participante e Consentimento Informado, versio 1.0 de 14 de Margo
de 2022;

*  Folha de Informagdo ao Participante e Assentimento Informado, verséo 1.0 de 14 de Margo
de 2022;

¢ Instrumentos de recolha de dados, versdo 1.0 de 14 de Margo de 2022.

Todavia. 0 CNBS informa que:

I- Qualquer alteragio a ser introduzida no Protocolo, incluindo os seus anexos deve ser
submetida ao CNBS para aprovagio.

- A presente aprovagdo nio substitui a autorizagao administrativa.

Nao houve declaragio de conflitos de interesse por nenhum dos membros do CNBS.

4- A aprovagio terd a validade de um ano. terminando esta a 29 de Margo de 2024. Os
investigadores deverdo submeter o pedido de renovagdo da aprovagdo um més antes de
terminar o prazo,

5- Recomenda-se aos investigadores que mantenham o CNBS informado do decurso do estudo.

6- A lista actualizada dos membros do CNBS se encontra disponivel na secretaria do Comité.

s o

diais saudagoes.
.

‘\“.\\" » s 0;::'0,
AsPresidente do CNB

Prof*
ot C.Postal: 264
Ministério da Sadde - 2° andar dto e e S
dor Allende : .
:/Iv-agj::’dh:x:::)lizzz/‘ i E-mail: cnbsmocambique @gmail.com
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ANEXO C - Termo de Assentimento para Crianca e Adolescente
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Termo de Aszentimento
{Pacientes com idade mener ou igmal a 10 anas completes)

Vool estd sendo convidado a participar da pesguisa: Exede das alteragBes citopendétice-melsculares,
imumofenatipicat ¢ do mirroambieats meduolar nus Lemcemin: Agudas da Inféncia ms Bahia. Sens pais ou
TeiponEvels permitiram que vocd participasss, emretanto, vock pdo precisa participar da pesquisa se ndo quiser,
& ne dizwito seu & oo terd nenhuee problema se desistr. Pedireros que o seu responsavel laia jexte com woolk
wate docurente que esfamsos apresantands. Devemd sar assinade por vood o pele pesguisader respezsivel oo
mamhro da equips, no final do decumento & rubricado e todas as paginas, am dnas wis; uma frard com vook
& 2 omima Scama sob a guarda do pesquisador responsavel pale ssmdo.

0 samde serd falto com © memmo s2ngue que sard coletado para descobrir qual o tpo de sua lencemia
[Diagntatice), nio havendo noceusidads da vocd dear mais para ssta pasqeisa. Com =m ponco do seu sangma,
A0 woos concords, vamos estoder defeitos que podem ter acomtecide mes suas célnbas & gQue as tormaram
doantes. Evtudaremaos we o tpo da dafaite encoztrado est Hgade & fomma comso vool ird respondar ac tratamsnto.
S¢ howverem: sobras da sum amosimas, elas sarde devidemoents guardadas, com & posstbilidade de sarem
ntilizadas am estedos no fofore, caso vocd aomnzs. Também pedimos para nsar algneas infaormagBaes sobre
vocd @ sua dosnga, como sua data de nascimento, sexo, dados clinicos & resnltados de examos de Bboranorio.
S4 wood sntrar pama eusa pesquisa quande jA tver termxinade e matamente, e s2zgne oo s wado pama e
wrtudn, somants iemns wtilizr informagBe: sobre vocd & max doanca

O miscos da sna participagdio neste projeto de pesquita 8o minimos, pois ublizarcmios apenas Mo pequand
quantidade do matwnal bioltgico que serd colstade pam realizar o sen diagnéstice. A desooberia do sen noms
por cutmas pesscas que ode estlo sovolvides neste esudo & comsiderada wm oo, eoiretante, edte Moo weTd
Poquan, pois o s toms mdo sard divelgade em nenhema sitescio. Pama manker sem noms am segmede, 3 equipe
da pesquisadora responsavel ra goardar uma copia deste documweato aszinade em total segmedo, ¢ dam wm
nirsero para idextficar o wa sangue, assim, el werd wsado de forma gee o sen nome nlo Fpareca am menkmma
sifuagdo, susim como sems dados pesscaiz. VOO2 O SEUS TRSpOmEAvel 0RO receberdo menkum tipo de
ragamanto pela sua particpacio na pesquisa. Mas 5o ocomsr algum problema devide 3 sua participagdc oa
pasgumsa, vocd moeberd cuidade médico gramito imediabe o integral, abé 2 sm2 mcuperagdo. Vood o s
responsEiveds oo terde neniema despesa com essa pesquisa, caso oooma algum custe adicional, vocds recebardo
o valor gasto de wolta. E wm case de algum projuize, wocds tim diredte a buscar indeniraclo nos tarmos da Jed.
Este sstmdo comiribaird para gue possanos sotendsr melhor a sea doenga ¢ de outras crianges.

Case quadra tirar dievidas, vood pode commenar com o sen médico, que ird esponder sezs pergumis. Yook
também pods procurar a pesguisadora msponsdvel por esse ssmde, Dra. Eugénia Tama Granade Pina, mos
tmlnfonas {213 #7507-8333 ou (T1) 3176-2125, ou pedir a sen médico que entre em contabe comosco.

Um resume do dessnho doesitedo, para que vood possa compresnder me hor g5t oo fxal devie documsnio.

Pasquizadom Rasponsavel:

Mome: Dz Eugénia Terma Granado Pim

E-mail: sugranado@yahoa com br

Telafoma: (71) 3176-2226 no horric comarcial (Eh as 17h)
Instiio Geagalo Moeaiz, Fioorms (TGM T iocmus)

Fuz Waldamar Falcde 121, Brotas, Salvader - BA
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Vock tambsée pods entrar am comtate, on pedir ao wew revponsvel par famer isse, com o Comité ds Etica am
Pesqmizas da Fiocrez (CEP Fioorez), atrawds dos segaintes comtabos:

Comitd de Etica am Pesquisas da Frooes

wrmail: cep.ige oo br

Telafoma: (T1) 3176-2285, no horirio comancial {Eh as 1 7h)
Endrogo: Bua Waldamar Falc3o 121, Brota, Sahrader-BA

%4 vocs & sen responsdvel dedxamens, a sobra do sm material bicltgics poders ser gnardsds & msads em owtras
PesgEisas, mas vAmOS pACFntaT novAmants e Tock astonra.

{ ) Antorize que o mxaderial hiolegioo que sobmr desta pesquisa seja mantido na Fiocrez, sabendo qoe o wso
& estudes no fiutero terdo meu nove comeniimanto.

{ ) Eunio awhorize, o material hiclogico que sohrar desta peeqnisa deverd sar descartado.

Assentisvemin:

Eu owvi ¢ sotendi es% fermo de assentinvemte. Minhes perguntas foram respondidas. Eu, weolunfariapssads,
poncordo em participar:

Mome do participants do estodo:

Assinatuma de participants do esudo Data Hom
[[mpressdo Digital do Participante do Estado

Assinatuma da testemunha Data Homa

Assinatuma do inwestigador Data Hom

Fabrics do Perquador  Rubrics do pardicipaste da pesqeiza Rbrica do respomzivel

51



Mitiatin 0 02 Sasde

nocse
Fundacho Osmalia Crua

1)Sou sangws sera coletado por equips weinada 2) ¢ 3) Seu
sangue serd  cocaminhade parz o Laboratemio de
Izmuncfunctpagem para gus possa wr descoberta 3 sua doenga
(Diagaostico). 4) O won diagnostico I3 caegue pam o 6u
médico.5) Um pouco do sangus coletado para o diagnéstico
sara wsado para o estudo. §)Iremos estudar a: calulas gue estdo
0o em samgme. 7) As desccbertas serdo passadas para seu
médico & vocé podera Scar sabendo de todos o detalbes e
for o seu desejo. §) Se bouver sobras das suas amostras, elas
serdo devidamente guardadas, com 2 possibilidade de serem
utilizads em estados 20 future, caso vocs autorize.

]
‘%_’

P~

\n &

Rubrica do Pesquisador  Rsbrica do participante da pesquiza R« ‘
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ANEXO D - Termo de Assentimento para Maiores de 10 anos
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TERMO DE ASSENTIMENTO
{Pacientes com idade masor que 10 anos ¢ menar de 18 anos)

Titale do Projeto: Estado das alferagdes citogenstico-moleculares, mmmefenotipicas & do
microambients medular nas Leucemias Azudas da Infancia na Bahia

Info io a0 participante da

Vocé estd sndo convidade para parficipar da pesquiza: Estudo das alteracoes citopenético-
maolecnlares, imusofenotipicas & do microambients mednlar mas Lencemins Agndas da Infimcia
ma Bahis. Somente apes conversar com s=u resporsavel legal, ler, entender nido que est3 escrito neste
documents & o ter mais nenbmma divida, & que voc pedera assinar se estiver de acerdo sm participar
desta pesguisa. Vece podera levar uma via deste termo de assenfimente livie e esclarecido (TALE)
para casa e discutir com seus familiares E-'nuamigr._sem-’s desejarem. por um tempo suficiente para
=13 compreensao, conforme item IV.1.c da Resolugao 4662012 do CHS. Para que voce possa decidir
2 deseja participar ou n3o, precisa conhecer um pouco mak sobre beneficies, rscos/incomodos,
ronsequencias da sua panticipacio, entrs cuwas informagfes que sstdo neste documento.

0 que & & para gue fazer esta pesquiza?
memmdard&fmnsquepndmnwummiummﬂ.ﬁ da msangueuumed'uhum

[AmostTas I:luul.ugn:ai] que a3 tomaram doemtes. Dentro & fora das muas céhulas existem moléculas
chamadas de proteinas, gue sdo imporiantes para as celulas do corpo funcioparem corretaments. Neste
eshado iremos avaliar se exisiem defeitos na mmudadeuuﬁu;mdesaas]mtmmquepndmnem
levando ap adoecimento das celulas ¢ mierfermdo na forma como voce i@ responder ao rAfamento.
Se vocé concerdar em participar deste estude, faremos exames de laboratorio em uma parte das suas
amosiras biclegicas que forem coletadas para descobrir se vors tems leucemia on coletadas durants sen
tratamento, 0w 52ja, amostras biologicas wilizadas para o seu diapnostice e acompanhamento. Mao
wvamas colefar amostras bioldgicas soments para esta pesquisa. Além disso, se vocd concordar, iremos
coletar & apotar em um formulario da pesquisa, alpumas mformagdes sobre voce e sua doenga, comso
sua data de mascimento, sewo, dades clinicos e resultados de exames de laboratorie. Caso vocé exire
Para esse estado apos haver temminadio seu ratamento, suas amostoas de sangue ou medula 0s3ea 03D
2130 obtidas pem utilizadas para esse estudo, semente iremos utilizar informactes sobre vocs e sua
doenca, coletadas em seu prontudrio medice.

it serio o5 beneficios gue en posso ter com minha i i mesta miza’?
Ymmsmmmmmmbu&:ﬁs@umyﬂamwmummmmm
mmmwmxum U2 participacio & mufto importante, porgue podera
tmmhmpmimnnmadugmﬁumetmmmdalmtmagmepmndemm&
novos medicamentos. Além disso, ira contribur pam identificar camcieristicas especificas da populagie
brasileira, que ser investizada neste tmbalko.

Corra risco on incémods com minka icipacio meska iza?
Dsdxmdnmpﬂuclpa;mmmpnuannipewmmmmm pois utilizaremos apenas uma
paqumqmﬁdﬂzdummiﬂhin]ngxuqmmmlmm para realizar o seu diagnéstico. A retirada
do 50 sanzue ou medula dssea, neressaria para descobrirmes a sua doenca, pode causar incamode,
um pequeno sangramento ou alpumas manchas roxas que podem aparscer mo local mas que
desaparecem com o tempo, conforme explicade pelo seu madico responsavel. Se acormer algum tipo

Enbrica do Pezquizader Ezbrica do participamis da pesquiza Eabrica do respozzavel
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dano direto ou indires, demduamparhupammpesqu:a madaliaasslstmmmedxngn‘mm
Mﬂaemg&ammpl&um@m \fuceeseusmpumnmmmneuhmdemsa
O 8553 pesquisa, caso haja algum custe adicional, vocss receberdo o valar gasto de velta. Mo caso
dea]gmn_pn_!julm msmdmﬂnabmamm@mmmﬁ[msdalu .
Em relagao a sepuranca das suas informagoes, o seu nome nao sera dhnilgads em nenhuma sitoagao.
Pam mander este segrado, 2 equipe da pesquisadera responsavel ira guardar uma via deste dacumente
assimade em sigilo absoluto, & dam um mmmere para identificar o seu material assim, ele sem usado
de forma que 0 sen pome n30 apareca em nenhma siteacio, assim como sens dados pessoais.

Posso ndo aceitar. on mesmo desistir da minha icipacio meste estndo?

A sua parficipagdo neste projeto de pesquisa & volunfaria, vocé ndo soffera penhuma pemalidade caso
nd0 autorize a utilizagdo das suas amostras biologicas neste projeto de pesquisa. O seu tatamento &
acompanhamento medico serdo o5 mesmos, independentes de sua decizdo de mutorizar ou n3o a
utilizagao de maas amostras. Voo pode desistir da sua participagao nesta pesquisa 3 qualquer momento.
Pama isto, conmmigue o seu desejo ao seu respomsavel legal, pois ele (a) tem todas 2s informagoes
necessarias para fazé-lo.

21 p550 COEVErsar sobre esta misa?
Voce tem a liberdade de conversar com os pesquisadares envelvides meste estado toda wex que
precisar. O meédico responsavel por explicar ssss dorumsnto & o projeto de pesquisa, tmbem se coloca
2 disposido para responder suas peTguntas. Se vocs tiver qualquer divida sobre sua participagdo, suss
amestras, ou sobre seus direitos como participants 2 pesquisa, wocé e seu respomsavel legal podem
PTOCUAr 2 pesquisadora responsavel por este projeto, que estara dispomivel atraves dos seguimtes
coniatos:

Pesquisadora Responsavel:

Home- Dra. Eugénia Terra Granado

E-mail: eugranadogiyabon. com br

Telefone: (71) 3176-2226 no horaro comercial (3h &s 17h)
Instinute Gongalo Moniz, Fiocmaz (TGN Fioomz)

P Waldemar Falcdo 121, Brotas

Sahvador - BA

Se wocd tiver qualquer divida sobre seus direftos como participants de pesquisa. vocé afou seu
responsivel legal tambem podem procurar o Comité de Etica em Pesquisas da Fiooruz, (CEP Fiocnuz).
(0 CEP & composto por varas pesseas gue avaliam todes os estados com os seres humanos, e fod criado
para defender os direstos das pessoas que decidem parficipar.

Comzité da Etica em Pesquisas da Fiocmz

g-mail- l

Telefome: (71) 3176-2285, no borario comercial (2h as 17k)
Faa Waldemar Falcdo 121, Brodas,

Sahvador-BA
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Eemesmnspmmldmmambndnmmumalhm]m podera ser paardada e usada
8l QUIrAS pesquisas, Mas VAmes Perguntar Lovaments s¢ VOCE aubariza.

[ ) Autorizo que o material biologico qlnmbrardzmpesqlm seja mantido na Fieouz, sabendao
QU2 0150 e estudes w0 fufars feTae meu Lows COnSentment.

() Eundo sutorize, o material biologice que sobrar desta pesguiza devera ser descartado.

Assentimento:
Euw ouwi e entendi este termo de assentimento. Mmhas pergumtas foram respondidas. Eua,
woluntariaments concorde em participar:

Wome do participante do estada:

Aszinatara do participante do estada Data Hora

Impressio Digital do Participante do Estade

Assinator da testemunha Data Hom
Assinatora do investigador Data Homa
Enbrica do Pesquisadar Embrica do parocipasie da pesqaizy E=zbrica do resposcivel
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ANEXO E - Termo de Consentimento Para Maiores Legais
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Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
{Fara maiores legais)

Titulo do Projeto: Estudo das alteragdes citogenético-moleculares. imunaofenotipicas e do

microambiente medular nas Leucemias Agudas da Infancia na Bahia

Vocé esta sendo convidado (a) a parficipar de um estudo porgue vocé tem suspeita
de estar com leucemia. ou fioi diagnosticade com a deenca em um momento passado. Outra
possitlidade & que voog nao tenha leucemia e que preencha os requisitos para ser um
controle importante para os nossos estudos. Mo caso de entrar no estudo durante a fase de
diagnastico, estamos consultando wocé sobre a possibilidade de que as amestras que
sobrarem de sangue elou medula dssea, que forem coletadas para realizar exames de
laboratario, possam ser amazenadas e utlizadas para pesguisas. Tambem pedimos sua
autorizagae para utdizar informagdes do prontuario medico relacionadas ao diagnostico. a
dlinica, & resposta terapéutica, aos testes laboratonais, e informag@es demograficas como
idade, sexo, etnia. Mo caso de vocé entrar no estudo apds haver encemado seu tratamenta,
naoc serac obfidas para o estudo novas amostras de sangue ou medula dssea, sendo
apenas utiizadas informagdes de prontuarios.

Para wooé decidir se estamos autorizados a wsar amosiras bioldgicas e as
informagies acima em pesquisas, vocé precisa conhecer os objetivos deste estudo, os
beneficios, riscos & consequéncias. Apds receber todas as informacies abaivo vecé poderd
fornecer o seu consentimento por escrite para a sua participagao, através de sua assinahwa
e data neste documento. Este documento & chamado de Temo de Consentimento Livwe &
Esclarecido (TCLE), que & um pedido de autorizagao para uso de amestras biologicas e
informagdes referentes 4 doenga, &m um projeto de pesquisa (estudo). Devera ser assinado
por wooé e pelo pesquisador responsavel ou membro da eguipe, no final do documents &
rubricado em todas as paginas. em duas wias: uma ficara com vocd & a outra ficara sob a
guarda do pesquisador responsavel pelo estudo.

Proposito do estudo

0 objetive desse estudo & identificar alteracdes na medula dssea ou sangue
periférico dos pacientes que possam awdliar no aperfeigoamento da classificagdo de risco
das leucemias agudas, na melhoria de tratamentos j3 existentes, & no desenvolvimento de
novos famacos. Além disso, remos avaliar se essas alteragdes podem estar associadas
com o tipe de leucemia, caracteristicas clinicas e evolugSo da deenga durante  apds o
tratamento.
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Procedimento do estudo

Se wocé concordar com a sua participagdo neste estudo, serdo realizados nas
amosiras biologicas que forem coletadas para o diagnostico & acompanhamento, testes que
permitam identificar marcadores adquiridos durante o desenvolvimento da doenga. Os
pesquisadores participantes deste projeto também consultardo seus dados dinicos. Este
material biologico somente sera usado se estiver disponivel & n3o interferir na quantidade
necessaria para a realizagdo do diagnastico.

Solicitamos tambem que os pesguisadores participantes deste projeto possam
coletar e anotar em wm formulano proprio da pesquisa, dados secundarios consultados no
pronfuario medico, tais como data de nascimento, sexo, dados clinicos & resultados de
testes |aboratorials.

& partir do material biclogico remos realizar exames que identifiguem proteinas das
células doentes e das células que protegem o onganisme de doengas (células do Sistema
Imune). Tambem iremos estudar alguns aspectos do comportamento dessas células, como
capacidade de saida da medula ossea & invasao em oculros drg3os. Algumas das proteinas
estudadas nas células doentes serao CXCRE, VLA, CO44, CD43 & PSGEL-1, e enfre as
células de defesa do organismo, denominadas linfacitos T, iremos estudar a expressao de
proteinas como PD-1, TIM3, OX40, LAGS, ICOS entre putras. Tambem iremos verificar as
respostas funcionais das celulas doentes e das celulas do sistema imune atraves de
estudos in vitro (testes no laboratorio). As pesquisas das células e proteinas alteradas serdo
feitas nas sobras das amostras do diagndstico & nas sobras das amostras coletadas ao
longo do tratamento, com o objetivo de verificar se ha a presenca de quantidade minima de
celulas leucémicas residuais e como e513 a resposta do seu sistemna imune.

Bases da participagdo voluntaria [direito a recusa ou abandono)

Sua participagao nesta pesquisa & voluntania. Vocé pode se recusar a parficipar ou
desistir de participar em quakguesr momento. A recusa em parficipar de todo ou de parte
desta pesquisa nao afetara seus cuidados medicos & nem havera prejuizo em suas relagies
presentes ou futuras com o hospital ou com as instituiches envelvidas na pesquisa. Vocé
podera levar uma via dests termo de consentimento livre & esclarecido para casa e discufir
com seus amigos &fou familiares se assim dessjarem, por um tempo suficiente para sua
compreensao, conforme item IV.1.c da Resolugdo 466/2012 do CNS. Caso concorde em
participar, wood recebera uwma wia deste termo de consentimento, que dewerdo ser
rubricadas em todas as paginas e assinadas por vocé ou seu representante legal e pelo
pesquisador responsavel ou membro da equipe.

Riscos
Esta & uma pesgquisa de risco minimo, uma vez que sera uiilizada apenas parte das
amostras bioldgicas coletadas de rotina para o diagnostico ou acompanhamento meédica.
As pungdes venosas (refiradas de sangue da veia) e pungies de medula dssea podem
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resultar em dor no local da pungdo, um pequenc sangramento ou manchas roxas
transitorias, mas a equipe de coleta & ftreinada e tomara os cuidados Necessanos para
reduzir os riscos. Em relagio 3 seguranga de suas informagdes, seu nome ndo serd
divulgade em nenhuma circunstincia. Para manter esta confidencialidade, a equipe do
pesquisador responsavel arquivard uma via deste TCLE assinado em sigilo absoluio, &
afribuira um nimero de identificagio para a amostra biologica, para que seja processado
de forma que a privacidade & identidade sejam tofalmente preservadas.

Beneficios

Vocé ndo serd beneficiado diretamente pela sua participacao nessa pesquisa. nem
receberd compensagao financeira pela sua participagae. Mo entanto, podera contribuir para
um mielhor diagnastico e melhor compreensao da leucemia aguda, & o desenvolvimento de
nowas terapias. Alem disso, ird contribuir para identificar caracteristicas especficas da
populacdo brasileira, que sera invesfigada neste trabalho.

Custos

Voo nao sera responsavel por nenhuma despesa associada com esta pesquisa
Suas amostras e informagdes 5o serdo uiilizadas para a pesquisa, sem fins comerciais.
Caso haja algum custo adicional com alimentagao, transporte e outros decomentes da
participagao na pesquisa vocé sera ressarcido. Em caso de danos diretos ou indiretos,
decomentes da sua participagdo na pesquisa, sera dada assisténcia medica gratuita
imediata e integral pelo tempo necessano, até sua plena recuperagido. Mo caso de algum
prejuizo, wocé tem direito a buscar indenizagdo nos termos da lei

Confidencialidade

Como medidas de protegao de dados individuais, todos os documentos referentes
ao acompanhamento clinico, tais como resultados de exames, testes, TCLE ou prontuario
serao contidenciais. Apenas voos, as equipes de salde que fazem o atendimento, a equipe
da pesquisa e do Comité de Etica em Pesquisas {CEP) da Ficcruz terSo acesso a estas
informagdes. Suas amostras & informagdes receberdo um codigo Unico. O acesso ao banco
de dados & as amosiras ficardo controlados por senha e restrigio de acesso. Vocé também
nao sera identificado em nenhum relatorio ou publicagio resultante da pesquisa.

Mo Comité de Etica em Pesquisa da Fiocruz (CEP Fiocruz), participam servidores da
Fiocruz & representantes da sociedade, gue avaliam e aprovam projetos de pesquisa
envolvendo seres humanos, a fim de garantir os principios éticos e dentificos na pesquisa
e 0 cumprimento das Resolugbes do Conselho Macional de Etica em Pesquisa (COMEP) e
legislagdes wigentes.
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Garantia de esclarecimentos

Vocé tem a iberdade de conversar com os pesquisadores envolvidos neste estudo
toda vez que precisar. O medico responsavel por explicar e obter assinaturas neste "Termo
de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE], e que lhe explicou todas estas informagdes.
também se coloca 3 disposigac para responder SUas pergunias sempre que precisar.

Se voce tiver qualquer quest3o sobre sua participacao. suas amostras, ou sobre seus

direitos como participante na pesquisa, por favor, procure a pesquisadora responsavel por
este projeto, que estara disponivel atraves dos seguintes contatos:

Pesquisadora Responsavel:

Mome: Dra. Eugénia Tema Granado

E-mail: eugranadoyahoo.com. br

Telefone: (71) 3176-2228 no horario comercial (8h s 17h)
Instituto Gongalo Moniz, Fiocruz (IGMFiocruz)

Rua Waldemar Falcao 121, Brotas

Salvador - BA

Se tiver perguntas com relagdo acs seus direitos, como participante deste projeto de
pesquisa, também pode contar com um contato imparcial, no Comité de Etica em Pesquisas
da Fiocruz, (CEP Fiocruz), atraves dos seguintes contatos:

Comité de Etica em Pesquisas da Fiocnuz

e-mail: cop igmifiocniz br
Telefone: {71) 2176-2285, no horanio comercial (3h as 17h)

Rua Waldemar Faledo 121, Brotas,
Salvador-BA

Rubrica do Pesgquissdor Rubrica do perticipante da pesquiss

415

59



1645l 1 T S

FINCAUZ

Foaiiiling b Chadiaililny Truiz
el e il

Tarmo de Consentimento Livre 8 Esclarecido
[Responsdvels por paclentes mencres de Idads)

Thule do Projeto; Estudo das aferacles ciogenético-moleculares, Imunofenotiplcas e do
microambilente medular nas Leucemlas Agudas da Infancla na Bahia

A crianga ou adolescenie de 50 responsablidase estd sendo convidado (3) 3 paniclpar de um
estudo porque ele (3) iem suspelia de estar com leucemila, ou fol dagnosiicado com a doenga em
um momento passado. Oulra possibliidade & que ale (3] ndo tenha leucemla & que preencha os
requisiios para ser um confrole Importante para o noGs0s estwdos. Mo caso de criancas ou
adolescenies que entrem no estudo durante a fase de dlagndsiico, estamos consultandg vocd sobre
a possiliidade de que 3s amosiras que sodrarem de Eangue efou medula ossead, que forem
coleladas para realzar exames o labosatario, possam GEr ammazenadas e ublizadas para
pesquisas. Também pedimos sua aviorzacdo para willzar Infmacdes do prontudrie médico
refaclonadas ao diagnostico, A clinica, 3 resposta terapautica, aos testes laboratoriais, e Informagies
gemograficas como dade, sexn, etnla. Mo caso de criangas ou adoiescentes que enirem no estudo
apds haver encarrado o tratamenta, ndo serdo obidas para o esbudo novas amostras de sangue ou
medula GEsea, sendo apenas utiizadas Infmagdes de prontuarios.

Para vood decldrr s estamos autorizados 3 usar esias amosiras boldglcas 2 as informagles adma
em pesguisas, vood preclsa conhecer os objetivos deste estudo, os beneficlos, riscos e
consequéncias para 3 oflanga ou adplescents ©2 5UA responsabilidade. Apos receber odas as
Informacles abalko vood poderd fMMEcEr o 52U consentiments por escrito para a participacio da
crianga ou adolescents, atraves de sua assinatura & data neste documenio. Este documento &
chamado ge Termo de Consentimento Livre & Esclareciso (TCLE), que & um pedido de autorzagio
para wso de amosiras blokgleas e Informagbes referentes a doenga, em um projeto de pesgulsa
[estuda). Devera ser assinadd por vood & pels pesquisador respansavel ou membso da equipe, no
final @o documento & rubrcado em fodas a5 paginas, am duas vias; wma flcara com voc2 e 3 oulra
flcard sob a guarda do pesguisador responsavel pelo estudo.

Proposatto do estuds
O objetivo desse estudo & identcar alteracdes na medula tssea ou sangue periférco dos pacientes

Que possam auElkar no aperelgoamento da classificacdo de risco das leucemlas agudas, na
mehoria de fratamenios J4 existentes, @ no desenvolvimento de Novos TAMMacos. AlSM diSs0, IRMos
avallar 56 #5535 alteraples podem estar associadas com o fipo de leucemia, caracteristicas clinicas
& evplucdo da doenga duranie & apas o fratamendo.

Precedimente do esfudo

Se vood concordar com a pariiclpacdo da crianga ou adolescenie de sua responsabliikdade neste
esluso, serdo reallzados nas amosiras blologicas que Torem coletadas para o diagnosiico e
acompanhamenin, besies que pemmiiam  dentficar mancadores  adquinidos  dwranie o

Rubrica co Pesquissdor Fubricy do responsawed

Paginal|s

ANEXO F — Termo de Consentimento Para Responsaveis por Pacientes Menores de Idade

60



ANEXO G - Consentimento informado para menores de 12 anos (Mogambique)

Conseriimenio fafrmade ™ Aurbapds do fmpaco da ferodegdo da Imumofencepages ¢ do Perfld Miorabioldgon
no Progresa de Tratamenre de Levcennias Agudes Pedidmicas om Mogambigwe ©

FORMULARIO DE CONSENTIMENTO INFORMADO PARA MENORES DE 12 ANOS

Titulo do estudo: Avaliacio do Impacts da Introducio da Imonofenctipagem e do Perfil
Acrobiologics mo Programa de Tratamento de Lencemias Agndas Pedistricas em
Mocambiquoe

Para os pais ou totores legais,

Gostartames de convidar o seu (sua) flho (3) ou crisnga sob sus guards 3 participar mm estado
que estd 3 ser conduride pele Institato Madonal de Smids no ambite do disgnostico de lencentias
agudas. Este & o fommlario de consenfimento informade, que lhe dara a informacdo necessaria
sobre todos detalhes do estude. O estudo fol aprovade pele Comité Inctimucional de Bicetica do
Instinato Wacional de Sands (CIBES) e palo Comité Nacional de Biodtica pars a Saade (CNES) de
Mogambique.

1. Objective do estudo

Este estudo fem como objective principal avaliar o impacto da mfroducio de uma fecnica
denominsds inmmofenotipagem, que permite farer uma melhor caracterizacio dss cehilas que
estio no sangue da sua crisnga & avaliar 3 presenca de celulss nmiorais que cauwssm 3 doengs
designads lencemiz. A imumofenctipagen pods apoiar os médicos a decidir mumite ripido sobre o
melhor tratamento 3 dar 3 criangs sob sua guards. Pretendemos tambem avaliar que tipo de
bacterizs, tanto as que cansam doenga assim como as beneficas, a ocormencia de infegdes virais, 8
cotme & que o estado das célulss de defesa influencia na resposta a0 ratamento de crisngas com
lencemia agnda em Mogambique.

2. Justificativa do estudo

O diagnostico precoece das leucemiss agudas e emprego do protocole de rataments mais preciso
& essencial pars mumentar 3 chances de sobrevivéncia dos pacientes. Embora a classificagdo da
leucemiia seja importsnte pars detenminar o irataments mais preciso, st em 2019, em
Mocambique, o dagndstico era feito apenss com base na leifura de linnnss de amostras de
cangue periferico & mpirades de medula ossea. Estss duss técnicss nio permitem fazer ums
caraterizacio preciza do dpo de célula que originon a leucemis Acsim sendo, pele falta deste
detalls, na maiors das vezes, o wataments oferecide 35 criangss era generico.

Furstie 1.0 datadiy de 20 New 2022 1
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Corserimenio fafarmads © durbands do fmpaae da farodegdo da Isncfnoapages @ do Partil Wiorabiodipooe
na Progeesa de Tratomenns & Levcenias Aguday Pedbdmicas em Mogambigee ©

Embora o saiba do papel gue 1ma resposts imume aficaz sobre 2 eliminacio de nmmores, ate
entdo pouca informacio exdste sobre o valor gue ela tem na previsdo do desfecho do Tammeanto
das lencernizs agudas. Ainda mais, ponco 52 sabe sobre o impacto das infagdes virsis, persistentss
ou gndas, sobre as complicagtes que podem ocorrer dursnfe o Tatsmenso das leucemias,

1 Procedimentos do estmdo

Meste esmado serdo colhidas informacdes da crisnca sob sua puarda amaves do preenchimento da
urm questionanio com perguntas aheras & perguntas fechadss que serio respondidas recormendo o
processo clinico dz sua crianga.

Mo momento em que 3 sus crianga for adnutida 0 servigo no estado, primeiro he serdio colhidas
35 amosiTas para realizacio dos testes de rotina dos servigos. Messe ambito serdo colstadas
amestras de sangme periférico @ sangne de meduls esses, mm vohene de 5 ml de cada, que serso
utilizadas para fazer o hemograma, morfologia celular (limins) e para caracterizagio das celulas
lencemicas por mmmofanotipagem Caso os resultados sejam positives para leucentia aguda, estas
vobumes de sanme serfo colhidos novaments para svaliagio da eficacia do Tammento em mais 3
ocasides, mes 1, mes 2 o mas 4. Estas colheitas s3o0 feitas rotineiramente. Serfo tambem faitos
testes de rotna come para COVID-19 & do HIV-1. Se aplicavel, ainds como wm procedimento de
rotine dos serviges, dumante o internamente da crisnga sob sua guards sera  colhida
adicionalments wns smostra de sangae no volmns de 1-2 mi para criangas menores de 3 anos e 4
mml para maigres de 3 anos ou wma smosoa de unns no vehme de 10 ml, para avalisr 3 presencs
de bactérias oo SAnELE OV 08 WD

Apos as analises de roting, o remanescente das amostras de sangpe periférico e da medula sera
usada pars fazer esmdos das celulas de defesa, para avaliagio de marcadores sericos da
fimcionalidade dss bactésias protetoras que se enconTam Do intesting da sus crianga, para o
TastTeio de mm vins gue csuss leucemias denonunado vine lnforopico dss cehilas T humanas
(HTLV) e de difereates herpesvims que podem ser reativados durante o matamenso da sua crianga
como representsdo na tmbels 1. A colbeits dasz smostras msadss para estas analises &0
normalmente feitas durante a assisiénda da sua crianga, como refenido acma, no momento do
diagnostico & nos meses 1, 2 & 4, apos o inicio do tratamento. Para isto ndo sera colhido amestrs
adicional. Caso o resultados da sua crianca sejam categorizados como nezstivos para lencemis,
apenzs faremos uso das amestrzs colhidss no momento de admissao ae servigo. Colheremos

Farstie 1.0 datada de 29 Nev 2022 2
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também  amostras adicionsis e faremos 08 testes descritos na mbels 1 pa fase de
disgnosticn/ infermaments.

Para zlem dos procedimentos feitos nos servigos de rotina disponibilizsdos na unidsde sanitaria,
e durante o estudo a sua crisnga spresentar sinfomas de doenca respiratoria, sera feita a colheita
de wma amostra naso ou orofaringess pEra rastreio de vims respiratorios. Se howver algums
suspeita de reativagio de vims do herpes sera colhida wna amostra usando wma zsragatos nas
vesiculas que geralmente sparecem no rosto. Se houver algmma suspeita de infacio parasitaria
sara faito o despiste & o remsnecscente da smostra podera ser usado para carscterizacio molecular
de bacterias que se encontram no intesting da sus crisnga. Esta avaliacio molsoular das bacterias
g oiea fimgdo sera feits na Ttalia, ate que = tecnica ssteja estabelecida em Mogamibique. A tabela 1
descreve os tesies que serdo feitos peste estde, mnchindo & informacio sobme 3 necessidade s
colheita de amostras adicionais ou ndo. Note que para este estndo nio sera colhida nenhuma
quantidade adicional de sangue periferico ou da meduola, além daguela colbida durante a
rofina.

Tabela 1: Procedimentos do estudo que serdo feitos usando o remmmesconte das amesing oo
sangue perjferice ¢ da medula, e 3 partir da colbsits de zarspatos masal’ orofannzes’ nas lesoes

de pels e fezes.
Disgnectc Induglo Comsobidagho Mammtenclo  Eecidiva
Imrernamenia [des 1) [Ades Ty (hles 4)
o PR TN e LS O P M X
fezfarmadie
Doseamenie de ciiocimes” X X X X X
Tmmmofemonpagen cxploraidea A X X X X
Teme molecular parg vims (4] X ) X}
respiratdnas
Teme seroldgico para herpes X
vires
Teste molecular porg Berpes (4] X ) X}
Tese HTLV-L2° X
Ferstie 1.0 datada de 29 Now 2022 3
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Consenitmenio fgfarmadn” dunbapdo do fmpece da feredugds da Tmmcfencitpages @ do Penfi] Micrabiolbpon
o Progroma de Traomenns de Lewcemias Agudar Pedidmicas em Mogambigue ©

tambam  smostras adicionsic e faremos o testes descritos npa mbels 1 npa fase de
diagnostico infernaments.

Para além dos procedimentos feitos nos servigos de rotins disponibilizsdos na unidade sanitamiz
g2 durante o estudo A sua crisnga spresentar sinfomas de doenca respiratoria, sera feita a colheits
de wma amosta naso on orofiringess para rasteio de vims respiratorios. Se howver algums
suspeita de restivacio de viras do herpes sera colhids wns amostra usando wma zaragzaton mas
vesiculas que geralments sparecem no rosto. Se howver almums suspeita de infacio parasitaria
gara faito o despiste & o remanescente da amostra poder ser nsado para caracterizaio molecular
de bactérisz que se enconftam no infesting da sua crisnca. Ests avaliagio molecnlar das bacterias
e sua fimgao sera feits na Ttalin, até que 3 tecnica esteja estsbelacida em Mogambique. A tabela 1
descreve o testes que serao feitos neste astado, inchindo & informagio sobre a necessidade s
colbaita de smostras adicionais ou ndo. Note que para este estudo nio sera colhida nenhuma
quantidade adicional de sanswe periférico on da meduls, alem dagquels colhida durante 3
rofina

Tabela 1: Procedimentos do estudo que serdo faitos nsando o rememesconte dar amostmas de
sangue perpferice @ da medula, & a partir da colbeita de zaragatos nasal’ orofannges’ mas lesdes
de pels & fezes,

Disgnécdon Indoclo  Comsobdaclo  Mamotengho  Recidive

Izrernamenia (Ades 1) (Ades Ty {Aulles 4
(ORI A RO S R A CHE X
tefnrmad
Doscamenic de clicctnas X X X X X
Tmumafemonpages sxplorandaa” X X X X X
Teste mokecular parg virus X 1) {Z) {3}
FespiFmSRas
Teme sevoldgico para herpes X
virs
Tesie maleoslar para bherpes 3 ) | [X)
Teme HTLF-12* X
Ferstip 1.0 datada de 29 Nov 2022 3
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Consernmeno fafrmade ~ dvebagdo do Impaco da farodiigds da Tsnmofencapagess & do Penfil Wiorobioldgon
o Progrowa de Tranamenns de Levcomias dgudas Pedbdmcas om Mogambigee ©

Micrabiona em jezes X X X X X
Maroodores seroldgicos do X X X X X
fimctonadidade do microbioma™

(X} Dusnds salilada pelo clisman
* Remancscenle de ot colhidas durmis i leilagens S0 sarvigos & roln

** Caliests aderional cperilica do extalo

1L P que i e e Iemisa el i na g dalieuldad - orissdasy
pecii oouscais beaoopetenoim, booguile, bosjuialie, lanngls, nnge-taqusile, inloyls dis viel feipiabiries
mpericets, ou uspeils de lbersukee, e 10 0u mens dies Esla colhala poders s fila e g b

Toia di calemd i

I Pagsesfed diggrosticadion coma sctopesalnns para herpe virus com fdee © el moxoulines as eogilo omelaca ¢ audas
duranie ¢ I Bamenia

4. RiscovBeneficios de participacio no estudo

s resultados deste estudo terdo um potencial beneficio pars individues com lencemiss agudas
em Mogambique & no mndo no geral, pela possibilidsds da otimizacio dss sbosdapens oo
diagnostico e tratamento de Safuros casos diagnosticados, para alem do rastreio de infeqdes virais
que podem SUTET oo dacurse do ratamento. Contudo, os beneficios ndo serdo imediatos, isto &,
&0 ooormerao mmdangas imediatas para o sistema de sande. O procedimentos faitos neste esmdo
5i0 majoritarizmente conduzidos nums base regular oo sistems pacionsl de Saade, pelo que, o
estudo mAo contenmpla 3 compensacio dos participantes no estudo.

A colbeits ds amosTas de sangme podera caussr um pequens desconfomo ac paciente, & o
paciente come o rsco de ter hematomas se howrver al;ma diionldade durante a colbeita, mas
nada que altere o sen estado de sande. As amostras de sangue colhidas, conforme a rofina dos
servigos, nEo ferdo nenhum impacto sobre o estado da sua crianga.

A hiopsia ds mednls osses & considersds um procedimento Segure com riSCo DOndme. As
complicagdes sdp raras. Em slouns casos, pode haver algum desconforto ou dor no local da
biopsia por 1-2 diss. Em casos raros, pode ocomer infegdo on sangramento. Se a crianga estver
sedads, ha wma pequena chance de reagio a0 medicamento, como reacio alerzica ou Tespiragio
lenta, come tambem 30 aumentsds: a5 chances de sucesso na colheits, Uma vz que o processo
pode criar imitagdes, come tambem dores. Almemas crizngas podern sentir enjoos oN DANSEs.
Elas podem ter dor de cabega, dor de Zargants, tontura ou ficar chateados. Esses efiitos colsterais
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sio de ota duragho & ndo sdo graves. Ko entanto, se howver slzum problems com 3 sedagio, a
equipa medics deve trata-los imedistarments,

O procedimentos dessas medidss diagnosticas sdo necessarios para confnmer o disgnostco e
imicisT o tratamente sdequado e, portsnfo, fazem parts dos cuidsdos de rofins e ndo seTdo
realizados apenas para fins de estodo. Pam os esmados exploratorios serio spenas nsadss amostras
de sangue & madula dssea remsnsscentes dos cuidados de rotina, sem nenhums adiciio. A colbeita
de zarapatoss pode ser um procedimento desconfortivel, contudo ndo ira interferit com 3 sande
da rianca sob sua guarda

5. Confidencialidade

Os resultzdos do seu (sua) filholz) on parents gue vocd toma confa serdo mantidos em sigilo,
LOmEnte o pesqsadores teTdo acesso 35 suas nformagdes. Depods de aceitar a participacio do
seu (sus) filhofa) ou parente que voce toma conta no estudo, ser-The-a ambwdo um codipo unico,
exclnsive para este estudo & confidencial. O questonario & as amosTas da crianga sob sua guards,
serdo codificados utilizando este codigo mnico de tal mode que ninguem podera relacionsr o
questiondric = as amostras ds sua criangs. Os dooumentos gue contém sua informacio serdo
guardsdos em wm Ingsr sepmo e spenss o pesquisador principsl tera acesso a ele. Cuando o
estudo termnar, o5 doounentos contendo os resultados & Informagdes pessoads serfo destnodas.
As amostras da crisnga sob sus guards serdo conservadss nos laborstomios do Instimite Macional
de Saide, men penodo ndo mais de 10 anos, ate que sz analises aqud previstss sejam feitss
Amostras de plasma ou fezes emviadas para testagem no lsboratorio da Universidade da Flosenca,
na Tfalia, serao testadas de imediato, sem previsio de srmazensmento adicionsl. O relatorio fnal
do esmdo n&o mencionars o nome da sua crianga a qualquer momento, mesmo depois da colheita
de amostras e estas 030 seTd0 usadas pars os procedimentos scims descritos. Mo entsnto isto nio
wal afstar no tratamento a ser dado 3 sua giangs e ela sera stendida nonmslments nas wmidadas
sanitarias. Tma copia do consentimento deve ser arquivads no processo do estodo referente aos
participantss e ouira deve seT enfregus S0s pals ou guardiso.

6. Partidpacio voluntaris
A participacio do sen (sua) filho (3) ou crianca sob sua guards neste estado é volunsdria. E livre
de aceitar ou nio participar neste sstado. Caso recuse am participar neste esmido isto ndo afectara

o ratamento do seu (sua) filbo (3) nesta wmidsde sanitaria = als (3) sera ratado nommalments,
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7. Quem pode contactar em caso de problemasz™

Se voce tver qualquer dovida pode confactar = Iovestigadora Principal do estude, Raquel
Matavele Chissumba, telefone: +238 827393830, email: raquelmataveled smail com oa a Co-
Trvestigadora Principal Faizana Amodo, telefone: +258 823193410, email: faizansaimsmail com.
Se vocé concordar em participar deste estudo, por faver sssine o termo de consenfimento. Sa
vocé tem almena dinvida sobre sens direitos entre em contato com 3 Senhora Cristina Chiszico,
pelo comtacto +258 824068350, secretaria do Comit® Nacionsl de Biostica pera Sande de
Mocambique localizado Ssicaments no edificie central do Mindstesio da Saade, Av. Edusndo
Mondlane 1008, BT, Mapuwio, on pelo telefone (+258) 21 430814, Se vocé concordsr em
parndpar deste esmdo, por favor assinar o termo de consenfimento. Obrigado por paricipar neste
estda.

DE ELH.E.&{.:iﬂ D PARTICTPANTE
Euli & compreendi este documento e toda informacio verbal fomecido pelo pessoal do esmdo de
Avaliagde do Impacte da Mmrrodugde do mmofmotpasem ¢ do Perfll Microbioldgico no
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Programa de Tratamento de Leucemias Agudas Pediciricas em Mogambigue e recebi wma copia
deste docemento. Fol me permitide fazer guestdes relacionadas com o estado, recebi respostas
satisfatorias as minhas pergumtas. Tive tempo suficiente para considerar a minha participagdo no
estudo. Foi-me garanfida a possibilidade de em qualguer altors, recussr on sbandomar o esmdo
sem qualgquer tipo de consequéncias. Dests fonma:

Concordo com a participaciio do meu filho (3)/ crianga sob minhs guarda neste estudo & o
respative uso das amestras remanescentes do dispnostico de rotina.

Concordo com 3 avaliagio da presenca infeccio pelo vimes linfotropico das ceélulas T
hmmano & herpersivurs @ vinis Tespiratorios, se 4 criancs sob ninha guards for elegmval.
Concordo com a colheits & envie de ammoesiras pars testagem na Universidade de Florenga,
na Fralia,

Impress3o digital

Home do participants (leras maiisoulas) do representants

que nao sabe

assinEr

Nome do encamregado de educagao’ acompanhante/’ representante legal

a0
Aszmanra do encarregade de educacan’ acompanhande’ representants legal Data ehbom
Home da testermmba (letras maiscula)
! /. _ a

Aczzmamra da (o) testemvnba Tiata e hora

— -
Nome (em letras mamsoulas) da pessoa que obteve o assentimento Diata e hora

20

Azsinatura da pessoa que obteve assentimento Diata & hora
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FORMULARIO DE ASSENTIMENTO INFORMADO PARA MENORES DE 14 ANOS E
MATOEES DE 12 ANOS

Titulo do estudo: Avaliacio do Impacto da Introducio da Imanefenotipagem e do Perfil
Alicrobiclesico mo Programa de Tratamento de Lencemias Agndas Pediatricas em
Mocambigue

Estimado

Gostartamos de comvidi-lo 3 paricipar mum estudo que esta a ser conduzido peloe Institaso
Macional de Sande no ambito do diagnostico de leucentias agudas. Este & o forpmlaro de
assentimento informsdo, que lThe dara 3 informacio necessaria sobre todos detslhes do estudo. O
estudo foi aprovado pelo Comité Instimcional de Biodtica do Instinuo Nacions] de Sande (CIBS)
g palo Comite Wacional de Bioetica para a Sande (CHBS) de Mogambigae.

1. Objective do estudo

Este estudo fem como objectivo principal avaliar o impacio da infroducio de uma fecnica
denominads inmmofenctipagem, que permite fizer uma melhor caracterizagdo das celulss que
estio no e sangue & avaliar & pressncs de celulas hemorsis que caussm a doenga desiznada
leucemia. A mnmofenotipagem pode apoiar o medicos 3 decidir muito mpido sobre o melhor
tratamento a dar a vocé. Pretendemos tambeém avalisr que tipo de bacterias, tanto as gue cansam
dosncs assim como as beneficas, a ocomencia de infegdes virals, e como & que o estdo das
célnlas de defesa influencis na respost ao Tammento de criangss com leucemia agnda em
Mocambique.

1 Tustificativa do estudo

0 diagnostico precoce das leucemias agudss e emprege do protocole de tratamente mais preciso
& essencial pars sumentar a5 chances ds sobrevivencia dos pacientes. Ermbora a classificacio da
leucemia seja Importsnte para determeinar o iTatamento mais preciso, ste em 2019, em
Mogambique, o damnostico era feito apenas com base na leifura de laminss de amostras de
sangue perifesico & aspirades de medula ossea. Estss duas técnicas nio permitem fazer wmms
caraterizacio precizs do dpo de celulz que originon a lencemis Assim sendo, pels falta deste
detalbe, na maiomz das vezes, o Tatzments oferecido 45 crisncss era generico.
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Embora 52 satba do papel que wma resposta imune eficaz sobre 2 eliminacio de tmmores, ate
entdo pouca informacdo exdste sobre o valor gue ala tem na previsio do desfacho do atamento
das lencarmizs agudas. Ainda mais, pouce e sabe sobre o impacto das infagdes virais, persistentas
o azadas, sobre as complicagdes que podem ooormer dursnte o watamento das leucemias,

3. Procedimentos do estodo

HMeste esmdo serdo colhidas suss informacdes straves do processo sen clinice. Mo momenso em
que for sdmitida’s a0 servigo no esmdo, primeiro Ihe serdo colhidss s amostras para realizacio
dos testes de rotina dos semvigos. Messe ambito serdo coletadas smostras de sangue periférico =
sangue de meduls ossea, nem volume de 5 ml de cada, que serdo wutilizsdas para fazer o
hemoprams, morfologia celulsr (lamins) & pars carscterizsgdo das celulas lewceémicas por
immnofenotpagem. Caso os resultados sejam posifivos para leucemis zguds estes volumes de
sangue serdo colhidos novaments pars avaliagio da eficacia do tratamento em mais 3 ocasides,
mes 1, més 2 & meés 4. Estas colheitss sdo feitas rotineiramente Secio tamberm feitos testes de
rotins como pars O0OVID-19 & do HIV-1. Se aplicavel, ainds como wn procadiments de rotina
dos servigos, dumante o sen internarnento sera colhida adicionalments ema amostra de sanEwe, Bo
volume de 4 ml on uma amosta de wring no volume de 10 ml, pams avaliar & presenga de
bacteriss no Sangue O 0A Ui,

Apos as snalises de rofins, o remsnsscente das amostras de sangue perifesico & da medula sera
usada para fazer estudos das celnlas ds defesa, pars svalizgdo de marcadores presentss 0o sangue
da funcionalidade das bactérias profeforas que S8 enCOnITA Do Sen infestino, pars o restreio da
m VINE que cansa lencemias denominade vims linfotropice das celulss T hmanss (HILV) e da
diferentes herpesvine que podsm er reativados dursnte o seu Tataments Como Tepressntado na
tabela 1. A colhsits das amostras usadas para estas analises 30 normabments feitas durants a sua
assisténcia, como referido acima, no momento do disgnostico e nos meses 1, 2 e 4, apds o inicio
do trstamento. Para isto ndo sera colhido amosts adicions]l Caso oz sens resultados sejam
categorizados como Degafivos para leucemias, apenss faremnos use dss amosTas colhidss oo
momento de admissdo ao servigo. Colbetemos tambem smostras adicionsis e faremos os testes
descritos na tebels 1 na fase de diagnostico/ internamento.

Para slém dos procedimentos feitos nos servigos de rotina disponibilizados na unidsde sanitama,
e thrante o estudo vocs apresentsr sintomss de doenca respiratoriz, sema feita a colbeits de mos
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amcstra naso ou orofaringsas para rastreio de vines respiratorios. Se houver slguma suspeit de
reativagio de vims do herpes sera colhida ums amestra usando wms zaragatos mas feridas que
gerzlmente aparecem 0o rosto. Se howver alzums suspeits de infeqdo parssitaria sera feito o
despiste e o remansccente da amostra podera ser usado para caracterizacio molecular de bactarias
que 58 enconfram oo seu intesting. Esta svaliagio moleculsr das bactésiss e ma fimio sera faita
na Fralia, até que a técnica esteja estabelocida em Mocambique A tabels 1 descreve os testes que
sardo feitos mests esmdo, incluindo a informacio sobre a necessidsds mwma colheita da smostras
adicionais ou ndo. Note que para este estudo nio sera colhida nenhuma quantidade adicional
de sangue periférico ou da medula, além daguela colhida durante a rotina.

Tabela 1: Procedimentos do sstude que serfo faitos nsando o memimescenre das amostna de
sangue periférico @ da medula, e a partir da colheita de zaragatos nasal’ orofarinees’ mas lestes
de pels e fezes,

Disgneéstice’  Indugho Comsolidagie  Mamntengho  Fecidiva

Imrernamenta
(Ades 1) [Ades I) (Ales 4)
TR RN P LSS R O X
farmadc
Doseamanio de cliocines” X X X X X
Tmmmafemonpagen sxplomaiing T X X X X
Teme miokeculzr para vims |:1_{_:| |:}_l] [?:] X}
respirgtdnas
Teme seroldgico para hevpes X
wirus"
Tesie molecular para herpes 20 ey {xX) {2}
.
Teme HTLF- L2 X
Microbioma .mjm'.-:EI T X X X X
Marcadores sevoligicos da T X X X X
funcionalidade do wcrobioma™
X} Duande sabeilada pelo climas
"R de lhidas d i lesilagens dod servigu & Foliea
** Caheta ade:ional cpecilica do extudo
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1LE qus i e s [IVET e il ik Aa g daficuldade respurak i
EpEEid | 1 I paile, | quiclhite, lnngde, lannge-baqusile, ialoophs did vied feipireddies
mperioesi, ou uspala de bestulie, por 10 cu menda diss. Eals celhaila poderd ser ol pre gue b

Toia dio calesid i,

P

disg; b gasime 1 para herpes virus oom Gobee @ leale : ni segiln d & il
duranle o rElsnsnk

4. Riscos/Beneficios de participacio no estude

O resultados deste estudo terio um potencial beneficio para individucs com lencernis: agndas
em Mocsmbique @ no pmmdo no geral pels possibilideda da otimizacio das sbordsgans no
diagnostico & tratarmento de fiuhuros cases diagnosticados_ para além do rastreio de infages virais
que podem surgir no decurso do watamenso. Contedo, os beneficios nio serfo imediatos, isto &,
nfio ecorrerdao mmdangas imediatas para o sistema de sande. Os procedimentos faitos neste estdo
50 majoritariamente conduzidos oums base regular oo sistems nacioas] de Saade, pelo que, o
estdo nio contenpla a compensacio dos participantes no esmdo.

A colheits de amosTas de sangue podera cansar wm pequenc desconforto ac pacients, e o
paciente corme o risco de ter hematornas se howver almma difionldade durante a colbeita, meas
nada que alters o sen astado de sspde. As amostras de sangue colhidas, conforme a rotina dos
SATVIoSs, IAO ferio nenhum impacto sobre o sen estado.

A biopsia da mednla ossea & considersds um procedimento segure com Tisco nUNIMe. As
complicagdes sdo raras. Em aloms cases, pode haver alsum desconforte ou dor mo local da
biopsia por 1-2 dizs. Em casos rares, pode ocommer infecdo ou sangramento. Se a criEncs estiver
sadada, ha mma pequens chance de reacio so medicamento, como reacio alergica ou respiragio
lents, comy tamberm 30 mumentadss a5 chances de sucesso na colheits, uma vez gue o processo
pode criar imtagdes, como também doses. Almumas crisncas podem sentir enjoos o0 naIsess.
Elas podem tes dor de cabega, dor de garganta, tonturs ou ficar chateados. Esses afeitos colaterais
sao de curtz duracho e ndo 30 graves. Mo entanto, se howver alzmm problems com a sedagio, a
equipa medica deve trata-los imedistaments,

Os procedimentos dessas medidas diagnosticas sa0 necessarios para confimar o disgnostico e
miciar o tratamente sdaquado e, portsnto, fazem parte dos cuidados de rotina e nio serio
realizados apenas para fins de estndo. Para o5 esmdos explomiorios serdo apenas nsadas amosiras
de sangue & madula dsses remsnsscentes dos oudsdos de roting, sem nenhums adicio. A colbeita
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de zatazatoas pode ser nm procediments desconfortivel, contdo nio ita interferit com 3 sua
camide.

5. Confidencialidade

O sens resultados serdo mantides sm sigilo, somente os pesquizadores terdo acesso A5 suas
informaces. Depoic de aceitar 3 sua participacio, ser-The-3 stribuoido um codizo tnice, excheivo
para este asmdo e confidencizl O guestiondtio & as suss amostras, serdo codificados wtilizando
esta codipo imico de tzl modo que ninguém podera ralacionar o questionsrio e a5 SLAs AMOsTaS
O doommentos que contem sua mformacio serdo guardados em wm Ingar seguro e spemas o
pesquisador principal tera acesso 3 ele. Cumdo o sstudo temminsr, os documentos contendo o5
resmltados e mformmcdes pessoais serao destmodss. As suss smostas serio conssrvadss mos
laboratorics do Institato Macionsl de Sande, mom periodo nio mais de 10 anos, ate gue 2= analises
aqui previstas sejam feits. Amesiras de plasma ou fezes envisdas pars testagem no laborstorio
da Universidade de Florenca, na Iralia, serio testadas de imedisto, sem previsdo de
armazenamento adicional. O relstorio final do estudo nd0 mencionard o seu nome 3 qualquer
momento, mesmo depois da colheits de amestras @ estas n3o serio nsadss para s procadimentos
acima descritos. Mo entante isto nfo wvai afetar no seu tratmmente vocd sera atendidalo
pormalmente na: unidades sanitarizs. Ums copia do consentiments dos seus pais e seu
assenfimento deve ser arguivads no processo do estedo refeTente aos partcipanfes e oura deve

5aT eniTegle A VoCs e 30¢ seus pais ou puardides.

6. Particdipacio voluntaria

A sua participagio neste estodo & vohmtaria. E livre de aceitar ou nio participar neste estudo.
Caso recuse em pamticipar neste estudo isto nio afectara o sen watamento nests unidsdes sanitaria
£ VOO 5873 tratado normalmente,

7. Quem pode contactar em caso de problemas?

Se vocé tver gualmuer divids pode comtactar a Fvestigadora Principal do estudo, Fagquel
Matzvele Chissuoba, felefone: +238 827303830, email: raquelmatavels@email com ou a Co-
Irvestigsdora Principal Faizana Amodo, telefone; +258 823193410, emadl: faizansa)igpmail com.
Se voce concordst em partcipar deste estude, por favor assine o termo de consenfimento. Sa
vocé tem almena dinvida sobre sens direitos enfre em contato oom a3 Senhora Cristing Chissico,
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pelo coatacto +258 E24086350, secretaria do Comite Macionsl de Bicetica para Sande de
Mogambique localizado Ssicaments no edificio central do Ministénio da Saade, Av. Eduardo
Mondlane 1008, F/C, Mepuwo, ou pelo telefome (+258) 21 430814, Se vocé concosdsr em
partcpar deste estado, por faver assinsr o tenmo de assentments. Obrigade por participsr neste
estudo.
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DE EL&.EA{.'AG DO PARTICTPANTE

Eu li & compresndi este dooumento e toda informacdo verbal formecido pelo pessoal do estado
de dvaliogdo do Impacto do Inroducde da Imumofemotipazem ¢ do Parfil Microbioldgico no
Programa de Tratmnento de Leucenias Agudas Pedidiricas em Mogambigue e recebi ums copia
dests documento. Fol me pemmitide fazer questdes relacionsdas com o estudo, recebi respostas
catisfatorias a5 minhas perguntas. Tive tempo suficiente para considersr 3 minhs perticipacdo no
estdo. Foi-me garanfida a possibilidade de em qualquer altora, recussr ou ahandonar o esmdo
serm qualquer tipo de consequéncizs. Desta fomma:

Concordo com 3 minhs participagio neste estudo e o respective uso das amostras
remansscentes do disgnostico de rotns.

Concordo com 3 avaliagho da presenga imfeccdo pelo virus linfotropico das celulss T
hmrano & berpesvins & vinis respiratorios, se eu for elegivel.

Concordo com 8 colheits & envio de amosTas para testagem na Universidade de Florenga,

na Iralia. Impressio disital

dho participante
gue nao possa
assimar

HWoms do participants (lefras maimsculas)
! - -
Aszinarura ou impressa0 digital do participants Diata & hora
Homs da testermmbs (letrs maisoula)
.
Azzinamra da (o) testemmba Diata e hora
— I
Homs (o lefras manisoalas) da pessoa que obteve o assentmenta Diata e hora
— ! i
Azzinamra da pessoa que obieve assenfimento Diata & hom
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