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RESUMO

Leucemia linfoide aguda (LLA) é o cancer pediatrico mais comum e etiologicamente
ndo apresenta um modelo definido, uma vez que apresenta uma historia natural
biologicamente diversificada. Fatores tém sido relacionados ao sistema imunolégico
como risco/protecdo ao desenvolvimento de LLA, considerando-se como plausiveis o
papel do sistema imune frente as infeccbes na infancia, e a inter-relacdo dessas
infeccbes com mecanismos envolvendo as Hipdteses da Higiene e da Adrenal. A
proposta desse estudo foi investigar uma possivel associagdo entre alergia prévia, bem
como a ativacdo do eixo adrenal, pautado na HipGtese da Adrenal, com o
desenvolvimento de leucemia linfoide aguda na infancia e adolescéncia. Trata-se de um
estudo do tipo caso-controle ndo pareado de base hospitalar, cuja amostra foi constituida
de 60 criancas e adolescentes com diagndstico incidente de leucemia linfoide aguda néo
T, classificadas pela avaliagio da medula &ssea através do mielograma e
imunofenotipagem e 120 controles selecionados com proporcionalidade com relacdo a
idade e sexo a partir dos casos e oriunda dos estados de Pernambuco e Paraiba no
nordeste brasileiro, entre 2008 e 2011. A coleta dos dados consistiu na aplicacdo de
questionario estruturado para identificacdo de alergias como asma, rinite alérgica,
antecedente de urticaria e dermatite atopica, uso previo de glicocorticoides, alem de
exame clinico e coleta de sangue para dosagem de IgE total, cortisol basal, ACTH,
marcador de infec¢do prévia pelo EBV e parvovirus B19 através da dosagem de 1gG.
Outras variaveis como aleitamento materno, peso ao nascer, escolaridade materna,
infeccdo materna na gestacdo e numero de pessoas no domicilio também foram
analisadas. Para a anélise estatistica foram utilizados Teste de associacdo de y? Teste
Exato de Fisher, Odds Ratio, Regressdo Logistica Binaria e Regressdo Logistica
Multipla. Os resultados encontrados na analise univariada (p < 0,20) foram: Asma ( p-
valor = 0,116), Rinite Alérgica (p-valor=0,032), Antecedente de Urticaria (p-valor =
0,011), Dermatite Atdpica (p-valor = 0,086), Nivel Sérico Elevado de IgE Total (p-valor
= 0,00), Nivel Elevado de Cortisol Basal (p-valor = 0,004), Infeccdo Prévia pelo EBV
(p-valor = 0,143), Infeccéo Prévia por Parvovirus B19 (p-valor = 0,068). Ap6s 0 modelo
ajustado através da andlise de regressdo logistica multipla persiste a significancia de
uma relacdo inversa entre Asma com p-valor = 0,044 e OR/IC 95% 0,14 (0,02 — 0,95),
Nivel Sérico Elevado de IgE Total com p-valor = 0,001 e OR/IC 95% 0,10 (0,02 —
0,41), alem de Niveis Elevados de Cortisol apresentando p-valor 0,004 e OR/IC 95%
0,16 (0,04 — 0,56); Para infeccdo Prévia pelo Parvovirus B 19 o resultado expressa
risco p-valor = 0,037 e OR/IC 95% 2,19 (1,05 — 4,57). Asma e Niveis Séricos Elevados
de IgE Total e ainda Niveis Elevados de Cortisol Basal, parecem estar relacionados
com modificacdes na resposta imune e como consequéncia promoveriam uma
diminuicdo de clones leucémicos, desempenhando um papel de protecdo a criancas e
adolescentes contra LLA. A infeccdo prévia pelo parvovirus B 19 estd associada com
aumento de risco de LLA.

Palavras Chaves: Leucemia linfoide aguda. Alergia. Risco. IgE. Virus de Epstein Barr.
Parvovirus B 19.



ABSTRACT

Acute Lymphoid Leukemia (ALL) is the most common pediatric cancer and
etiologically it does not have a defined model since it has a biologically diverse natural
history. Factors have been related to the immune system as a risk / protection to the
development of ALL, considering as plausible the immune system role before
childhood infections and the interrelationship of these infections with mechanisms
involving the Hygiene Hypothesis and the Adrenal Hypothesis. The purpose of this
study was to investigate a possible association between previous allergy, as well as the
activation of adrenal axis, based on the Adrenal Hypothesis, with the development of
acute lymphoid leukemia during childhood and adolescence. It is an unpaired hospital-
based case-control study which sample was composed of 60 children and adolescents
incidentally diagnosed with acute lymphoid leukemia non T, classified by the
association of bone marrow through myelogram and immunophenotyping, and 120
healthy controls, selected in proportion to the cases’ age and sex, from Pernambuco and
Paraiba, Brazilian northeastern states, between 2008 and 2011. Data collection consisted
of the application of a structured questionnaire in order to identify allergies such as
asthma, allergic rhinitis, history of urticaria and atopic dermatitis, previous
glucocorticoids use, in addition to clinical examination and blood tests to measure total
IgE, basal cortisol, ACTH, previous infection marker by EBV and B19 parvovirus
through 19G measurement. Other variables such as breastfeeding, birthweight, mother’s
education level, mother’s infections during pregnancy, number of household members
were also analyzed. For the statistical analysis, we used Chi-square test (x2 test),
Fisher's exact test, Odds Ratio, Binary Logistic Regression and Multiple Logistic
Regression. The results found in the univariate analysis (p-value < 0.20) were
Asthma (sig p-value = 0.116), Allergic Rhinitis (sig p-value = 0.032) , History of
Urticaria (p-value = 0.011), Atopic Dermatitis (sig p-value = 0.086), High Total IgE
Plasmatic Level (sig p-value = 0.00), High Cortisol Level (sig p-value = 0.004 ), EBV
Previous Infection (sig p-value p = 0.143), B19 Parvovirus Previous Infection (sig p-
value = 0.068). After the model being adjusted through the multiple logistic regression
analysis, the significance of an inverse relation towards Asthma still remains, with sig
p-value = 0.044 and OR/CI 95% = 0.14 (0.02 — 0.95), High Total IgE Plasmatic Level
with sig p-value = 0,001 and OR/CI 95% = 0.10 (0,02 — 0,41), besides Cortisol High
Levels with sig p-value 0,004 and OR/CI 95% 0,16 (0,04 — 0,56); to previous infection
from B19 Parvovirus the result expresses p-value risk p = 0,037 and OR/CI 95% 2,19
(1,05 — 4,57). Asthma and High Total IgE Plasmatic Level, as well as Cortisol High
Levels, seem to be related with changes in the immune response and, as a consequence,
it would promote leukemia clones’ reduction, playing a protection role to ALL children
and adolescents. Previous infection from B19 parvovirus is associated with increase of
ALL risk.

Key words: Acute Lymphoid Leukemia. Allergy. IgE. Childhood leukemia. Epstein-
Barr virus. B19 parvovirus. Risk.
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1. APRESENTACAO

A leucemia linfoide aguda (LLA) é o principal tipo de cancer pediatrico e no seu
desenvolvimento estd elencada uma série de eventos complexos incluindo
determinantes genéticos e diversos fatores ambientais ndo totalmente esclarecidos.
Muitos estudos tém sido feitos com diversas abordagens de exposi¢do ambiental e
fatores genéticos, na tentativa de se estabelecer uma via possivel para explicar o
desenvolvimento da leucemia linfoide aguda na infancia. Ja é conhecido que criancas
com Sindrome de Down e outras doencas genéticas apresentam risco elevado para
desenvolvimento de leucemias na infancia, porém essas condicdes representam poucos
casos. A grande maioria dos casos sdo criancas e adolescentes previamente higidos e
sem nenhum fator de risco aparentemente associado (LEE, 1998; GREAVES, 1999).

Por se tratar de uma neoplasia maligna, a LLA quando ocorre na faixa infanto-
juvenil ndo obedece ao modelo classico de risco para outras neoplasias como acontece
nos adultos, uma vez que nestes pacientes, eventos genéticos em células somaticas e
sucessivos ao longo de muitos anos sdo necessarios para desencadear o crescimento
neoplasico de células, ao passo que nas criancas e adolescentes esses eventos nao
dependeriam dessa sucessdo longitudinal bem definida para ocorrerem. Nesse sentido
muitos marcadores genéticos relacionados a modificagdes na vida intra-uterina foram
estudados na tentativa de explicar o modelo de desenvolvimento de LLA na faixa etaria
pediatrica, porém nao foi possivel estabelecer causalidade direta para explicar porque
criangas com mudancas genéticas congénitas fortemente relacionadas com o surgimento
de neoplasias nunca desenvolveram neoplasias e criancas sem alteracdes nesses genes
alvos apresentavam a doenca (GREAVES, 2006). Diante desse cenario, a comunidade
cientifica compreende que fatores ocorridos na vida intra-uterina participariam desse
processo, mas seria necessario um segundo gatilho ambiental para desencadear o
crescimento neoplasico de linfocitos nesse grupo etario. Por essa razdo, muitos fatores
ambientais tém sido associados ao risco de LLA em pediatria, porém alguns destes

podem ser apenas fortuitos devido as variaveis modificadoras de efeito e vieses.

A interacdo entre as respostas imunoldgicas e o desenvolvimento de leucemia
linfoide na infancia tem sido estudada desde a década de 1980 (GREAVES; KINLEN,
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1988; MAGALHAES, 2000). Nessa busca pela etiologia/fatores de risco, as hipoteses
que foram levantadas como sendo possiveis de explicar a associacdo de leucemias na
infancia estdo todas relacionadas com fatores ambientais em interface com a resposta

imune.

Nos ultimos anos tem sido crescente o aumento das alergias e a hipotese da
higiene proposta por Scrachan em 1989, estabelece conexdo entre o aumento da
sensibilizacdo alérgica versus modo de vida. A hip6tese tem seus pilares de sustentacao
no fato de que o aumento da higiene e asseio, além do uso difundido de antibioticos, de
agua potavel purificada e as imunizagdes por vacinas, podem ter privado o sistema
imune em desenvolvimento, de estimulos ambientais moldados pela evolucdo do
individuo, para manter a imunidade adaptativa longe das respostas linfocitarias do tipo
Th2, e isso impediria o equilibrio imunologico, explicando o aumento da prevaléncia

de doengas alérgicas.

Da mesma forma, recentemente schmiegelow et al., (2008) sugeriram a
hipdtese da adrenal para LLA, que resumidamente diz que a resposta imunolégica frente
as infeccdes pode estar associada ao menor risco de LLA. A idéia central é de que a
exposicdo aos agentes infecciosos levaria ao desencadeamento de uma resposta imune
que por sua vez resulta em elevacao dos niveis de cortisol/ACTH e como conseqiiéncia

reduziria os clones malignos leucémicos e agiria como fator de protecéo contra LLA.

A questdo norteadora desta pesquisa esta fundamentada nestas intersecgdes entre
estas duas hipdteses em que o desenvolvimento de leucemias na infancia poderia ter

alguma relacdo com o sistema imunolégico em condicdo de exacerbacéo alérgica.

A quase totalidade dos estudos de associac@es de leucemia linfoide aguda com
fatores ambientais entre criancas foi desenvolvida em paises nordicos com realidade
biologica, ambiental, cultural e scio-econémicas diferentes da populacdo dos paises do
sul. Nesta perspectiva, considerando-se que a prevaléncia de leucemias tem diferencas
significativas entre paises centrais e paises periféricos e que os aspectos imunoldgicos
influenciam na expressao da doenca as seguintes indagagcdes podem ser norteadas. Qual
a importancia de antecedentes de alergia para o desenvolvimento de leucemia linfoide

aguda? Qual o comportamento dos marcadores de infeccdo prévia pelo parvovirus B19
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e pelo virus de Epstein Barr nos pacientes leucémicos em pais pobre? A ativacdo do
eixo adrenal pode ter alguma relacdo de risco para leucemia linfoide aguda?

Esta Tese encontra-se apresentada em trés capitulos. O primeiro capitulo € a
revisdo narrativa da literatura, em que se contextualiza o tema da Leucemia Linfoide
Aguda, enfatizando os fatores associados conhecidos mais associados com a doenga e
teorias propostas para fundamentar o desencadeamento da doengca em criancas e
adolescentes.

Em um segundo capitulo foi abordado a questdo metodol6gica com descricdo
detalhada sobre o método empregado, desenho da pesquisa, com a finalidade de
possibilitar a reprodutibilidade do estudo dentro de outros contextos geograficos,

epidemiologicos e diferentes realidades sociais e culturais.

Em um terceiro capitulo esta Tese apresenta os resultados da pesquisa, sob a
forma de dois artigos originais. O primeiro artigo é intitulado: ALERGIA PREVIA E
LEUCEMIA LINFOIDE AGUDA NA INFANCIA E ADOLESCENCIA. Este
trabalho teve como objetivo principal estabelecer relagdo entre doengas alérgicas e
niveis sericos de IgE total com LLA e foi submetido para o Jounal of Allergy and
Clinical Imunnology (JACI). O segundo artigo foi intitulado: RISCO DE LLA
ANALISANDO A PARTIR DA HIPOTESE ADRENAL: CASO-CONTROLE e foi
submetido ao Journal of Pediatrics. Neste manuscrito o objetivo foi avaliar niveis de
cortisol e ACTH, além de uso prévio de corticosteroides para averiguar relacéo de risco

com o desenvolvimento de leucemia linfoide aguda entre criancas e adolescentes.

Por fim, sdo apresentadas as consideracdes finais, cujas reflexdes elaboradas a
partir de um olhar critico dos resultados encontrados, vislumbram subsidiar outros

estudos sobre o tema.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Fatores causais da leucemia linfoide aguda

A leucemia linfoide aguda é uma doenca biologicamente diversificada e muitos

fatores tém sido apontados como possiveis vias de causa dessa entidade.

E correto afirmar que na origem de qualquer proliferacdo celular maligna,
podem-se encontrar anormalidades em genes que regulam etapas do ciclo celular. A
perda da regulacdo de qualquer etapa do ciclo celular pode resultar do acumulo de
células com defeitos genéticos, tornando a célula instavel e vulneravel a acumular novos
eventos genéticos que resultariam no desenvolvimento do clone maligno. Este grupo de
genes, considerados como reguladores do ciclo celular e da diferenciagéo celular, estdo
classificados em quatro classes: Oncogenes, Genes Supressores de Tumor, Genes
Relacionados a Apoptose e Genes de Reparo do DNA (LINDBLOM & LILJEGREN,
2000). Os oncogenes sao genes que fazem parte normalmente de um grupo de genes
altamente conservados pela evolucdo, e cujo papel normal é codificarem diversas
proteinas que apresentam atividades bioldgicas como fatores de crescimento; receptores
para fatores de crescimento, proteinas sinalizadoras, fatores transcripcionais nucleares e
ciclinas e cinases ciclina dependentes, quando estes oncogenes sofrem mutacdes, agem
contribuindo para a proliferacdo celular anormal, resultando no crescimento
desordenado e imortal das células (HAGAN et al., 1999). Os genes supressores de
tumor, diferentemente dos oncogenes, agem bloqueando a divisdo celular para que os
genes de reparo do DNA e 0s genes da apoptose (morte celular programada) possam
agir durante a divisdo celular e mutacdes nestes genes supressores faz com que a célula
cicle, ou seja se divida, sem que 0s reparos no material genético seja efetuado e
contribuindo assim, para o desenvolvimento de neoplasias. Os genes que regulam a
apoptose agem eliminando as células lesadas, que sdo identificadas por mecanismos
imunoldgicos ou lesdes ao genoma da célula. Uma vez identificada a lesdo ocorre
sinalizacdo por parte do sistema imunoldgico para ativacdo de genes que regulam a
apoptose, de maneira que a célula lesada seja impedida de repassar 0 seu genoma
danificado; Os genes de reparo do DNA fazem parte de um sistema que vigiam a

integridade do nosso DNA e estdo pouco relacionados quando mutados com o
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desenvolvimento de neoplasias hematoldgicas, diferentemente dos oncogenes, dos
genes supressores de tumor e dos genes da apoptose, que quando mutados sdo
responsaveis por uma série de neoplasias hematoldgicas, sobretudo as leucemias agudas
(HAGAN et al., 1999; LINDBLOM & LILJEGREN, 2000). Os mecanismos de lesao
desses genes reguladores séo variaveis muitos deles sdo em conseqiiéncia de alteracdes
cromossomicas como translocacOes, delecbes, mutagdes pontuais, aneuploidias,
amplificacdo e poliploidia, sendo a aneuploidia (aberragdo no nimero de cromossomos)
um evento comum nas leucemias e para a leucemia linfoide aguda um evento comum
sdo as translocacbes. As neoplasias linfoides agudas resultam da proliferacdo de células
precursoras B, T ou NK (BAIN, 1997; HAGAN et al, 1999; LINDBLOM &
LILJEGREN, 2000). Em altima andlise, alteragcdes no DNA celular resultam numa
proliferacdo e crescimento anormal dos clones de linfocitos, porém o fator ou conjunto

de fatores envolvidos ainda é motivo de muita discusséao.

Predisposicdo genetica e susceptibilidade a desenvolver leucemias ja foram
descritos na literatura, sobretudo em sindrome de Down, neurofibromatose tipo I, certas
malformacdes com anomalias cromossémicas associadas, ataxia telangiectasia, anemia
de Fanconi e imundeficiéncia hereditaria. Diversas outras doengas genéticas, sobretudo
as que apresentam defeitos em genes de reparo no DNA ou as sindromes de
instabilidade cromossémicas, apresentam também um alto potencial leucemogénico. No
entanto, estas desordens representam menos de 5% de todas as causas conhecidas de

leucemias em criancgas (BAIN, 1997).

Estudos epidemioldgicos de leucemias agudas em criancas tém investigado
possiveis fatores de risco (por exemplo, ambientais, genéticos ou infecciosos), num
esforco para determinar a etiologia da doenca. Apenas um fator ambiental de risco, as
radiacdes ionizantes, tem sido significativamente ligada tanto com LLA ou LMA;
outros fatores de risco ambientais, por exemplo campos eletromagnéticos (CEM),
tabagismo, foram fracamente ou inconsistentemente associados com qualquer forma
de leucemia infantil. Como a leucemia infantil € uma doenca de ocorréncia rara, estudos
prospectivos sdo dificeis de realizar e, portanto, estuda-se mais freqlientemente esse
agravo na infancia com modelos de estudos retrospectivos, sobretudo caso-
controle. Embora mais facil de conduzir, estes estudos tém varias limitacGes inerentes
(SCHULZ & GRIMES, 2002).
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Na viséo de Infante-Rivard e Jacques (2000), vieses podem ser introduzidos em
um estudo retrospectivo porque a exposicdo € medida indiretamente, é auto-referida, e
podem ser diferencialmente recordado por pais de um controle, em compara¢do com 0s
pais de umdoente. Além disso outros vieses podem também  ser
introduzidos se um determinado segmento da populacdo ndo responder ao estudo.
Apesar dessas limitacfes, os resultados de estudos epidemioldgicos desse tipo de
pesquisa identificam fatores de risco ambientais para leucemia infantil e podem
oferecer suporte com medidas para aliviar exposi¢es potencialmente nocivas e 0 risco
para a doenca (SCHULZ & GRIMES, 2002).

Muitos fatores ambientais tém sido associados com aumento do risco de LLA
em crianga, porém alguns deles podem ser apenas associacdo aparente devido as
variaveis modificadoras de efeito e vieses. Sendo muito bem estudado desde as decadas
de 1980 a interacdo entre as respostas imunolégicas e o desenvolvimento de leucemia
linfoide na infancia (CHAN et al., 2002). Acredita-se que a histéria natural da LLA
aponta para um evento inicial ocorrido na vida intrauterina e um segundo evento
externo, que seria necessario para ativagdo dos clones malignos. Fatores como
infeccdes materna, o sistema HLA, aleitamento materno, imunizacao, agentes quimicos
e infecgbes pelo EBV e pelo parvovirus B19 tém sido estudados com o intuito de

encontrar associagdes de risco com desenvolvimento de LLA.

e Infeccbes maternas e risco de LLA

Quanto as infeccbes maternas e risco de desenvolviemento de LLA alguns
estudos resumidos na tabela 1, mostram essa relacao de risco elevada para as criancas,
cujas mades apresentaram infeccdes. As infeccdes mais estudadas foram aquelas
associadas ao virus de Epstein Barr, infeccdes do trato genital inferior, infeccbes
maternas recorrentes e infeccdes virais ndo especificadas na mée durante a gestacao.
Para o virus de Epstein Barr, especificamente o estudo de Lehtinen et al (2003) apontam

para um risco relativo de 2.9 para LLA.
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Tabela 1 - Relacdo de risco de infecgfes materna e desenvolvimento de leucemias nas

criangas
Estudo Doenga Local Tipo de Infecéo ORelIC
estudo materna
Lehtinen et LLA Finlandia Caso controle Epstein Barr  2.9(1.5-5.8)
al, 2003
Naumberg et Leucemia Suécia Caso controle Infeccéo 1.78(1.17-2.7)
al, 2002 dotrato genital
inferior
Infante- LLA Canada Caso controle Infeccdo 1.09(0.65-1.84)
Rivarde et al, materna
2000 recorrente
McKinney et leucemias Escocia Caso controle Alguma 1.43(0.85-2.42)
al 1999 infecgdo viral
materna
LLA 1.44(0.81-2.55)

Modificado de McNally e Eden, 2004
LLA=leucemia linfoide aguda OR= odds ratio, IC= intervalo de confianca a 95%.

e Aleitamento materno e risco de LLA

O aleitamento materno tem sido estudado para relacdo de risco com
desenvolvimento de LLA, porém os resultados dos estudos ndo sdo homogéneos. A
tabela 2 resume alguns desses estudos, cujo risco relativo varia desde fator de protecéao
estatisticamente significativo até aumento de risco de desenvolvimento de LLA. Existe
uma certa restri¢do a estes estudos em funcao de muitos deles ndo parearem 0s casos e
controles por status sdcio-econdmico e fatores de confundimento terem sido
introduzidos e podem induzirem a esta discrepancia de resultados. Além disso, o
aleitamento materno é fator de protecdo para a crianca contra desenvolviemnto de
infeccbes e também ocorre transferencia de anticorpos maternos para a crianca,
interferindo em Ultima andlise na resposta individual as infeccGes sobretudo no
primeiro ano de vida e nesse caso o aleitamento materno poderia ser uma uma variavel
modificadora de efeito (MCNALLY & EDEN, 2004). O estudo de Jourdan-Da Silva et

al., (2004) realizado na Franga, encontrou que criancas que nunca receberam leite
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materno apresetaram um risco relativo discretamente elevado para desenvolvimento de
LLA e LMA, discordante com o estudo de Murray (2002), que encontrou criangas que
nunca receberam aleitamento materno e apresentaram relag&o de risco inversa para
desenvolvimento de leucemias, OR=0.86 e IC 95% (0.85-0.99). O estudo do United
Kingdon Childhood Cancer Study (UKCCS) realizado pelos investigadores do UKCCS
em 2001, compara grupos de criangas amamentadas por mais € menos de seis meses, e
criangas nunca amamentadas e ndo encontrou diferencas estatisticamente siginificantes
entre as trés categorias. As criangas que nunca receberam leite materno apresentaram
odds ratio de 0.86 com IC 95% (0.81-0.92) e para 0 grupo que mamou mais de seis
meses 0 odds ratio de leucemias foi de 0.78 com IC 95% (0.71-0.85), demonstrando
que ndo hove diferenca estatisticamente significante entre os dois grupos.
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Tabela 2 — aleitamento materno e risco de leucemia na infancia

Estudo Doenga Local Tipo de Status /OR e IC
estudo
Jourdan-Da LLA Franca Caso controle Nunca amamentadas 1.1(0.9-1.5)
Silva et al,
2004
Lancashire LLA UK Caso controle Nunca amamentadas
and Sorahan,
2003 1.04(0.86-1.26)
Perrilat et al, Leucemias Franca Caso controle Amamentadas >6 m
2000
Agudas 0.5(0.2-1.0)
Murray et al LLA Irlanda do Coorte Nunca amamentadas
2002
Norte 0.98(0.68-1.42)
UKCCS Leucemias UK Caso Nunca amamentadas
controle 0.86(0.81-0.92)

Amamentadas >6 m
0.78(0.71-0.85)
Amamentadas <6 m

0.91(0.85-0.99)

Modificado de McNally e Eden, 2004 LLA=leucemia linféide aguda OR= odds ratio, IC= intervalo de confianga a 95%.
UKCCS= United Kingdon Childhood Cancer Study
UK= United Kingdon

e Imunizacdes e risco de LLA

Por desempenhar um papel estimulador do sistema imune e este por sua vez, por
sua estreita ligacdo com varios dos fatores apontados como risco para desenvolvimento
de leucemias em criangas, a vacinacdo ganha destaque e tem sido estudada como fator

de risco para leucemias em criangas. Alguns destes estudos relatam um efeito protetor
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das vacinas, e outros mostram aumento de risco. Na tabela 3 os estudos estéo listados
como efeito protetor estatisticamente significante, risco aumentado estatisticamente
significante e efeitos ndo significantes. Nestes estudos foram incluidos o bacilo de
Calmette-Guérin (BCG), vacina anti Haemophilus influenzae tipo b (Hib) conjugada e
ndo conjugada, vacina triplice viral (anti rubéola, sarampo e caxumba), vacina anti
sarampo, anti rubéola, hepatite B, e uma classificagdo de acima de 4 vacinas da rotina
de imunizacdo. Os resultados quanto a vacina com contetdo viral mostram na maioria
dos trabalhos, resultados conflitantes, e sobretudo contra sarampo, onde o estudo de
Dockerty et al, em 1999, aponta a vacina anti sarampo como fator de risco para
leucemias com OR=1.87 e IC 95% (1.0 a 3.48) . Nesse mesmo trabalho as vacinas anti
polio, hepatite B, triplice viral, sarampo isolada, rubéola, também foram estudas, porém
SO a anti sarampo demonstrou efeito de risco para leucemias. Ja o trabalho de Nishi e
Miyake, 1989, realizado numa populacdo do Japdo aponta essa mesma vacina como
fator de protecédo para leucemia linfoide aguda ndo célula T, com OR=0.2 e 1C=0.1-0.7.
Atualmente no Brasil e em vérios paises existe um calendario vacinal com ampla
cobertura da populacao infantil, tendo sido inclusive inseridas essas vacinas estudadas e
ndo houve aumento na ocorréncia de leucemias em criangas expostas a essas vacinas.
Comportamentos auto-imunes de algumas doencas como a anemia hemolitca auto-
imune tem sido relatadas como tendo aumento de risco, mas ndo de doengas com

crescimento celular anormal.
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Estudo Doenca Local Tipo de Vacinacéo Risco estimado
estudo
Efeito protetor
estatisticamente
significativo
Groves etal, 1999 LLA USA Caso Hib conjugada  0.57(0.36-0.87)
controle
Schuz et al, 1999 LA Alemanha Caso >4 0.3(p<0.05)
controle imunizacgdes
de rotina
Nishi e Miyake,1989 LLAndo T Japéo Caso vacina BCG e 0.1(0.0-1.0)
controle sarampo 0.2(0.1-0.7)
McKinney et al Leucemia UK Caso Imunizagdes 0.2(0.1-0.)
1987 controle
Risco elevado
estatisticamente
significativo
Dockerty et al, 1999 Leucemia Nova Zelandia Caso Sarampo 1.87(1.00-3.48)
controle
Caso
Buckley et al, 1994 LLA USA e Canada controle Triplice viral 1.7(p<0.01)
comum MMR
Efeito ndo
significativo
Groves et al, 2002  Leucemia Finlandia Ensaio Hib 1.14(0.63-2.08)
clinico
Auvinen et al, 2000  Leucemia Franca Ensaio Hib 0.72(0.46-1.13)
clinico
Petridou et al, 1997  Leucemia Grécia Caso Vacinas virais  1.23(0.91-1.66)
controle

Modificado de McNally e Eden, 2004 LLA=leucemia linféide aguda OR= odds ratio, IC= intervalo de confianca a 95%.
Hib=haemophilus influenzae tipo b;LLA= leucemia linféide aguda, LA= leucemia aguda; BCG=bacilo de Calmett Guerin; MMR=
vacina contra sarampo, rubéola e caxumba.
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e Osistema HLA e LLA

O sistema HLA tem sido apontado em varios estudos como marcador de
susceptibilidade a leucemias, principalmente em meninos. Os alelos da classe 11 do
sistema HLA s&o os mais apontados como marcador de susceptibilidade em criangas.
Um estudo de Taylor et al, em 2002, relata que criancas que carreiam o alelo DPB1
*0201 da classe 11 do sistema HLA teriam aumento de susceptibilidade de desenvolver
LLA do subtipo pré-B, com risco relativo de 1.76 e IC (1.2-2.56) e para o subtipo de
LLA de células T o risco relativo encontrado foi de 1.93 com IC (1.03-3.80). Foi
mostrado ainda um excesso de frequéncia dos haplétipos DQA1*0101/%0104 e
DQB1*0501 em meninos, mas ndo nas meninas. O estudo de Dorak et al. (1999),
encontraram uma associacdo moderada dos alelos DRB1*04 e DRB4*01 nos meninos
com LLA e aponta para o argumento que o HLA-DRB4*01 pode ser um fator de risco
genético para LLA nas criancas masculinas portadoras deste alelo.

2.2 O sistema imunoldgico e as alergias

e O papel do sistema imune

Uma das principais fun¢des do sistema imunoldgico é reconhecer o que €
proprio do que é naopréprio e a partir disso proteger o individuo contra agentes
infecciosos. Entretanto, o funcionamento inadequado deste sistema pode ser a causa de
doencas, como as alergias e as doencas auto-imunes. O sistema imunolégico de forma
simplificada e classica atua por meio de dois padrdes de resposta imune adquirida: a
resposta imune mediada por linfécitos T auxiliares do tipo 1 (T helper 1, Thl, em
inglés), e a resposta imune Th2. A resposta imune Thl ocorre na reacdo as infeccdes
virais e bacterianas e nas doencas auto-imunes. A resposta imune Th2 ocorre na reacdo
as infecces helminticas e nas doencas alérgicas, como a asma, a rinite e 0 eczema. Na
resposta imune Th2, os antigenos de helmintos ou alérgenos estimulam os linfocitos T a
produzir citocinas Th2, como as interleucinas (IL)-4 e IL-5. A IL-4 induz os linfécitos
B a produzir imunoglobulina E (IgE) e a IL-5 atrai e ativa os eosinofilos. A eosinofilia e

0 aumento do nivel sérico de IgE sdo, portanto, caracteristicas da resposta imune Th2.
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Uma parte da IgE produzida durante a resposta imune Th2 é antigeno-especifica.
Quando a IgE especifica se liga a receptores de alta afinidade na superficie de
mastocitos e basofilos, ela deixa o sistema imune pronto para reacOes alérgicas a qual-
quer exposicdo ao alérgeno. Segundo Kay (2001), a resposta imune Th2 é reforcada
sempre que o antigeno se liga a IgE especifica na superficie dos mastacitos, que degra-
nulam, liberando mediadores da reacdo alérgica imediata (histamina, prostaglandinas,
leucotrienos) e também citocinas pré-inflamatorias (IL-4, 1L-13, RANTES). As
principais caracteristicas da resposta imune mediadas por linfocitos T auxiliares 1 e 2
estdo resumidas na tabela 4.

O balanco entre imunidade humoral e celular, os linfocitos Th1/Th2 e o eixo
hipotalamo-hipofise-adrenal é relativamente imaturo por ocasido do nascimento
(SHERMAN, 1985; LEWIS &RAMSAY, 1995). Na medida em que a crianga vai se
expondo a carga infecciosa nos primeiros anos, essa exposi¢cdo pode influenciar na
extensdo pelas quais subsequentes infeccdes promovem uma resposta pro-inflamatéria
mediada por Thl. A exposicdo a infec¢des na infancia promoveria uma adaptacéo do
sistema imune e evitaria uma hiperproducéo de citocinas mediadas por Thl tais como a
IL12, fator de necrose tumoral alfa e interferon gama. O cortisol favorece a producédo
de citocinas anti-inflamatorias mediadas por Th2, tais como IL4 e IL10, que preveniria
o stress proliferativo ativado por Thl( BLOTTA et al., 1997). Ja esta demonstrado em
modelos animais que estimulacdo intensa do sistema imune com agentes infecciosos
promovem aumento mais sustentados nos niveis de cortisol e consequente reducdo da
proliferacdo de linfocitos (SHANKS et al., 1990).
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Tabela 4- Principais caracteristicas da resposta imune mediadas por linfécitos T
auxiliares 1 e 2

Resposta imune Thl Resposta imune Th2

Citocinas envolvidas Interferon gama Interleucinas 4 e 5
Particpacao da IgE Ausente Presente

Particpacao da IgG Presente Ausente

Participacdo de eosinéfilos Ausente Presente

Participagdo de mastdcitos Ausente Presente

Participacdo de linfocitos Presente Presente

Participacdo de neutrofilos Presente Ausente

Patologia Doengas auto-imunes e Alergias e resposta a infecgdes

resposta a infegles virais e helminticas.
bacterianas

Adaptado de Ponte et al, 2007 Thl: T helper 1 (linfocitos T auxiliares do tipo 1); Th2: T helper 2 (linf6citos T auxiliaresdo tipo 2);
IgE: imunoglobulina E; 1gG: imunoglobulina G.

e A hipoétese da Higiene

De acordo com a hipdtese da higiene, as politicas de vacinacdo e de saneamento
basico implantadas nas Gltimas décadas em paises desenvolvidos previnem doencas
infecciosas na infancia, o que impede o equilibrio imunolégico, explicando o aumento
da prevaléncia de doengas alérgicas. Strachan em 1989, o qual primado pelo paradigma
de que exposicdo a microbidticos poderia causar tanto doenca quanto protecdo a outro
tipo de doencas, criando-se assim uma dicotomia, que € a base da teoria da higiene, cria
assim esta hipdtese que passa a ser entendida como que, a exposicdo a estes agentes
poderia resultar em um efeito protetor contra o desenvolvimento de doencas, sobretudo
as doencas alérgicas. Varias explicacbes podem embasar o fato notério do aumento
destes processos de exacerbacdo da resposta imune, tais como a migracao para as zonas
urbanas, afastando-se assim do feno, dos parasitas, dos microrganismos do solo, bem
como a exposicao aos antibidticos o que modificou a colonizagdo da flora intestinal, as
imunizacgdes, a reducdo da hepatite A, o ambiente modificado através de medidas de
higiene e saneamento e as modificacbes dos padrbes alimentares. S&0 mudancas

epidemioldgicas rapidas e que nao podem ser explicadas por modificacdes genéticas.
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e Epidemiologia das doengas alérgicas

O estudo chamado The International Study of Asthma and Allergies in
Childhood (ISAAC) realizou uma investigacdo extensa da prevaléncia de asma no
mundo. Neste estudo, a prevaléncia de sibilos no ultimo ano em adolescentes de 13 e 14
anos foi bastante varidvel, indo de 2,1% na Indonésia até 32,2% na Inglaterra. No
Brasil, a prevaléncia foi de 23,3%. Paises industrializados, de cultura ocidental e de
lingua inglesa, e alguns paises da América Latina, tém maior prevaléncia de asma do
que outros paises em desenvolvimento (ABERG, 1995; PONTE, et al.; 2007). Apesar
de fatores genéticos serem importantes para explicar a variabilidade da prevaléncia de
asma no mundo, a genética ndo explica o acentuado crescimento recente da prevaléncia
de asma, rinite alérgica, eczema e reatividade ao teste alérgico cuténeo verificado em
varios paises (ABERG, 1995; VON MUTIUS, 1998). o que provavelmente esta

relacionado com mudangas ambientais ocorridas nas ultimas décadas.

Entre os fatores ambientais que podem influenciar o surgimento de doencas
alérgicas estdo as infec¢des na infancia. Em recém nascidos, a populagéo de linfocitos T
do corddo umbilical tem atividade imunologica predominantemente Th2, semelhante ao
que ocorre em individuos alérgicos (PRESCOTT, 1989). E possivel supor que haja uma
predisposicdo natural para o desenvolvimento de doengas alérgicas na infancia e que as
doencas infecciosas adquiridas nesta faixa etaria contribuam para o desenvolvimento de
um equilibrio da atividade imunolégica, prevenindo o surgimento das alergias. Esta é a
hipdtese da higiene (STRACHAN, 1989), que tem o respaldo de publicacdes que
demonstraram associacdo inversa entre alergia e exposicdo a infecgdes virais,
bacterianas e helminticas (SHIRAKAWA et al., 1997).

e Classificacdo das alergias

As principais alergias estdo classificadas em alergias respiratorias, alergias
cutaneas, alergias alimentares e alergias a drogas. Segundo uma visdo atual, a atopia
seria predisposicdo hereditaria do sistema imune a privilegiar reacGes de
hipersensibilidade mediada por IgE, em resposta a antigenos comuns na alimentacao, no

ambiente intra (aeroalérgenos) e extradomiciliar, conceito esse situando a dermatite
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atépica como uma das manifestacdes das doencas da triade atopica (dermatite atdpica,

asma, rinite alérgica).
Asma

A Asma é uma doenca inflamatdria crbnica, caracterizada por hiper
responsividade das vias aéreas manifestando-se por obstrucéo ao fluxo aéreo, reversivel
espontaneamente ou pelo tratamento, com episddios recorrentes de sibilancia, dispnéia,
aperto no peito e tosse, particularmente a noite e pela manha ao acordar. O diagndstico
da asma pode ser baseado em condicGes clinicas e funcionais (LAITINEN, 1985;
DJUKANOVIC, 1990).

De acordo com projeto diretrizes diagnostico e tratamento da asma bronquica,
do Ministério da Saude, 2001 e do GINA (GINA (GLOBAL INITIATIVE FOR
ASTHMA) o diagnostico clinico de asma pode ser feito quando um ou mais dos
seguintes sintomas estiver presente: dispnéia, tosse cronica, sibilancia, aperto no peito
ou desconforto toracico, particularmente a noite ou nas primeiras horas da manhd;
sintomas episddicos;melhora espontanea ou pelo uso de medicacdes especificas para
asma (broncodilatadores, antiinflamatorios esteroides); diagndsticos alternativos
excluidos. Para caracterizar a evidéncia clinica de asma as seguintes perguntas devem

ser feitas:

e Tem ou teve episddios recorrentes de falta de ar?

e Teve alguma crise ou episddios recorrentes de sibilancia?

e Tem tosse persistente, particularmente a noite ou ao acordar?

e Acorda por tosse ou falta de ar?

e Temtosse, sibilancia, aperto no peito apds atividade fisica?

e Apresenta tosse, sibilancia ou desenvolve aperto no peito apds exposicdo a
alergénios como mofo, poeira de casa e animais ou irritantes como fumaca de
cigarros e perfumes ou apos resfriados ou alteracdes emocionais como risada ou
choro?

e Usa alguma medicacdo quando os sintomas ocorrem? Com que freqiiéncia? Os

sintomas sao aliviados quando a medicacéo é usada?
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Rinite Alérgica

O diagnéstico clinico da rinite pode ser dado baseado na histéria clinica tipica,
que revela o aparecimento dos sintomas (prurido nasal, ocular, auricular, rinorréia
aquosa, espirros em salva e obstrucdo nasal) quando existe o contato com alergénos.
Entretanto, os sintomas também podem surgir apds o contato com irritantes (odores
fortes, ar frio, poluicdo, fumaca de cigarro, perfumes etc.). Fatores como a frequéncia,
intensidade, duracéo e periodicidade dos sintomas, relagdo com atividades profissionais
ou de lazer, assim como o impacto na qualidade de vida e ainda questionar a presenca
de antecedentes pessoais e familiares de atopia (asma, dermatite atopica, etc.), fazem
parte da investigacao da rinite alérgica (WILSON et al,. 2001; DEMOLY, 2003).

Urticaria

A urticaria € uma manifestacdo alergica, que pode envolver pele e mucosas, e
cujas lesdes se apresentam morfologicamente como eritemato- edematosas, ou por
vezes, de cor palida, circunscritas, isoladas ou agrupadas, fugazes, geralmente
numulares ou lenticulares, podendo variar em forma e tamanho, assumindo
freqlientemente arranjos geogréaficos ou figurados. S&do consequentes a vasodilatacéo,
aumento da permeabilidade capilar e edema da derme, estando geralmente associadas a
prurido intenso. A duracdo das lesdes individualizadas é fugaz, em torno de 24 a 48
horas, esmaecendo sem deixar sequelas na pele, acompanhadas ou ndo de edema de
partes moles ou mucosas, denominado angioedema (FRANCA, 2000; GRATTAN,
2001).
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2.3 A atopia e relacdo com leucemia linfoide aguda na infancia

A prevaléncia das doencas alérgicas tem tido um crescente aumento nas Gltimas
décadas. Muito tem se especulado a cerca da sua interacdo com o desenvolviemento de
outras doencgas. Uma dessas hipdteses é de que a atopia influenciaria patologias como
diabetes melito tipo I, as doengas cardiovasculares e o cancer. Existe na literatura um
debate sobre histéria de alergia e risco de desenvolvimento de cancer e Wang e Diepgen
em 2005, realizaram uma revisdo dos estudos epidemioldgicos sobre esse tema,
avaliando diversos tipos de canceres como colo-retal, pancreas, linfomas, e leucemias.
A revisdo sobre leucemias neste estudo refere diversos trabalhos, na maioria deles,
estudos do tipo caso-controle. Os principais estudos citados referenciam uma baixa
associacdo de desenvolvimento de leucemias na infancia e precedente de alergia, sendo
a alergia prévia fortemente apontada como fator de protecdo para desenvolvimento de
LLA na infancia (KINLEN & PETRIDOU, 1995; SCHUZ et al., 2003; COOPER et al.,
1996 ). Outro estudo conduzido no Japdo, nos Estados Unidos, e na Alemanha,
mostrado no trabalho conduzido por Petridou em 1997, com 153 criancas, relacionando
um efeito protetor para desenvolver LLA de 60% em criancas com historia de atopia e
internamentos por processos alérgicos .

No que diz respeito ao cancer, a alergia tem sido apontada como desempenhando
um papel de fator de protecdo contra o desenvolvimento de neoplasias. Como
demonstraram Wang e Diepgen (2005), a doenca atdpica tem sido apontada como um
fator de risco inverso ou protecdo para o desenvolvimento de leucemias em criancas. A
tabela 5 mostra um resumo dos principais estudos de associacdo de atopia e leucemias

na infancia modificado de Wang e Diepgen em 2005.

Alguns estudos apontam para essa evidéncia de protecdo entre alergia e
desenvolvimento de leucemias em criancas, conforme foi resumido na tabela 1, sendo
essa assoicacdo inversa entre atopia e risco de leucemia, praticamente unanime nos
trabalhos apontados nos ultimos vinte anos. Wen et al., 2000 conduziram um grande
estudo do tipo caso-controle constituido de 1.842 casos e 1.986 controles. As condi¢oes
alérgicas pesquisadas neste estudo foram asma, rinite alérgica, alergia alimentar, alergia
a drogas, eczema de contato e urticaria. Os resultados encontrados apontam para uma

reducdo de 30% no risco de desenvolvimento de LLA quando o sujeito estudado
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apresentou alguma dessas condicGes alérgicas e além disso, o numero de condi¢Ges
alérgicas apresentadas influenciaram também no risco de desenvolver leucemias, como
demonstrado por uma tendéncia de decréscimo linear de risco de desenvolver LLA
versus aumento no total de alergias apresentadas por cada individuo. O efeito protetor
da alergia em criancas e risco de LLA também foi muito bem enfatizado num estudo de
Schuz et al, em 2003, realizado na Alemanha, o qual envolveu 1.294 individuos entre
portadores de LLA e controles. A exposicdo estudada foi classificada em rinite,
neurodermatite, asma, eczema, urticaria, alergia alimentar e alergia a drogas. Para rinite
a razdo de chances de desenvolvimento de LLA foi de 0.5 com intervalo de confianga
de 0.3 a 0.7, sendo esse fator rinite, nesse estudo um fator de protecdo para LLA.
Entretanto para leucemia mieloide aguda a razdo de chance encontrada com esse
mesmo fator, foi de 1.0 com IC de 0.5 a 2.1. Para a exposi¢do asma, a razdo de chance
encontrada foi de 0.6 com IC de 0.3 a 1.4, isso para LLA, pois para LMA, ndo foi
apresentado o risco quando o fator foi asma. Resultado de razdo de chance idéntico foi
encontrado para a exposicdo eczema de contato, ja com relagcdo a urticaria, houve uma
associacgdo diferente, comOR =1.1e IC 95% de 0.6 a 2.9 para LLA. Esses achados de

Schuz estdo resumidos na tabela 5.

Essa relacdo entre o sistema imunoldgico e risco para desenvolvimento de LLA
tem levado o0s pesquisadores para investigacdo de outros fatores intimamente
relacionados com a resposta imune, e consequentemente, apontados como associados a
risco de desenvolvimento de leucemia linfoide, a exemplo das infecgdes maternas,

infeccdes na crianca, aleitamento materno e imunizacao.



Tabela 5- principais estudos que avaliaram a associacdo de atopia com leucemias em

criangas
Estudo/pais Tipo de estudo N2 casos  Exposi¢do OR/IC 95%
Cooper et al, Caso controle 811 Asma/LLA 0.9 (0.4-1.9)
1996, Estados de base Eczema/LLA 1.7 (0.7-4.2)
Unidos populacional Rinite/LLA 1.0(0.6-1.8)
Linet at al,1986, Caso controle 342 Rinite 0.5(0.3-1.0)
Estados Unidos de base Eczema 0.7(0.3-1.5)
hospitalar Asma 1.1(0.5-2.6)
Urticaria 0.7(0.4-1.0)
Linet at al,1987, Caso controle 100 Alergia 1.0(0.5-2.3)
Estados Unidos de base
hospitalar
Nishe e Miyake,  Caso controle 63 Atopia 0.3(0.1-0.8)
1989, Japao de base
hospitalar
Petridou et Caso controle 153 Alergia 0.4(0.1-1.4)
al,1997, Grécia de base
hospitalar
Schuz et al, Caso controle 1294 Rinite 0.5(0.3-0.7)
2003, Alemanha de base Neurodermatite 0.5 (0.3-0.7)
populacional Asma 0.6 (0.3-1.4)
Eczema de 0.6 (0.4-1.0)
contato
Urticaria 1.1 (0.6-2.9)
Alergia adrogas 0.8 (0.6-1.2)
0.8 (0.6-1.0)
Wen et al, 2000, Caso controle 1842 Asma 0.6 (0.5-0.8)
Estados Unidos de base Rinite 0.7 (0.6-0.8)
popualcional Alimentar/droga 0.7 (0.5-0.9)
Eczema 0.9(0.7-1.2)
Urticaria 0.7 (0.6-0.8)
Alergia

Adaptado de Wang e Diepgen, 2005.



35

2.4 As hipdteses que associam causalidade com LLA

e HipoOteses de Greves e Kinlen

Duas hipoteses foram levantadas como sendo possiveis de explicar a associacdo
de leucemias na infancia e fatores ambientais associados a resposta imunoldgica. A
hipotese de Kinlen (1988) sugere que residentes em regides de alta miscigenacdo
populacional estariam sujeitos a um risco aumentado de desenvolver leucemias. Sua
hipotese se baseia na observacdo de que em areas previamente isoladas no Reino Unido,
as quais receberam um grande afluxo populacional nos anos 1950, foram constatados
niveis de ocorréncia de leucemia mais altos que a média nacional para a época. Uma das
explicagdes postuladas para este fato seria 0 aumento na exposi¢do destes habitantes a
infeccdes virais e de que essa populagdo poderia possuir uma baixa imunidade natural.
Estes agentes infecciosos seriam 0s responsaveis pelo desencadeamento de leucemias
agudas (KINLEN et al, 1993; KINLEN LJ & PETRIDOU, 1995). Suspeita-se
atualmente dos seguintes agentes: Epstein-Barr virus, herpes virus tipo 6 e o parvovirus
B19 (MAGALHAES, POMBO-DE-OLIVEIRA, BENNETT et al, 2000). Desde entdo
varios pesquisadores tém procurado, através de estudos imunomoleculares, estabelecer
associacdo entre agentes infeciosos e leucemias infantis. A outra hipotese seria
postulada por Greaves em 1988, que por sua vez faz referéncia a duas possibilidades de
que uma resposta anormal as infeccbes comuns tem um papel decisivo no
desenvolvimento de leucemia linfoide aguda na infancia. A primeira possibilidade
descrita por Greaves baseia-se nas conclusdes de Kinlen (1988), ja citadas, em que
aumento na incidéncia de leucemia, em certos agrupamentos populacionais, devem-se a
mobilidade e mistura populacional resultando em infec¢des ocorrendo em individuos
previamente ndo expostos ou susceptiveis. A segunda possibilidade, denominada por
Greaves de hipdtese da "infeccdo atrasada”, afirma que leucemia linféide aguda é
causada por uma falta de exposicdo a infeccdo e por uma falha no sistema imune
infantil. Nestas criancas, posteriormente, uma resposta imune anormal ocorre frente a
infecces bacterianas e virais comuns, quando estas acontecem tardiamente (atrasadas).
Em 1995, Kinlen e Petridou, estudando indices de mortalidade infantil devido a
leucemia em 33 paises, ocorridas durante os anos de 1950 e 1960, perceberam aumentos

significativos nestas taxas em areas rurais sujeitas a migracdes e misturas populacionais.
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Os autores destacam o cuidado por eles tomado ao fazer comparagdes internacionais
quanto a mortalidade e percebem que, dentro deste contexto, Grécia e Italia se
sobressaem, corroborando a hipotese das infeccdes proposta por Kinlen em 1988.
Outros estudos tém sido realizados no sentido de estreitar essa associacdo de
causalidade/risco de desenvolvimento de leucemias na infancia e a participacdo do

sistema imunolégico.

Acredita-se que consideraveis variacdes temporais e geograficas na incidéncia
de LLA, possam refletir uma correlagdo com o0s niveis socioecondémicos de
desenvolvimento e sugere que haja um papel importante dos fatores ambientais no
envolvimento da patogénese da LLA entre criangas e adolescentes (KINLEN et al.,
1995; GREAVES et al., 1993). Diversas evidéncias epidemiologicas demonstram forte
relacdo de infecgdes nos primeiros anos de vida que poderiam influenciar no risco de
LLA, tendo inclusive sido ofertados diferentes cenarios para explicar essa associacao ,
mas 0 mecanismo bioldgico ainda precisa ser estabelecido (STILLER & PARKIN
1996).

e Hipotese Adrenal

Contrastando com essas duas hipoteses, de Greaves e Kinler, tem-se a Hipdtese
Adrenal, postulada em 2008 por Schmiegelow et al, na qual eles hipotetizam que o
risco de LLA na infancia estaria reduzido com o aumento de infec¢es nos primeiros
anos de vida. Isso se deveria ao fato de que a exposicdo a infeccbes promoveria ativacao
do eixo hipotalamo/hipofise/adrenal e elevaria os niveis séricos de cortisol, que
eliminaria clones leucémicos e pré-leucémicos nos tipos de LLA predominantes entre 0s
2 e 5 anos de idade. Essa Hipdtese Adrenal emerge de algumas observacdes que estdo

resumidas no quadro 1.



37

Quadro 1- Fundamentos da Hipotese Adrenal

1

A incidéncia de LLA mostra um pico antes dos 5 anos de idade que € mais
proeminente em paises com maiores indicadores de desenvolvimento que nos
paises menos ricos;

Nos paises ocidentais industrializados cerca de 80% dos casos de LLA B
possuem uma translocacdo ETV6/RUNX1 ou um clone leucémico
hiperhiploide. Ambos os subgrupos estdo relacionados com um evento
iniciado na vida pré-natal e tem uma fase pré-leucémica larga.

Uma porcentagem de recém-nascidos saudaveis possuem células de cordao
positivas para translocagédo t(12,21)/ETV6/RUNX1, que aumenta em 100x o
risco de desenvolver LLA ETV6/RUNXL positiva. E sendo assim, a cinética
de desaparecimento de tais células pré-leucémicas nos 1 a 2 anos de vida
poderiam influenciar o risco subseqtente de LLA.

Os glicorticoides estdo entre o0s agentes mais eficazes na terapia
antileucémica. Todos 0s casos que ocorrem na infancia sdo especialmente
sensiveis aos glicocorticoides.

Terapia com o horménio adrenocorticotréfico pode induzir niveis de cortisol
elevado, o que leva a remissdao morfologica na LLA.

Durante a infeccdo induzida por stress, a resposta do ACTH pode aumentar a
secrecdo de cortisol para niveis que sdo eqlipotentes com 0s niveis de
glicocorticoides usados na terapia antileucémica.

Infecgdes graves podem induzir a remissdo morfoldgica de LLA na infancia.
Permanéncia em creches e instituicbes de cuidados diarios aumenta
significativamente o risco de infeccGes e estd associado a um risco reduzido
de LLA na infancia.

Nos paises em desenvolvimento tanto a carga elevada de infecgdes quanto a
desnutricdo podem contribuir para uma ocorréncia menor de LLA na infancia,
pois aumenta a secrecdo de cortisol durante infecgbes e aumenta a resposta

celular ao cortisol.




38

10- Cerca de 90% dos casos de LLA na infancia sdo do tipo B e apresenta as
seguintes evidencias genéticas:

a. LLA na infancia, apresenta um pobre progndstico e frequentemente
envolve a translocacdo no gene MLL ou na regido cromossdmica
1192.3.

b. O pico de incidéncia da LLA ocorre entre 2 e 7 anos de idade, dos
quais 80 % da criangas nos paises desenvolvidos apresentam uma das
duas mutagdes: translocacao t(12;21)(p13;922)[RUNXI/ETV6] ou um
cariétipo com alta hiperploidia (X51 cromosomos). Ambos 0s
subgrupos tem uma alta taxa de cura com quimioterapia baixa a
moderada intensidade de agentes antimetabdlicos.
Epidemiologicamente este pico de incidéncia esta ausente ou menos
pronunciado nos paises em desenvolvimento.

c. Um grupo biologicamente heterogéneo de LLA de células T, de casos
com translocagdes t(9;22), amplificacdo AML1, dic(9;20), LLA
hipoploide e numerosos outras mutacGes leucémicas recorrentes
requerem altas doses de quimioterapias com 0s agentes

antimetabdlicos e ndo tem um pico de incidéncia.

Fonte: Adaptado de Schmiegelow et al., 2008

A hipdtese adrenal propbde que mudancas quantitativas e qualitativas possam
ocorrer no eixo hipotalamo-hipofise-adrenal que seria plausivel para explicar varias das
observacOes descritas por Greaves e Kinler em suas teorias da etiologia da LLA.
Entretanto estudos ainda necessitam ser realizados, sobretudo em paises em
desenvolvimento que tem uma incidéncia e prevaléncia de LLA diferentes dos paises
desenvolvidos, sobretudo devem ser estudadas de forma prospectiva as criangas que
apresentem células pré-leucémicas ja ao nascimento, bem como a cinética de
desaparecimento de células pré-leucémicas com interacdo com as infec¢bes na infancia
e ainda observacGes da resposta do ACTH em criancas saudaveis frente a sua histdria
infecciosa. No Brasil, estudo publicado por Azevedo-Silva et al em 2010 demonstrou

que houve uma mudanga nas taxas de incidencia de LLA no pais como um todo.
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Entretanto, existem diferengas na taxa de incidéncia de LLA entre as distintas regides
do pais, como por exemplo uma alta taxa em Curitiba e Goiania, e uma pequena taxa
em Aracaju e Salvador. Estas diferencas na taxa de incidéncia no Brasil, poderiam ser
explicadas em parte pelo fato do Brasil ser um pais tropical, com uma variedade de
infeccOes virais, parasitarias e bacterianas, e por esta exposicdo aos diferentes tipos de
infeccOes, e das distintas endemias nas diversas regies, poderia resultar em possivel
secrecdo continua de cortisol que poderia eliminar clones leucémicos em criangas que

vivem em regides expostas a determinados agentes infecciosos.
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3. MATERIAL E METODO

3.1 Delineamento do Estudo

Trata-se de um estudo do tipo caso-controle ndo pareado, de base hospitalar, no qual
os participantes foram selecionados entre os individuos que apresentavam o diagndstico
da doenca leucemia linfoide aguda (casos) e entre individuos que ndo apresentam a
doenca leucemia linfoide aguda (controles), para verificar a possivel associacdo de
risco ou protecdo entre a exposicao a determinados fatores (doencas alérgicas e outros
fatores) e o desenvolvimento da doenga (LLA).

3.2 Populacdo e amostra

Criancas e adolescentes com faixa etaria entre um a 18 anos de idade de ambos 0s
sexos. A amostra foi constituida da crianca e adolescente portador da neoplasia
hematoldgica (leucemia linfoide aguda subtipo ndo T) e de um grupo comparativo de
criancas e adolescentes ndo portadores da doenca maligna, dos estados de Pernambuco e
Paraiba e cuja genitora ap0s explicacdo da pesquisa concordou em assinar o termo de

consentimento livre e esclarecido (Apéndice A).
O dimensionamento da amostra
O célculo do tamanho da amostra foi feito utilizando-se software do Laboratorio de

Epidemiologia e Estatistica da Faculdade de Medicina da USP disponivel em

http://www.lee.dante.br/ e os seguintes critérios foram considerados para estudo do tipo

caso-controle:

Nivel de significancia do teste alfa=5%
Poder do teste 1-beta=80%
Proporc¢do de pessoas expostas ao fator de risco na populacdo=35% (alergia)

O valor de OR minimo a ser detectado=0.25

o~ w0 N

Raz&o entre o nimero de casos e controles=1:2


http://www.lee.dante.br/
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A amostra esperada para com esses parametros foi de 58 casos e 116 controles, ja
sendo considerando um acréscimo de 10% para perdas. Inicialmente foram selecionados
80 casos de pacientes com leucemia linféide aguda do Centro de Oncologia do Hospital
Oswaldo Cruz da UPE no periodo compreendido entre 2008 e 2011, entretanto apds
depuracdo dos casos, aplicando-se os critérios de inclusdo de casos com leucemia
linfoide aguda ndo T, com idade entre 1 e 18 anos, com resultado de comprovagéo de
classificacdo da doenca através da imunofenotipagem e mielograma, a amostra final foi
constituida de 60 pacientes e 120 controles. A figura 1 mostra o fluxograma da selecéo e
exclusdo dos casos, onde a necessidade de exclusdo ocorreu devido a: ébito de pacientes
(07 casos); impossibilidade de fazer a coleta do material biolégico para as analises
laboratoriais (08 casos); e um total de cinco casos com critérios de diagnéstico final que
ndo se enquadravam no modelo: leucemia mieloide aguda ao invés de LLA (02 casos),
leucemia com comportamento bifenotipico (01 caso ndo confirmado, porém excluido),

leucemia com diagnostico de leucemia/linfoma (02 casos).
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130 casos de criancas saudaveis i) casos idantiicadas
foram pré-selecionadas daLiA

exclusédo de 20 casos

CRITERIOS DE EXCLUSAO DOS CASOS

8 pacientes n&o preencheram os
critérios laboratdriais
7 obitos antes da coleta de sangue
5 diagnosticos conflitantes de LLA

nao T
total c{e 120 controles com total de 60 casos de LLA
parémetros completos ndo T com parametros
completos

180 criangas e adolescentes com
parametros clinicos e laboratoriais

Figura 1- fluxograma da selecdo da amostra

Selecdo dos casos:
Critérios de incluséo
A definicdo de caso foi pré-estabelecida pelo diagndstico médico baseado em

alteracdes clinicas e achados laboratoriais com critérios ja definidos de diagndstico de

leucemia linfoide aguda, bem como a classificagdo do subtipo utilizando-se a
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imunofenotipagem das células da medula dssea atraves da técnica de citometria de
fluxo. Todas as criangas e adolescentes da amostra ja haviam sido diagnosticadas com
leucemia linfoide aguda, sendo o diagnostico de inclusdo dos casos feito através do
mielograma (presenca de linfoblastos acima de 20% na medula dssea segundo o
critério da OMS) e da identificacdo do subtipo de populacdo de linfécitos que adquiriu
transformacdo maligna, através da imunofenotipagem realizada por citometria de
fluxo. Todas as criancas e adolescentes com a doenca foram atendidas pelo Sistema
Unico de Saude no Centro de Oncologia do Hospital Oswaldo Cruz da Universidade
Estadual de Pernambuco (CEON-OC/UPE). Por se tratar de um centro de referéncia de
alta complexidade para tratamento do cancer infantil o CEON recebe criancas e
adolescentes de varios estados do Nordeste, sobretudo Paraiba e Alagoas, pela maior
proximidade. O quadro 2 mostra os critérios de classificacdo da leucemia linfoide
aguda, utilizando-se marcadores celulares com anticopos monoclonais pela técnica
laboratorial da citometria de fluxo. As classificacbes Pré-B, Comum, Pré-B e B sdo

consideradas ndo T.
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Classificacao da Linhagem B

Classificagao da Linhagem T

Marcador | Pr6-B | Comum | Pré-B B Pré-T | Intermediario T
HLA-DR + + + + +/- - -
TdT + + + +/- + + +
CD19 + + + + - - -
CD22(c) +/- + + + - - -
CD10 > + + -1+ -1+ -1+ +/-
CD20 - -+ + - - . :
CH - - + + - - -
Smlg - - - - - - _
CD7 . y y - + + +
CD2 - + +
CD3(c) +/- + +
CDla = +/- -
CD3 5 5 "
CD4/CD8 5 - >
TdT= terminal desoxinucleotil transferase;CD22(c)=CD22 intracitoplasmatico;cpu=cadeia

citoplasmatica; Smlg=imunoglobulina de superficie; +=expressdo do antigeno; +/-:expressdo variavel,
frequentemente positiva;-/+:expressdo variavel, frequentemente negativa; -: auséncia de expressdo do

antigeno.

Adaptado de Souza et al,1998.
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Critérios de exclusdo

Casos de leucemia que ndo apresentaram os critérios de leucemia ndo T, ou ndo
foi possivel efetuar a coleta de dados e ou de material biolégico para ensaios
laboratoriais.

Selecdo dos controles

Os controles foram selecionados na propor¢éo de 1:2 pareados pela idade e sexo
com os casos pré-selecionados. Os controles foram criancas higidas da populacdo da
mesma area de abrangéncia do estudo, entre usuéarios do Sistema Unico de Sadde do
Complexo de Pediatria Arlinda Marques, Jodo Pessoa — PB, que compareceram ao
servico sem queixas clinicas, para realizacdo de exames de rotina, ou acompanhando a
mée com outro irmao doente, além de para atender aos requisitos dos programas sociais
do governo. O critério de inclusdo dos controles parte do principio que os controles
estejam também expostos aos fatores de risco ou protecdo ao agravo por estarem na

mesma area de abrangéncia dos casos.

Local do estudo

O presente estudo foi realizado nos estados de Pernambuco e Paraiba,
respectivamente no Centro de Oncologia do Hospital Universitario Oswaldo Cruz da
Universidade Estadual de Pernambuco, e no Complexo de Pediatria Arlinda Marques,
locais onde foram selecionados os casos diagnosticados de leucemia linfoide aguda e os
controles respectivamente. A analise de marcadores biologicos foi realizada no
Laboratorio de Patologia Clinica HEMATO, situado a AV. Maximiano Figueiredo, 387,
Centro, Jodo Pessoa-PB e em parceria com Laboratorios de patologia clinica de

referéncia como o Hermes Pardini em Belo Horizonte/MG.

3.3 Descricdo das variaveis do estudo

Dependente: leucemia linfoide aguda
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A leucemia linféide aguda foi o agravo estudado na crianca e adolescente entre
um e 18 anos e o diagndstico da doenca foi dado pela presenca ao mielograma de mais
de 25% de blastos linfoides na medula O&ssea; associado ao exame de
imunofenotipagem, que caracteriza o subtipo especifico da leucemia em linfoide ou
mieldide, nesse caso sO 0s casos de classificacdo imunofenotipica linfoides entraram no

estudo.

Independentes (fatores de risco ou de protecdo relacionados ao agravo/ ou variaveis

explicativas)

a)Variaveis relacionadas as condi¢cdes da mae e da gestacao

Instrugdo da mée - a escolaridade materna foi medida em fase de conclusdo do
estudo se ensino fundamental I completo ou incompleto, se ensino fundamental 11
completo ou incompleto, se ensino médio completo ou incompleto, se ensino superior
completo ou ndo concluido.

Idade materna - foi avaliada pela data de nascimento e subtraida da idade do
filho para identificar a idade em que ocorreu a gestacdo nos questionarios dos apéndices

Exposicédo a infeccdes na gestacdo - foi medido atraves de pergunta direta se
houve alguma infeccdo, do tipo bacteriana, ou doencas febris exantematicas que

caracterizariam infecgdes virais.

b)Variaveis relacionadas a crianca

Peso ao nascer - foi expresso em gramas e categorizado como > 2500 g ou <
2500 g.

Numero de pessoas que residem no mesmo domicilio da crianca - averiguado
através de pergunta direta no questionario dos apéndices B e C.

Aleitamento materno - foi perguntado se a crianca amamentou, em caso
positivo, foi subdivido em dois tempos, se mais ou menos de 3 meses de aleitamento

materno exclusivo, ou se mais ou menos de 6 meses de aleitamento materno exclusivo.
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Os casos em que houve aleitamento misto ndo foram considerados como sim, conforme
perguntas formuladas nos apéndices B e C.
Vacinagao - averiguagdo de todo o calendario vacinal preconizado pelo
Programa Nacional de Imunizacgdo (PNI) de acordo com as referéncias do cartéo
de vacina da crianga e ainda foram investigadas se receberam outras vacinas que

estejam fora do calendéario proposto pelo PNI, incluindo nimero de doses.

c) Variaveis relacionadas com a identificacdo do marcador de risco para o
agravo.

-Alergia prévia do tipo:

Asma - a existéncia de asma foi caracterizada através do diagnéstico clinico de
asma, seguindo as recomendacdes GINA (GLOBAL INITIATIVE FOR ASTHMA,
2009) expressas nos apéndices B e C.

Rinite alérgica - a existéncia de rinite alérgica foi caracterizada clinicamente
por perguntas elaboradas nos apéndices B e C de acordo com o diagndstico clinico de
rinite alérgica, conforme um sistema de escore clinico no qual a cada um de seis
sinais/sintomas (obstrucéo nasal, rinorréia, espirros, prurido nasal, prurido de orofaringe
e prurido ocular) foi atribuida uma pontuacédo de 0 a 3, de acordo com a intensidade do
sinal/sintoma, porém ndo foi objetivo desse estudo classificar a gravidade da rinite
alérgica e consideramos tendo rinite 0s que apresentava qualquer das classificacdes:
Pontuacdo total entre 1-6 indica rinite alérgica leve, entre 7 e 12, rinite moderada e entre
13-18, rinite alérgica grave (WILSON et al., 2001). Ainda foram levadas em
consideracdo as recomendacdes do projeto iniciativa ARIA (Allergic Rhinitis and its
Impact on Asthma) citadas por DEMOLY et al.,2003. As perguntas estruturadas estdo
expressas nos apéndices B e C.

Dermatite atdpica - a dermatite atépica foi caracterizada de acordo com 0s
critérios diagnosticos no guia de validacdo europeu de dermatite atopica (Clinical
Validation and Guidelines for the SCORAD Index: Consensus Report of the
European Task Force on Atopic Dermatitis, 1997). E as perguntas estruturadas para
deteccdo da exposicdo dermatite atdpica estdo expressas nos apéndices B e C.

Urticaria - a existéncia de urticaria foi caracterizada clinicamente por perguntas

elaboradas nos apéndices B e C de acordo com o diagnéstico clinico de urticaria,
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elaboradas com base no guia de definicdo, classificacdo e diagndstico de urticaria
GALEN (EAACI / GALEN / EDF / WAQ, 2009).

Nivel sérico de IgE total - foi expressa em valores de acordo com a técnica
laboratorial empregada que é a de quimiluminescéncia e os valores de referéncia
considerados como normais de acordo com os dados do fabricante que foi até 52 Ul/ml.
Todos os sujeitos participantes no estudo fizeram uso prévio de albendazol em dose
Unica de 400 mg duas semanas antes da coleta do sangue para reducdo da interferéncia
das parasitoses e helmintiases que podem elevar IgE sobretudo em regides com
saneamento basico insuficiente, como no Nordeste brasileiro.

Nivel sérico de 19gG para o virus de Epstein-Barr - foi expressa em valores
de acordo com a técnica laboratorial empregada que € a enzima imunoensaio (ELISA) e
os valores de referéncia considerados elevados para caracterizacdo infeccao recente é de
niveis de IgM > 12 Ul/mL e para infec¢do prévia niveis de I1gG > 10 Ul/mL.

Nivel sérico de IgG para o virus parvovirus B19 - foi expressa em valores de
acordo com a tecnica laboratorial empregada que é a de enzima imunoensaio (ELISA) e
os valores de referéncia considerados elevados para caracterizacdo infeccdo prévia
niveis de 19gG > 5,1 UI/mL.

Nivel sérico da proteina C reativa - foi expressa em valores de acordo com a
técnica laboratorial empregada que é a de determinacdo qualitativa e semi-quantitativa
da Proteina C Reativa (PCR) em amostras de soro pelo latex e os valores de referéncia

considerados elevados sdo > de 6 mg/ml na amostra.

Nivel sérico de anti-estreptolisna “O” (ASLO) - foi expressa em valores de
acordo com a técnica laboratorial empregada que é a de determinacdo qualitativa e
semi-quantitativa da anti-estreptolisina “O” (ASLO) em amostras de soro pelo latex e os
valores de referéncia considerados elevados sdo > de 200 U/ml na amostra.

Nivel de cortisol basal sérico - foi expresso em valores de acordo com o
método de quantificacdo empregado considerando a calibracdo do equipamento controle
de validacdo interna com dosagens de padrdes normais e alterados. Foram considerados
elavados os valores de cortisol > 23 mcg/dL.

Nivel de ACTH basal sérico - hormdnio adrenocorticotrofico foi expresso em
valores de acordo com o método de quantificacdo empregado considerando a calibracdo

do equipamento, controle de validagdo interna com dosagens de padrbes normais e
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alterados. Foram considerados normais os e valores do horménio adrenocorticotrofico
até 40 mcg/dL.

Uso prévio de glicocorticéides — o uso prévio de glicocorticoides foi
caracterizado por perguntas diretivas as maes sobre uso de medicamentos e apresentada
uma lista com os principais glicocorticoides dexametasona, prednisona e prednisolona,
além das apresentagdes inalatorias e parenterais para auxilia-las no reconhecimento dos
medicamentos. Foi caracterizado como tendo usado glicocorticdides as criangas e
adolescentes dos dois grupos que fizeram uso de corticoide inalatério mensalmente por
mais de seis meses/ano; os que usaram glicorticdides orais por pelo menos cinco dias
semanais no minimo 3 vezes por ano; e ainda considerado como uso positivo de
glicorticéides os que usaram glicorticdides via intramuscular ou endovenoso pelo

menos duas vezes por ano.

3.4 Consideracdes Eticas

A pesquisa foi realizada de acordo com as recomendacfes da Declaracdo de
Helsinque e ainda da Resolucdo 196/96 do Conselho Nacional de Saude, que trata da
pesquisa em seres humanos, onde foi elaborado um termo de consentimento livre e
esclarecido para os provedores das criangas explicando todas as informacdes e objetivos
da pesquisa, bem como o consentimento para coleta dos dados e de material bioldgico

para dosagens séricas de substancias.

A presente pesquisa foi submetida ao Comité de Etica em Pesquisa do
Hospital Universitario Lauro Wanderley da Universidade Federal da Paraiba e aprovada

conforme documento do anexo 1 e 2.

A coleta dos dados foi devidamente autorizada pelas instituicdes envolvidas

conforme documento do anexo 3.

3.5 Operacionalizacéo
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A medida de exposicdo nos casos e controles foi realizada através da aplicacéo
de um questionario clinico padronizado, de exame clinico, bem como da dosagem no

soro de marcadores da resposta inflamatoria e imune.

A quantificacdo dos marcadores biol6gicos

IgE total - A dosagem de IgE total foi realizada utilizando-se 0 método de
quimiluminescéncia com kit IMMULITE® 2000 assay para IgE, codigo L2KIES,
600 testes.

Pesquisa de anticorpos tipo 1gG para o virus de Epstein Barr - A dosagem de
IgG para o virus de Epstein Barr foi realizada utilizando-se 0 método de ensaio

imunoenzimatico ELISA, com kit human®

Pesquisa de anticorpos tipo 1gG para o virus parvovirus B 19 - A dosagem de
IgM e 1gG parvovirus B 19 foi realizada utilizando-se 0 metodo de ensaio

imunoenzimatico ELISA, com kit human®

PCR- A dosagem da proteina C reativa foi realizada utilizando-se o método de

com kit latex CEPA® para determinacéo da proteina C reativa, com 100 testes.

Pesquisa de anticorpos anti estreptolina - O para pesquisa desse marcador
utilizando-se o0 método de aglutinacdo em placa por particulas de latex com kit CEPA®,

com 100 testes.

Dosagem do cortisol sérico - a coleta de sangue para dosagem sérica do cortisol
basal foi feita entre 07h30min h e 08h00min pela manhd conforme instrucdes
especificas para ensaio dessa substancia, que tem influéncias bioldgicas de acordo com
o0 ciclo circardiano, através de puncdo venosa com cateter e preparo do paciente com
jejum de oito horas em tubo contendo gel para separacdo do soro. As amostras foram
acondicionadas, identificadas, centrifugadas para obtencdo do soro e em seguida
refrigeradas para posterior dosagem. A dosagem do cortisol sérica foi feita utilizando-se
kit de ensaio IMMULITE® 2000 assay para cortisol, em equipamento de

quimiluminescéncia.
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Dosagem do ACTH — a coleta de sangue para a dosagem sérica do ACTH foi
feita conforme as recomendacdes especificas para o ensaio utilizado, através de pungéo
venosa com cateter e preparo do paciente com jejum de oito horas. Todas as amostras
dos casos e controles foram colhidas de sangue venoso em tubo contendo o
anticoagulante EDTA para obtencdo de plasma. As amostras foram acondicionadas,
identificadas, centrifugadas para obtencdo do plasma e em seguida refrigeradas para
posterior dosagem. A dosagem do ACTH foi feita utilizando-se kit de ensaio
IMMULITE® 2000 assay para ACTH, em equipamento de quimioluminescéncia.

A Coleta de dados

Os dados foram obtidos por meio da aplicagdo de um instrumento com
questionario apés identificacdo e selecdo dos casos e controles. As fontes de
informacGes dos casos foram obtidas através de entrevistas com as mées e 0s pacientes,
alem de pesquisa nos prontuarios, historia clinica, exame fisico e coleta de sangue para
realizacdo de dosagem de marcadores biologicos, no préprio servico referenciado. Em
pacientes internados a coleta dos dados foi realizada a beira do leito e para os pacientes
que ndo estavam internados a entrevista, avaliacdo do prontudrio, histéria e exame
clinico foram feitas no ambulatorio de oncohematologia no prédio do CEON e a coleta
de sangue se deu nas instalacdes do laboratério do hospital Oswaldo Cruz, pela manha
antes da consulta médica. Para os controles as fontes de informacGes foram verificadas
no ambito ambulatorial, bem como a coleta de sangue se deu em estrutura de sala de

coleta montada no ambulatério exclusivamente para a pesquisa.

Aspectos gerais de biosseguranca

Antes da coleta sanguiinea, os tubos foram etiquetados com um protocolo
numérico previamente gerado, e utilizado na forma de etiquetas sendo afixadas nos
tubos e nos questionarios para ndo haver discordancia entre o material biolégico e os

dados da entrevista. Esse protocolo era implantado no ambito laboratorial para
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processamento das andlises utilizando-se os dados de identificagdo contidos no
formulério da entrevista. Para a anti-sepsia do local a ser puncionado, utilizou-se alcool
a 70% antes e apos cada procedimento. As coletas foram realizadas com o sistema a
vécuo e tubos e agulhas descartaveis e estéreis da marca Greiner-Bione® e descarte do
material foi feito em recipiente especifico para materiais perfuro-cortante e bioldgicos.
Esse tipo de residuo é encaminhado a empresa especializada em coleta e processamento
de residuos de servicos de saude (SERQUIP) conforme especificacbes da RDC n° 306
de 07/12/2004 (ANVISA).

Equipamentos de protecdo individual (EPI’s), tais como: jaleco, luvas
descartaveis, sapato fechado e mascara foram utilizados, e a desinfeccdo do local da
coleta foi realizada com alcool a 70% antes de cada procedimento e com hipoclorito de

sodio 5% apos os procedimentos de dosagens e de processamento das amostras.

N&o houve casos de acidente pérfurocortante com quaisquer membros da equipe.

Aspectos da entrevista/aplicacdo do questionario estruturado

Os entrevistadores foram treinados para utilizar um questionario clinico
estruturado com questdes abertas, bem como questbes fechadas e pré-codificadas. A
entrevista foi realizada no servico onde a crianca ou 0 adolescente estava sendo tratado,
seja na rotina ou resgate para 0S casos e para 0s controles no servico de salde onde
compareceu acompanhado da mée seja para fins de programas sociais, seja para
acompanhar algum irmdo com consulta médica. O questionario apresentou questdes,
envolvendo dados da mde, situacdo vacinal, aleitamento materno, dados sobre
caracterizacdo de asma e das outras alergias, além de dados referentes ao processo de
diagndstico, para 0s casos e controles e ainda as caracteristicas bioldgicas da doenca,

para 0S Casos.

Nesse instrumento constam, portanto, quesitos relacionados a doenga bem como

dados para elaboracédo de diagndstico relacionado a exposicao (alergia).
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Para a exposicdo, além da caracterizacdo e gravidade de acordo com as diretrizes
internacionais de asma, rinite alérgica, urticaria e dermatite atdpica, foram também

avaliados tratamentos ou uso de medicamentos para controle da alergia.

Foram necessarios trés entrevistadores auxiliares (estudantes de medicina

bolsistas de iniciagdo cientifica) e devidamente treinados e da area médica

Outros fatores como aleitamento materno, imunizacdo e infeccdo prévia pelo
virus EBV e parvovirus B 19, também foram analisados como possiveis fatores de risco

para o desenvolvimento do agravo.

Estudo Piloto

Foi realizado um treinamento com leitura do questionario e do manual de
instrucéo e simulacdo de entrevistas com estudantes do curso de graduacédo em medicina
bolsistas do PIBIC da Universidade Federal de Pernambuco e Universidade Federal da
Paraiba. Em seguida, realizado um estudo piloto, com o objetivo de determinar a
logistica do estudo, treinar a abordagem das familias pelos entrevistadores e, sobretudo,
testar a aplicacdo dos questionarios. Foram recrutados cinco casos e cinco controles

para treinamento da aplicacdao de questionario com as mées.

O estudo piloto proporcionou a avaliacdo da equipe, sobretudo no que diz
respeito a compreensao dos formularios, a execugdo destes e possiveis mudancas para
facilitar a compreensdo dos colaboradores e das mées. Conforme os resultados foram

introduzidas novas alteracdes em tempo habil.

A coordenacdo do estudo ficou sob responsabilidade do pesquisador principal,
que realizava historia clinica e exame fisico e ficou responsavel pelas reunides
sistematicas durante o periodo proposto para a coleta dos dados, além de relatérios com

descricdo das atividades desenvolvidas, bem como dificuldades e facilidades.
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3.6 Processamento e analise dos dados

O software Excel - 2007 foi utilizado na constru¢do de um banco de dados para
as questdes contidas nos instrumentos de coleta dos dados dos casos e dos controles e as
variaveis foram inventariadas quanto a categorias, valores numéricos, conforme indica
os apéndices B e C. As informac6es contidas no banco de dados foram transferidas para
0 pacote estatistico SPSS (Statistical Package for Social Sciences) — versdo 13.0. As
variaveis estudadas foram mensuradas nos niveis das escalas: nominal, ordinal e
intervalar. Inicialmente, efetuou-se a codificacdo das variaveis pertinentes, e procedeu-
se a consisténcia dos dados para o tipo de estudo proposto. A seguir, para 0
levantamento do perfil sdcio-demografico dos pacientes e controles em relagdo as
variaveis inerentes ao objeto de estudo, procedeu-se a andlise estatistica através da
construcdo de tabelas de frequiéncias simples, medidas descritivas, cruzamentos de

variaveis (tabelas de frequiéncias conjuntas) e figuras pertinentes.

Na seqliéncia, e de acordo com objetivos especificos propostos de comparar as
exposi¢des entre dois grupos um de doente e um de ndo doentes para testar associacoes,
foram utilizadas técnicas da estatistica inferencial bivariada e multivariada, com uso do
pacote estatistico SPSS-ver 13.0, tendo sido aplicados os seguintes testes estatisticos, ao

nivel de 5% de significancia:

Teste de associacdo de y* — Teste ndo-paramétrico para tabela de dupla entrada | x c.
Mede a existéncia ou ndo de associacao entre duas variaveis categoricas, em particular é

usado em tabela de contingéncia 2x2 para variaveis dicotdmicas.

Teste exato de Fisher — alternativa do teste de associacdo de 4 para tabela de

contingéncia 2x2, quando ocorre casela ou célula com frequéncia esperada inferior a 5.

Determina o calculo exato da significancia p-valor.

Odds Ratio (OR) — Razéo de chances ou vantagens, também conhecida como a razdo
dos produtos cruzados numa tabela de contingéncia 2x2 OR (IC 95%). Calculada a
partir do Teste de associacdo de qui-quadrado ou da Regressdo logistica binaria,

dependendo da categorizacao da variavel.
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Regressdo Logistica Bindria — cuja variavel dependente Y é dada por uma variével
categorica dicotbmica, contendo apenas uma varidvel independente no modelo nédo

ajustado, considerando significativo o valor p < 0,20).

Regressdo Logistica Multipla — cuja variavel dependente Y é dada por uma variavel

categorica dicotbmica, contendo apenas uma ou mais Vvariaveis independentes no
modelo ajustado, considerando significativo o valor p < 0,05). Para a andlise de
regressdo logistica multipla ou hierarquizada foram selecionadas as variaveis
independentes que na analise de regressdo logistica binaria apresentaram valor de p
<0,20. Para o estabelecimento de associa¢do ou ndo entre as variaveis independentes e a
variavel resposta no modelo de regressao logistica (ap6s ajuste) foi considerado o nivel

de significancia estatistica de 5%.
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RESUMO

Introducdo: a leucemia linféide aguda (LLA) é o céncer pediatrico mais comum.
Diversos fatores relacionados ao sistema imunoldgico podem estar associados ao risco
de LLA, e dentre estes a presenca de doencas alérgicas. A proposta deste estudo foi
investigar uma possivel associacdo entre alergias e niveis elevados de IgE total com a
leucemia linfoide aguda na infancia e adolescéncia.

Meétodo: Trata-se de um estudo do tipo caso-controle ndo pareado de base hospitalar,
cuja amostra foi constituida de 60 criancas e adolescentes com diagnostico incidente de
leucemia linfoide aguda ndo T, classificadas pela avaliacdo da medula Gssea através do
mielograma e imunofenotipagem e 120 controles selecionados com proporcionalidade
com relacdo a idade e sexo a partir dos casos e oriunda dos estados de Pernambuco e
Paraiba no nordeste brasileiro, entre 2008 e 2011. A coleta dos dados consistiu na
aplicacdo de questionario estruturado para identificacdo de doencas alérgicas como
asma, rinite alérgica, antecedente de urticaria e dermatite atopica, e uso prévio de
glicocorticoides, além de exame clinico e coleta de sangue para dosagem de IgE total.
Resultados: Para o modelo ndo ajustado as variaveis de exposi¢cdo que apresentaram
valor de p < 0,20 foram a escolaridade materna (p= 0,005), asma ( p= 0,116), rinite
alérgica(p = 0,032) , dermatite atopica (p = 0,009) e urticaria (p = 0,011), mais de uma
doenca alérgica (p = 0,086 ) e niveis séricos de IgE elevados acima de 52 1U/mL (p =
0,000). Apos o modelo ajustado através da analise de regressao logistica persiste a
significancia de uma relacdo inversa para asma quando comparados 0s casos com 0S
controles apresentando p = 0,044 e OR/IC 95% 0,14 (0,02 — 0,95); e para 0s niveis de
IgE p = 0,001 e OR/IC 95% 0,10 (0,02 — 0,4).

Conclusdo: Niveis elevados de IgE total, e a histéria de asma, parecem promover

algum papel em proteger criancgas e adolescentes de LLA.

Palavras-chaves: Leucemia linfoide aguda. Alergia. IgE. Leucemia na infancia. Funcao

imune
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ABSTRACT

Background: Acute lymphoid leukemia (ALL) is the most common pediatric cancer.
Several factors related to the immune system, such as preceding history of allergies,
may be associated with ALL.

Objective: To investigate a possible association between preceding history of allergy
and the elevation of Total IgE, with Acute Lymphoid Leukemia in children and
adolescents.

Methods: A hospital-based unpaired case-control study in the northeast region of
Brazil. The population included 60 patients diagnosed with non-T acute lymphoid
leukemia by means of bone marrow myelogram and immunophenotyping and 120
controls selected proportionally for age and gender. Data collection employed a
structured questionnaire to determine prior history of allergies, as well as total IgE
serum tests and clinical examinations.

Results: The results show that both total IgE serum levels and preceding history of
asthma have a significant inverse risk association with acute lymphoid leukemia. In the
unadjusted model, the exposure variables with a p-value < 0.20 were: asthma, elevated
IgE levels, concomitant allergy, atopic dermatitis, allergic rhinitis and urticaria. The
inverse relation to both asthma and IgE serum levels continued to be significant in the
adjusted model, showing sig p-value 0.044 and OR/CI 95% of 0.14 (0.02 — 0.95); and
sig p-value 0.001 and OR/CI 95% of 0.10 (0.02 — 0.41), respectively.

Conclusion: High levels of total IgE, especially related to asthma, appear to contribute
to alterations in the immune system, play a role in protecting children and adolescents
from ALL.

Key words: Acute Lymphoid Leukemia, allergy, IgE, childhood leukemia, immune

function



59

INTRODUCAO

A leucemia linfoide aguda (LLA) € definida como a proliferacdo anormal,
monoclonal e progressiva de precursores linféides na medula 6ssea e com disseminacéao
para 0 sangue periférico e infiltracdo para outros 6rgdos como sistema nervoso, pele,
testiculos, bago e linfonodos A LLA é a mais comum neoplasia maligna da infancia em
criancas abaixo de 15 anos, sendo responsavel por 76 a 85% de todos os diagnosticos de
leucemias em criancas e representa mais de 30% das neoplasias malignas da infancia.'?
Estima-se que a leucemia apresente uma incidéncia de 3,9 a 7,0 casos/ano para cada
100.000 criancas abaixo de 15 anos, sobretudo em dados de registro dos paises
nérdicos. Apesar de todo sucesso no tratamento, as suas causas permanecem
enigmaticas. A doenca é biologicamente heterogénea e sua historia natural aponta para
0 surgimento de um clone pré-leucémico ainda na vida intra-uterina, muito
frequentemente por alteragbes cromossdmicas numéricas e estruturais sendo contudo
necessario um segundo gatilho pds-natal para promover novos eventos epigenéticos e
desencadear o crescimento desordenado dos clones de linfécitos imaturos e anormais.**
O periodo de laténcia entre o primeiro evento epigenético até o desencadeamento da

doenca é bastante variavel, desde poucos meses a vérios anos.*

Uma multiplicidade de possiveis fatores causais tém sido propostos. Uma
anormalidade da resposta imune as infec¢bes comuns tem emergido fortemente como
um plausivel mecanismo etiolégico da LLA.*> Nesse sentido a hipétese da higiene
talvez possa ser ampliada com uma visdo de interconexdo entre alergia e leucemia
linfoide aguda. O presente estudo tem como proposta avaliar a associacdo de alergia
prévia com leucemia linfoide aguda entre criancas e adolescentes em populacéo de pais

emergente.
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MATERIAL E METODO

Trata-se de um estudo do tipo caso-controle ndo pareado de base hospitalar, cuja
casuistica foi constituida de 60 criancas e adolescentes com diagndstico incidente de
leucemia linféide aguda néo T, classificadas pela avaliacdo da medula Gssea através do
mielograma e imunofenotipagem e 120 controles selecionados com proporcionalidade
com relacdo a idade e sexo a partir dos casos e por criancas e adolescentes saudaveis, da
mesma area geografica dos casos e usuarios do Sistema Unico de Saude e que
procuraram o servico de salde sem queixas clinicas, por causa dos programas sociais do
governo, oriunda dos estados de Pernambuco e Paraiba no Nordeste brasileiro, entre
2008 e 2011. A coleta dos dados consistiu na aplicacdo de questionario estruturado para
identificacdo de alergias como asma, rinite alérgica, antecedente de urticaria e dermatite
atdpica, uso préevio de glicocorticoides, além de exame clinico e coleta de sangue para
dosagem de IgE total, apos termo de consentimento livre e esclarecido.

Na caracterizacdo de alergia, a existéncia de asma foi caracterizada através do
diagnostico clinico de asma, seguindo as recomendagdes GINA (GLOBAL
INITIATIVE FOR ASTHMA); a existéncia de rinite alérgica foi caracterizada
clinicamente por perguntas elaboradas de acordo com o diagnostico clinico de rinite
alérgica, conforme um sistema de escore clinico no qual a cada um de seis
sinais/sintomas (obstrucéo nasal, rinorréia, espirros, prurido nasal, prurido de orofaringe
e prurido ocular) foi atribuida uma pontuacédo de 0 a 3, de acordo com a intensidade do
sinal/sintoma, porém ndo foi objetivo desse estudo classificar a gravidade da rinite
alérgica e consideramos tendo rinite 0s que apresentava qualquer das classificac@es:
Pontuacdo total entre 1-6 indica rinite alérgica. Ainda foram levadas em consideracao as
recomendacdes do projeto iniciativa ARIA (Allergic Rhinitis and its Impact on Asthma)
citadas por DEMOLY et al., 2003; a dermatite atopica foi caracterizada de acordo com
0s critérios diagnosticos descritos no guia de validacdo europeu de dermatite atdpica
(Clinical Validation and Guidelines for the SCORAD Index: Consensus Report of the
European Task Force on Atopic Dermatitis, 1997); a existéncia de urticaria foi
caracterizada clinicamente por perguntas elaboradas de acordo com o diagnéstico

clinico de urticaria, com base no guia de definicdo, classificagdo e diagnostico de
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urticaria (EAACI - European Academy of Allergology and Clinical Immunology /
GALEN - Global Allergy and Asthma European Network / EDF - European
Dermatology Forum / WAO - World Allergy Organization, 2009);**? Enfim, além do
achado epidemioldgico obtido através de questionario todas as doengas mencionadas
apresentaram repercussdo significativa na historia do individuo e foi realizado exame

clinico em cada individuo com histéria positiva de alergia

A andlise laboratorial de IgE total sérica foi expressa por valores de
referéncia considerados como normais de acordo com os dados do fabricante (52
Ul/ml). A dosagem de IgE total foi realizada utilizando-se o método de
quimiluminescéncia com kit IMMULITE® 2000 assay para IgE, codigo L2KIE6, 600
testes. Todos os sujeitos participantes no estudo fizeram uso prévio de albendazol em
dose Unica de 400 mg duas semanas antes da coleta do sangue para reducdo da
interferéncia das parasitoses e helmintiases que podem elevar IgE sobretudo em regides

com saneamento basico insuficiente, como no Nordeste brasileiro.

Além das variaveis de alergia (asma, rinite, dermatite atopica e urticaria e
dosagem de IgE sérica), variaveis como escolaridade materna, nUmero de pessoas no
domicilio, presenca de infeccdo materna durante a gravidez, aleitamento materno, peso

ao nascer também foram avaliadas

Analise estatistica: o software Excel - 2007 foi utilizado na constru¢do de um
banco de dados para as questbes contidas nos instrumentos de coleta dos dados. As
variaveis estudadas foram mensuradas nos niveis das escalas: nominal, ordinal e
intervalar e efetuou-se a codificacdo das variaveis pertinentes com avaliacdo da
consisténcia dos dados. Foram utilizadas técnicas da estatistica inferencial bivariada e
multivariada, com uso do pacote estatistico SPSS-versdo 13.0, tendo sido aplicados o
Teste de associacdo de x” e/ou uso de Regressdo Logistica Binéria para o calculo do
Odds Ratio (OR) e seu IC 95% considerando os fatores de forma isolada e significativo
o valor p < 0.20. Para o0 modelo ajustado foi utilizada a Regressdo Logistica Multipla

com nivel de p valor < 0.05.
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RESULTADOS

A tabela | demonstra as caracteristicas gerais da amostra, em que se verifica que houve
um discreto predominio do sexo masculino, a faixa etaria com maior ndmero de

criangas foi entre 1 e 6 anos.

A tabela Il demonstra 0 OR ndo ajustado de risco de LLA considerandos-se as varaveis
de controle Nimero de Pessoas no Domicilio para até 3 pessoas p = 0.96 com OR 95%
0.98 (0.36 a 2.60); entre 4 e 7 pessoas p = 0,85 e OR 95% 0.92 (0.38 a 2.25); para acima
de 7 pessoas no domicilio OR 95% 1.00), Infeccdo Materna ausente na gravidez p = 0.25
com OR 95% 0.63 (0.28 a 1.39), Peso ao Nascimento < 2.500 g OR 95% 1.00; Peso ao
Nascimento > 2.500 g apresentou p = 0.87 e OR 95% 0.92 (0.36 a 2.40), Aleitamento
Materno e OR 95% 1.00; Aleitamento Materno ndo p = 0.83 e OR 95% 0.94 (0.50 a 1.74).

As variaveis ndo apresentaram significancia para o modelo.

A tabela 11l demonstra OR no modelo ndo ajustado para as variaveis asma, rinite
alérgica,dermatite atopica, antecedentes de urticaria aguda e niveis séricos de IgE total.
As principais variaveis que apresentaram significancia (p < 0.20) quando comparado 0s
casos de LLA (Leucemia Linfoide Aguda) e os controles normais foram: Asma (p =
0.116); Rinite alérgica (p = 0.032); historia de Urticaria (p = 0.011); Dermatite atopica
(p = 0.086); Concomitancia de doencas alérgicas (p = 0.009) e Niveis séricos de IgE (p
= 0.000). Estas variaveis foram consideradas na avaliagio do modelo de regressao
logistico multivariado. Em relacdo as variaveis de controle que poderiam ter alguma
influencia em doencas alérgicas ou LLA, tais como peso ao nascer aleitamento materno
exclusivo, nimero de pessoas no domicilio e ndo houve diferenca significativa entre os

grupos.

Na Tabela IV estdo apresentados OR no modelo ajustado para as doencas alérgicas
Asma, Rinite alérgica, antecedentes de Urticaria, Dermatite atOpica e concomitancia de
doenca alérgicas niveis séricos de IgE total para a ocorréncia ou ndo de LLA. Apenas
as variaveis Asma com OR e IC de 0,14 (0,02 — 0,95) e p = 0,044 < 0,05 e niveis séricos
de IgE com OR e IC de 0,10 (0,02 — 0,41) e p = 0,001 < 0,01 apresentaram significancia
apos ajuste. A relacdo de asma e niveis séricos de IgE apresentaram-se como fator de

protecdo, ou risco inverso de desenvolvimento de LLA. Apds o ajuste a variavel rinite
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alérgica ndo apresentou significancia, provavelmente pela alta associagdo que a rinite

alérgica apresenta com relagdo a asma. .***
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DISCUSSAO

Os resultados obtidos demonstram uma relacdo de risco inversa entre nivel

sérico de IgE total, asma e leucemia linféide aguda.

A leucemia linféide aguda é uma doenca biologicamente heterogénea que ainda
ndo apresenta patogenia completamente estabelecida. A historia natural da Leucemia
Linféide Aguda na infancia aponta para o surgimento de um clone pré-leucémico ainda
na vida intra-uterina, muito freqiientemente por alteragcbes cromossémicas numericas e
estruturais € um segundo processo de exposicdo pos-natal deve ser necessario para
promover mudancas epigenéticas e desencadear o crescimento desordenado dos clones
de linfcitos imaturos e aberrantes. Possiveis fatores precipitantes ou protetores desse
segundo evento necessitam ser pesquisados sob a otica epidemioldgica, sob uma visao

clinica e também a partir das observacdes de modelos biolégicos. *

Surge entdo o questionamento quanto a relacéo existente entre leucemia linfoide
aguda em criancas e historia prévia de alergia.’> Esse tema foi avaliado por
pesquisadores do United Kingdon Childhood Cancer Study (UKCCS), em 2007. O
estudo relacionou antecedentes de asma, rinite e dermatite atopica com risco de LLA.
Os resultados do UKCCS evidenciaram uma reducdo de risco de 30% de leucemia
linfoide aguda nos sujeitos com antecedentes de dermatite atopica, com OR=0,70 a um
intervalo de confianca de 95% (0,51 a 0,97). Associacdo maior foi encontrada para 0s
que tiveram rinite alérgica com OR=0,47; 1IC=95% (0,26-0,85). Esses achados sugerem
fortemente que ha uma relacdo inversa entre alergia prévia e leucemia linfoide aguda
em criangas e conseqiientemente compativel com a hipdtese de uma resposta imune
desregulada teria uma estreita associacdo com a leucemia linfoide aguda na infancia.*®
Achados semelhantes em relacdo a asma e nivel de IgE total foi encontrado neste

estudo de base clinica e epidemiolégica.

Outras pesquisas que antecederam o UKCCS, corroboraram com essa hipétese,
podendo-se destacar o estudo de caso-controle de base hospitalar de Linet et al em
1986, no qual os fatores de risco estudados foram rinite, eczema atdpico, asma e
urticaria e cujos resultados foram de alta associacdo inversa encontrada para rinite,
dermatite e urticaria, com valores respectivos de OR 0,5 (0,3-1,0), 0,7(0,3-1,5), 0,7(0,3-
1,5).%
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Um estudo de metanalise desenvolvido por Linabery et al (2010), resumiu as
evidéncias epidemioldgicas de associacdo de alergia com LLA com pesquisas oriundas
de 1952 a 2009 e incluiu dez estudos de caso-controle, e oito destes estudos
demonstraram associag@o inversa entre alergia e LLA. A relacdo entre LLA e asma
apresentou odds ratio de 0,79 (odds ratio (OR) 0,79, 95% IC: 0,61 — 1,02), a de eczema
foi de 0,74 (OR 0,74, 95% IC: 0,58 — 0,96), e para rinite alérgica apresentou odds ratio
de 0,55 (OR 0,55, 95% IC: 0,46- 0,66)."’

Wang & Diepgen (2005) realizaram um grande estudo de revisdo a cerca da
relacdo entre cancer e alergia. Nesse estudo as neoplasias com maior relacdo de risco
inverso foram as leucemias linfoides agudas nas criancas e os tumores cerebrais.'® A
nossa pesquisa de forma semelhante encontra resultados concordantes, quando
considera 0 modelo ndo ajustado, uma vez que as variaveis das doengas alérgicas
encontram-se freqlientemente associadas em um mesmo individuo, pois alergia é
doenca sistémica com manifestacdes em varios 0rgdos alvos. Essa importante ligacao
deve ser mais explorada e de fato, € possivel que o individuo com doenca alérgica em
uma visdo mais abrangente, frente as agressdes ambientais do mundo moderno seja na
verdade um individuo cuja hiper-reatividade imune possa servir de alerta e prevencédo
para LLA que € uma doenca potencialmente letal.

Assim, temos aqui uma ampliacdo da hipdtese da higiene, em que a auséncia de
processos infecciosos, apesar de induzir um desvio imune Th2 para hiperproducéo de
IgE e asma, teria um efeito protetor no que se refere ao desenvolvimento de LLA.

A hipétese da vigilancia imune afirma que o sistema imunoldgico reconhece
antigenos de células malignas como estranhas e monta uma resposta frente aos
mesmos, impedindo gue uma boa parte dos canceres potenciais se desenvolva a partir de
uma predisposicdo.°A presenca de uma condicio atopica poderia aumentar a vigilancia

3, 20 Em

do sistema imune monitorando, identificando e eliminando células malignas.
apoio a esta hipdtese existe a observacao de que pessoas imunocomprometidas tém um
risco aumentado de linfoma ndo-Hodgkin uma malignidade com a histologia idéntica a
de células da leucemia linféide aguda .2

Embora nenhum mecanismo biolégico tenha ainda sido estabelecido, o
principal fator que liga a leucemia linfoide aguda e a doenca atopica talvez seja o
processo dinamico no qual o sistema imunoldgico amadurece e responde aos estimulos

ao longo da infancia. As hipoteses levantadas por Greaves e Kinlen, sugerem um papel
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etiologico para o sistema imune no desenvolvimento da leucemia na infancia através da
teoria da exposicdo tardia e de uma resposta andmala as infec¢bes na vida precoce; ja
que nenhum virus responsavel ou outro agente infeccioso tem sido realmente
identificado até & data atual.?22324>2°

Kinlen (1988) levanta a hipGtese de que o aumento do nimero de casos de
leucemia, em certos agrupamentos populacionais, deve-se a mobilidade e mistura
populacional. E como resultado dessa mistura surgiria novos agentes infecciosos em
individuos previamente ndo expostos ou susceptiveis, que poderiam promover eventos
imunolégicos e resultar em transformacdo maligna, apds estas infeccdes. Greaves
(1989) propds um modelo hipotético de que a presenca de infec¢do induziria a resposte
imune celular mediada por linfécitos T que por sua vez produziria citocinas que
suprimiririam a hematopoiese normal e/ ou induziria a apoptose e neste contexto o clone
pré-leucémico pré-existente poderia ganhar uma vantagem proliferativa.. 3%
Contrariamente segundo outro modelo proposto por Schmiegelow (2008), as infecgdes
poderiam induzir a mudancas qualitativas e quantitativas no eixo hipotalamo-hipofise-
adrenal que resultaria em niveis séricos exacerbados de cortisol. Esta hiperfuncdo da
adrenal poderia eliminar clones pré-leucémicos, neste sentido o estimulo cronico da
glandula adrenal resultante de crises de asma e de uso freqiiente de esterdides nesses
pacientes poderia de alguma forma ter um efeito benéfico em prevenir o segundo
processo desencadeante de LLA em individuos pré-dispostos. 2

Considerando essas interacdes entre a hipOtese da higiene, que valoriza a
reducdo de doencas infecciosas como um possivel fator explicativo para o aumento da
prevaléncia das alergias e avaliando as hipoteses de Kinlen, Greaves e Schmiegelow em
relacdo ao papel das infec¢bes na génese da LLA, é possivel que exista um racional
biologico que ligue a historia prévia de alergia com alguma possivel protecao para LLA.
Assim, uma inadequada modulacdo da resposta imune parece encontrar-se envolvida em
ambas as doengas, 32930313233

O predominio de células T helper 2 (Th2) versus as células T helper 1 (Th1l), é
muitas vezes descrito quando se aborda a patogenese das atopias onde cada tipo de
célula tem um perfil de citocinas especifico. **Os bebés nascem com uma
predominancia do perfil Th2 imunoldgico; criancas ndo atépicas gradualmente migram
para um processo de Thl-dominante em torno dos dois anos de idade, enquanto que

criancas com histdrico familiar de atopia ndo conseguem fazer a transi¢do de Th2 para
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Thl tao facilmente e especialmente frente a um ambiente insento de pequenos
estimulos.**3*** A exposicao precoce aos varios agentes, em especial aos infecciosos é
avaliado como fundamental para estimular esta transi¢do. Dois tipos adicionais de
células T, linfocito T-regulatério e Thl7, também podem desempenhar algum papel
nesta complexa interacio entre atopia, infeccdes, e doencas auto-imunes.*®*’

O nosso estudo foi de base epidemioldgica, onde a caracterizacdo da exposicao
nos casos e controles foi feita de forma mais acurada, sob o aspecto clinico. Os
resultados encontrados da asma e nivel elevado de IgE total como tendo relacdo de
protecdo para LLA sdo relevantes do ponto de vista epidemioldgico, uma vez que essa
populacdo estudada apresenta caracteristicas ambientais, bioldgicas e sécio econdémicas
bem distintas de estudos anteriores com grande importancia sobre o tema.

A maior parte dos estudos envolvendo alergia e leucemias, de maneira geral,
sdo estudos de caso controle, os quais apresentam a limitacdo de temporalidade entre a
exposicdo e o surgimento do agravo. Sendo portanto, necessarios desenhos biologicos a
serem estruturados utilizando-se diferentes populacdes, em fungdo das variacdes
epigenéticas e que possam ampliar a aproximacdo com a etiologia das leucemias

linfoides na faixa pediatrica.
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TABELA |- Distribuicdo da amostra quanto ao género e idade das criancas e

adolescentes n=180

GRUPO
PERFIL Caso (LLA) | Controle (S/Doenca) Total
n % n % %

SEXO

Feminino 26 43.3 52 43.3 78 43.3

Masculino 34 56.7 68 56.7 102 56.7
FAIXA ETARIA

1a<7anos 35 58.3 70 58.3 105 58.3

7 a<12 anos 14 23.3 28 23.3 42 23.3

12 a 18 anos 11 18.3 22 18.3 33 18.3
Total 60 100 120 100 180 100
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TABELA 11- OR ndo ajustado do risco de LLA considerando-se 0 niumero de pessoas
no domicilio, infec¢Bes materna, peso ao nascer e aleitamento materno.

Grupo de estudo

Teste de % ou Regress&o

Variavel Total Caso | Controle Logistica Binaria

n % n % n %]/ Sig.p-valor OR (IC. 95%)
Pessoas p/domicilio °
Até 3 pessoas 52 100 17 33 35 67 p =0.96 0.98 (0.36 a 2.60)
Entre 4 e 7 pessoas 100 100| 34 34 66 66 p=0.85 0.92 (0.38 a 2.25)
Entre 7 e 10 pessoas 28 100 9 32 19 68 - 1.00
InfecgBes na gestacéo 2
Sim 39 100| 10 26 29 74 - 1.00
Nao 141 100, 50 36 91 64 p=0.25 0.63 (0.28 a 1.39)
Peso ao nascer-filho ®
< 2.500 gramas 22 100 7 32 15 68 - 1.00
> 2.500 gramas 158 100| 53 34| 105 66 p=0.87 0.92 (0.36 a 2.40)
Aleitamento materno ®
Sim 80 100 26 32 54 68 - 1.00
Nao 100 100, 34 34 66 66 p=0.83 0.94 (0.50a 1.4)
Grupo Total 180 100| 60 33| 120 67 - -

& Teste de associagdo de Qui-quadrado.

® Regressdo logistica binaria (variavel com mais de 2 categorias).
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TABELA |11 — OR ndo-ajustado para o risco de LLA (Leucemia Linfoide Aguda) em
individuos expostos segundo os tipos de alergias e niveis séricos de IgE.

Grupo de estudo

Teste de % ou Regressdo

Variavel Total | Caso (LLA) | Controle Logistica Binaria

n % n % | n % | 9P| Gr(C. 95%)
Asma?
Sim 46 100 11 24| 35 76 - 1.00
N30 134 100 49 37| 85 63| p<0.20 | 0.54(0.25a1.17)
Rinite alérgica ?
Sim 48 100 10 21| 38 79 - 1.00
Nao 132 100 50 38| 82 62| p<0.05 | 0.43(0.202a0.94)
Antecedentes de
Urticaria
Sim 26 100 3 12| 23 88 - 1.00
Nao 154 100 57 37| 97 63| p<0.05 | 0.22(0.06a0.77)
Dermatite atopica ®
Sim 15 100 2 13| 13 87 - 1.00
Nao 165 100 58 35| 107 65| p<0.20 | 0.28 (0.06 a 1.30)
Mais de uma alergia ®
Sim 49 100 9 18| 40 82 - 1.00
Nao 131 100 51 39| 80 61| p<0.01 | 0.35(0.16a0.79)
Niveis séricos IgE @
N&o-exp (IgE < 52) 99 100 48 48| 51 52 - 1,00
Exposto (IgE > 52) 81 100 12 15| 69 85| p<0.001 |5.41(2.61a11.22)
Grupo Total 180 100 60 33| 120 67 - -

# Teste de associagdo de Qui-quadrado.
b Regresséo logistica binaria (variavel com mais de 2 categorias).
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TABELA IV — OR ajustado para o risco de LLA (Leucemia Linfoide Aguda) em

individuos expostos segundo os tipos de alergias e niveis séricos de IgE.

Grupo Razao de chance Reg. Log.
Multipla
Variavel Caso Controle Ajustada
(LLA) | (S/Doenga) Significancia
n % n % OR (1C95%) P-valor
e Asma

Nao 49 37 85 63 -

Sim 11 24 35 76| 0.14 (0.02 a 0.95) P <0.05
e Niveis séricos IgE

Né&o-exp (IgE < 52) 48 48 51 52 -

Exposto (IgE > 52) 12 15 69 85 0.10(0.02a0.41) P<0.01
Total 60 33 120 67 - -
eRinite alérgica

Néo 50 38 82 62 -

Sim 10 21 38 79 0.61(0.09 a4.08) P=0.61
¢ Antecedentes de

Urticaria

Néo 57 37 97 63 -

Sim 3 12 23 88| 0.77 (0.16 a 3.67) P=0.74
e Dermatite atdnica

Néo 58 35 107 65 -

Sim 2 13 13 87| 0.54(0.08 a 3.47) P=0.52
e Mais de 11ma alernia

Néo 51 39 80 61 -

Sim 9 18 40 82 0.19 (0.02a2.20) P=0.18
Total - -

60 33 120 67
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Abstract

Background: Acute lymphoid leukemia (ALL) is the most common pediatric cancer.
Several factors related to the immune system, such as preceding history of allergies,
may be associated with ALL.

Objective: To investigate a possible association between preceding history of allergy
and the elevation of Total IgE, with Acute Lymphoid Leukemia in children and
adolescents.

Methods: A hospital-based unpaired case-control study in the northeast region of
Brazil. The population included 60 patients diagnosed with non-T acute lymphoid
leukemia by means of bone marrow myelogram and immunophenotyping and 120
controls selected proportionally for age and gender. Data collection employed a
structured questionnaire to determine prior history of allergies, as well as total IgE
serum tests and clinical examinations.

Results: The results show that both total IgE serum levels and preceding history of
asthma have a significant inverse risk association with acute lymphoid leukemia. In the
unadjusted model, the exposure variables with a p-value < 0.20 were: asthma, elevated
IgE levels, concomitant allergy, atopic dermatitis, allergic rhinitis and urticaria. The
inverse relation to both asthma and IgE serum levels continued to be significant in the
adjusted model, showing sig p-value 0.044 and OR (CI 95%) of 0.14 (0.02 — 0.95); and
p-value 0.001 and OR (CI 95%) of 0.10 (0.02 — 0.41), respectively.

Conclusion: High levels of total IgE, especially related to asthma, appear to contribute
to alterations in the immune system, which may activate Th2-mediated pathways and

play a role in protecting children and adolescents from ALL.
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Clinical Implications
The diagnosis of preceding history of allergies in children points to a protection factor

for Acute Lymphoid Leukemia

Capsule Summary
Our study on the association between preceding allergy and childhood Acute Lymphoid
Leukemia, augments recent findings with a sample population from the northeast of

Brazil, a region with distinct epidemiological characteristics from previous studies.

Key words

Acute Lymphoid Leukemia, allergy, IgE, childhood leukemia, immune function

Abbreviations used

ALL: Acute Lymphoid Leukemia
IgE: Immunoglobulin E

OR: Odds Ratio

Cl: Confidence Interval
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INTRODUCTION

Acute lymphoid leukemia (ALL) is defined as the abnormal, monoclonal and
progressive proliferation of the lymphoid precursors in bone marrow, with
dissemination to the peripheral blood and infiltration to other organs such as the nervous
system, skin, testes, spleen and lymph nodes. ALL is the most common childhood
malignant neoplasia in children under age 15, accounting for 76% to 85% of all
leukemia diagnoses in children and representing more than 30% of all malignant
neoplasias in childhood, as noted by Stiller! and Stewart and Web et al.? Itis
estimated that the annual incidence of leukemia is between 3.9 and 7.0 cases per
100,000 children under age 15, especially in registered data from Nordic countries.
Despite treatment successes, the cause of ALL remains unknown. The disease is
biologically heterogeneous and its natural history points to the emergence of an
intrauterine pre-leukemic clone, primarily by numerical and structural chromosomal
alterations. However a second, post-natal trigger is required to provoke new epigenetic
events and unleash a disorderly growth of immature and abnormal lymph clones, as
noted by Greaves®and Ahlbom and Day et al.* The latent period between the first
epigenetic event and the emergence of the disease is quite variable, ranging from a few

months to many years.®

A multitude of possible causal factors for ALL have been proposed. “An abnormal
immune response to common infections has emerged as a plausible etiological
mechanism,” as noted by Greaves®, Albom and Day et al,* and Greaves and Maia et al.
Our study evaluates the association between preceding history of allergy and acute

lymphoid leukemia among children and adolescents in the population of the northeast



region of Brazil. The objective is to investigate a possible association of either risk or

protection between the variables or factors studied and the development of the disease.

81
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METHODS

We conducted a hospital-based unpaired case-control study with a total study
population of 180 children and adolescents from the states of Pernambuco and Paraiba
in northeast region of Brazil, from 2008 to 2011. Participants were selected among
individuals diagnosed with the disease (cases) and among those who were not

(controls), with similar social conditions and environmental exposures.

Definition of cases and controls

The case group was composed of 60 children and adolescents with incident diagnosis of
non-T acute lymphoid leukemia, which was classified by means of bone marrow
myelogram and immunophenotyping. Controls were selected proportionally for age and
gender, relative to the cases. The control group was composed of 120 healthy children
and adolescents selected from the same geographic area as the cases and were identified

from within Brazil’s national public health system (Sistema Unico de Satde — SUS).

Inclusion and Exclusion Criteria

Initially, 80 potential ALL cases were identified, however 20 patients were excluded
based on the following criteria: conflicting diagnosis of non-T ALL (5), death before
blood collection (7), did not meet the laboratory criteria (8). In the control group, 130
potential participants were originally identified; however 10 participants were

eliminated because of incomplete data sets.

Data collection
After written informed-consent, data were collected through a structured clinical

questionnaire, individual clinical examinations and the collection of blood samples for
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laboratory tests. In the characterization of allergies in the questionnaire, the existence of
preceding history of asthma was established through clinical diagnosis, following the
GINA (Global Initiative for Asthma) recommendations.” Similarly, a history of allergic
rhinitis was characterized through the use of a scoring system in which an intensity
score from O to 3 was applied for each of six signs/symptoms (nasal congestion,
rhinorrhea, sneezing, nasal itching, oropharyngeal itching and ocular itching). However,
as it was not the purpose of the current study to classify the severity of allergic rhinitis,
we considered an indication of “history of allergic rhinitis” those with a total score
between 1 and 6 (indicating mild allergic rhinitis). The ARIA (Allergic Rhinitis and its
Impact on Asthma) initiative recommendations, as described by Demoly and Alleart et
al,® were also taken into consideration. History of atopic dermatitis was characterized in
accordance with diagnosis criteria defined in the Clinical Validation and Guidelines for
the SCORAD Index: Consensus Report of the European Task Force on Atopic
Dermatitis, as described by Kunz and Oranje et al.” And finally, the history of urticaria
was clinically characterized through questions designed according to the definition,
classification and diagnosis of urticaria guidelines (EAACI - European Academy of
Allergology and Clinical Immunology/GALEN - Global Allergy and Asthma European
Network / EDF - European Dermatology Forum/ WAO - World Allergy Organization,

2009). 1042

Laboratory analysis of serum levels of Immunoglobulin type E (IgE) were measured
using the IMMULITE® 2000 (L2KIES) test kit, a solid phase, chemiluminescent
immunometric assay. Values < 52 Ul/ml were considered normal according to the reference
values provided by the manufacturer. Since basic sanitation problems are common in the

northeast region of Brazil and parasitosis and helminthiasis can elevate IgE levels, study
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subjects were given a single 400mg dose of albendazole two weeks prior to blood

collection.

In addition to the allergy variables (asthma, allergic rhinitis, atopic dermatitis and
urticaria and IgE serum measurement), the following data were gathered and evaluated:
number of household members, mother’s infections during pregnancy, birth weight and

breastfeeding.

Statistical Analysis

The compiled data was organized using Excel - 2007. The studied variables were
measured as appropriate using nominal, ordinal or interval scale and the encoding of the
relevant variables were evaluated for consistency. Statistical analysis of the data was
done with SPSS, version 13.0. Bivariate and multivariate inferential statistical
techniques were used. The y? Association Test and/or Binary Logistic Regression were
used for calculating the Odds Ratio (OR) and the 95% Confidence Interval (Cl). P-
values < 0.20 were considered significant for simple regressions. For the adjusted

model, Multiple Logistic Regression with p-value < 0.05 was used.
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RESULTS
The results show that both total IgE serum levels and preceding history of asthma have

a significant inverse risk association with acute lymphoid leukemia.

Table | shows the general characteristics of the sample, indicating a slight
predominance of male subjects. The 1 to 6 age group had the greatest number of

participants.

Table 11 shows Odds Ratio (95% CI) values from the unadjusted model for the
following control variables: Up to 3 household members p =0.96 OR 0.98 (0.36 —
2.60); Between 4 and 7 household members p = 0.85 OR 0.92 (0.38 — 2.25); More than
7 household members OR 1.00; No Maternal Infection during Pregnancy p = 0.25 OR
0.63 (0.28 — 1.39); Birth Weight < 2.500g OR = 1.00; Birth weight > 2.500g p =0.87
OR 0.92 (0.36 — 2.40) ; Not Breastfed p =0.83 e OR 0.94 (0.50 — 1.74). No significance

was found in these control variables.

Table 111 shows OR values from the unadjusted model for the following variables:
asthma, allergic rhinitis, urticaria, atopic dermatitis, more than one allergy and total IgE
serum levels. The variables with level of significance p < 0.20, when comparing ALL
cases and controls, were: asthma (p = 0.116); allergic rhinitis (p = 0.032); urticaria (p =
0.011); atopic dermatitis (p = 0.086); concomitant allergies (p = 0.009) and IgE serum

levels (p = 0.000).

Table 1V shows OR (95% CI) values from the model adjusted for preceding history of

allergic diseases (asthma, allergic rhinitis, urticaria history, atopic dermatitis and
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concomitant allergies), for the total IgE serum levels and for the presence or absence of
ALL. Only the variables asthma, with OR 0.14 (0.02 — 0.95) and p = 0.044 < 0.05 and
IgE serum levels with OR 0.10 (0.02 — 0.41) and p = 0.001 < 0.01 showed statistically
significant results. The relation between both asthma and IgE serum level to ALL
indicate a protective effect, or an inverse risk, to the development of ALL. After
adjustment, the variable allergic rhinitis did not show significance, likely due to the

strong association between allergic rhinitis and asthma.
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DISCUSSION

Acute lymphoid leukemia is a biologically heterogeneous disease without a well
established pathogenesis. The natural history of pediatric acute lymphoid leukemia
points to the emergence of an intrauterine pre-leukemic clone, primarily by numerical
and structural chromosomal alterations. A second post-natal exposure is necessary to
promote epigenetic changes and to initiate a disorderly growth of immature and aberrant
lymph clones. However, further research is needed to establish possible precipitating or
protective factors during that second event, from an epidemiological perspective, from a
clinical point of view and also from the biological model perspective, as noted by

Greaves.®

This then raises the question of the existence of a relation between acute lymphoid
leukemia in children and preceding history of allergy, as noted by Hughes and Lightfoot

et al.®

This topic was analyzed by the United Kingdom Childhood Cancer Study
(UKCCS) researchers, in 2007. The study related preceding history of asthma, rhinitis
and atopic dermatitis with the risk of ALL. The UKCCS results showed a 30% risk
reduction for acute lymphoid leukemia in subjects with history of atopic dermatitis, with
OR (CI 95%) 0.70 (0.51 —0.97). A greater association was found for those who had
allergic rhinitis with OR (Cl 95%) 0.47 (0.26 — 0.85). These findings strongly suggest
that there is an inverse relation between preceding history of allergy and acute lymphoid
leukemia in children, and consequently, it is compatible with the hypothesis that an
unregulated immune response would have a close association with acute lymphoid

leukemia in childhood.®® Similar findings regarding asthma and total IgE level were

detected in our study.
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Other research which preceded the UKCCS supported this hypothesis. Standing out
among this work was a hospital-based case-control study by Linet and McCaffrey et al,
in 1986, in which rhinitis, atopic eczema, asthma and urticaria were analyzed as risk
factors, yielding results with a high inverse association detected for rhinitis, dermatitis
and urticaria, with the respective OR (CI 95%) values of 0.5 (0.3-1.0), 0.7(0.3 —

1.5), 0.7(0.3 - 1.5).%°

A meta-analysis study developed by Linabery and Jurek et al, in 2010, summarized the
epidemiological evidence of an association between ALL and allergy in published
research from 1952 to 2009. That research included ten case-control studies, eight of
which showed an inverse association between allergy and ALL. The relation between
ALL and asthma presented an OR (CI 95%) of 0.79 (0.61 — 1.02), for eczema a value of

0.74 (0.58 — 0.96), and for allergic rhinitis the OR was 0.55 (0.46 — 0.66)."

Wang & Diepgen, 2005, conducted a large review study on the association between
cancer and allergy. In the study, the neoplasias with greatest inverse risk relation were
acute lymphoid leukemia in children and brain tumors.*® Our research supports those
findings when considering the unadjusted model results. This is to be expected, because
multiple allergic disease variables are frequently present in the same subject, since
allergy is a systemic disease with manifestations in various target organs. This
connection is important and should be explored. It is quite possible that an individual
diagnosed with allergic disease has, in fact, an immune hyperreactivity that can serve as

an alert and as prevention for ALL, a potentially lethal disease.
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Thus, we have an expansion of the hygiene hypothesis in which the absence of
infectious processes, despite inducing a Th2 immune deviation towards IgE
overproduction and asthma, would have a protective effect with respect to the

development of ALL.

The immune surveillance hypothesis states that the immune system recognizes antigens
of malignant cells as foreign bodies and creates a response to them, preventing the
development of many cancers, as noted by Markiewicz and Gajewski.*® The presence
of an atopic condition could increase the immune system’s surveillance by monitoring,
identifying and eliminating malignant cells, as noted by Turner and Chen et al.”® In
support of this hypothesis, Kersey and Shapiro et al observe that immunocompromised
persons have a high risk of developing non-Hodgkin lymphoma, a malignancy with

histology identical to acute lymphoid leukemia.?

Although no biological mechanism has been established, the main factor linking acute
lymphoid leukemia and atopic disease is perhaps a dynamic process in which the
immune system matures and responds to stimuli during childhood. The hypotheses
raised by Greaves and Kinlen suggest an etiologic role of the immune system in the
development of leukemia in childhood through delayed exposure and anomalous
response to infections in early life, since no virus or infectious agents have been

specifically identified as responsible, so far.?#2%242>26

Kinlen (1988) proposed that the increase in cases of leukemia, in certain population
groups, is due to population mobility and mixture, resulting in the emergence of new

infectious agents in individuals not previously exposed or susceptible, triggering
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immunological events and causing transformations after these infections. *® Greaves
proposed a hypothetical model in which the presence of infection would induce a
cellular immune response mediated by T-lymphocytes which in turn would produce
cytokines that would suppress normal hematopoiesis and/or induce apoptosis. In this
context, the preexistent pre-leukemic clone could gain a proliferative advantage. On the
other hand, according to another model, proposed by Schmiegelow (2008), infections
could induce qualitative and quantitative changes in the hypothalamic-pituitary-adrenal
axis which could result in exacerbated cortisol serum levels. This adrenal hyperfunction
could eliminate pre-leukemic clones. In this sense, the chronic stimulus of the adrenal
gland resulting from asthma crises and frequent steroid use in these patients could in
some way have a beneficial effect in preventing a second triggering process of ALL in

predisposed individuals. 2

Considering the hygiene hypothesis, which emphasizes the reduction of infectious
diseases as a possible explanatory factor to the increase in the prevalence of allergies
and evaluating the hypotheses of Kinlen, Greaves and Schmiegelow relative to the role
of infections in the genesis of ALL, it is possible that a biological rationale exists
linking preceding history of allergy as a protective factor for ALL. Thus, an inadequate

modulation of the immune response seems to be involved in both diseases. 232930313233

The predominance of T-helper 2 (Th2) cells versus T- helper 1 (Thl) is often described
in the approach to pathogenesis of atopy in which each type of cell has a specific
cytokine profile.*® Babies are born with a predominance of immune Th2 profile; non-
atopic children gradually migrate to a Th1-dominant process around the age of two. In

children with family history of atopy the transition from Th2 to Thl is not as easy,
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especially in an environment free of small stimuli.®****> Early exposure to various
agents, especially to infectious agents, is considered fundamental to stimulate this
transition. Two additional types of T-cells -- regulatory T-lymphocytes and Th17-- may
also perform some role in this complex interaction between atopy, infections and

autoimmune diseases.**’

Even though our study employed an epidemiological approach, the characterization of
exposure in cases and controls was made more accurate through clinical examination of
the study subjects. Our finding, of a protective effect of preceding history of asthma and
elevated total IgE, relative to ALL, is relevant from an epidemiological perspective,
since our study population has environmental, biological and socioeconomic

characteristics that are distinct from previous studies on the theme.

Most studies involving allergy and leukemia are necessarily case-control studies,
because the time span between exposure and onset of disease is large. Because of this
limitation, it is important to have studies structured using different populations so that
epigenetic variations are captured and the etiology of lymphoid leukemia in pediatric

patients can better be characterized.
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Table I. Characteristics of cases and controls, n=180

97

Group
Case (LLA) Control (healthy)
Variable n=60 n=120 Total
n % n % %

GENDER

Female 26 43.3 52 43.3 78 43.3

Male 34  56.7 68 56.7 102 56.7
Age Group

1 to 6 years 35 58.3 70 58.3 105 58.3

7to 11 years 14 23.3 28 23.3 42 23.3

12 to 18 years 11 18.3 22 18.3 33 18.3
Total 60 100 120 100 180 100
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Table Il. Unadjusted odds ratios for risk of Acute Lymphoid Leukemia (ALL) relative
to number of household members, gestational infections, birth weight and breastfeeding

Study Group Chi-square test or

Variable Total Case Control Binary Logistic Regression

n % n % n %/ Sig. p-value OR (95%Cl)
Household members °
Up to 3 people 52 100| 17 33 35 67 p=0.96 0.98 (0.36 a 2.60)
Between 4 and 6 people [100 100| 34 34 66 66 p=0.85 0.92 (0.38 a 2.25)
Between 7 and 10 people | 28 100 9 32 19 68 - 1.00
Infections during
pregnancy *
Yes 39 100f 10 26 29 74 - 1.00
No 141 100| 50 36 91 64 p=0.25 0.63 (0.28 a 1.39)
Birth weight ©
< 2,500 grams 22 100 7 32 15 68 - 1.00
> 2,500 grams 158 100| 53 34| 105 66 p=20.87 0.92 (0.36 a 2.40)
Breastfeeding ®
Yes 80 100, 26 32 54 68 - 1.00
No 100 100| 34 34 66 66 p=0.83 0.94 (0.50a 1.4)
Group Total 180 100 60 33| 120 67 - -

& Chi-square association test

® Binary logistic regression (variable with more than two categories)
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TABLE I11. Unadjusted odds ratios for risk of Acute Lymphoid Leukemia (ALL) in
individuals with exposures for preceding history of allergy (by type) and IgE serum

levels

Study Group Chi-square test or
Variable Total Case Control Binary Logistic Regression

n % n % | n % |Sigp-value OR (95%Cl)

Asthma ?
Yes 46 100 11 24| 35 76 - 1.00
No 134 100 49 37| 8 63| p<0.20 | 0.54(0.25a1.17)
Allergic Rhinitis *
Yes 48 100 10 21| 38 79 - 1.00
No 132 100 50 38| 82 62| p<0.05 |0.43(0.20a0.94)
Urticaria ®
Yes 26 100 3 12| 23 88 - 1.00
No 154 100 57 37| 97 63| p<0.05 | 0.22(0.06a0.77)
Atopic
Dermatitis ®
Yes 15 100 2 13| 13 87 - 1.00
No 165 100 58 35| 107 65| p<0.20 | 0.28(0.06 a1.30)
More than one
allergy @
Yes 49 100 9 18| 40 82 - 1.00
No 131 100 51 39| 80 61| p<0.01 | 0.35(0.16a0.79)
IgE serum levels?
No-exp (IgE < 52) 99 100 48 48| 51 52 - 1,00
Exposed (IgE >
52) 81 100 12 15| g9 5| P< 0.001 |5.41(2.61a11.22)
Group Total 180 100 60 33| 120 67 - -

& Chi-square association test
® Binary logistic regression (variable with more than two categories)
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TABLE IV. Adjusted odds ratios for risk of Acute Lymphoid Leukemia (ALL) in
individuals with exposures for preceding history of allergy (by type) and IgE serum

levels
Group Odds Ratio Multiple Logistic
Variable Case Control Adjusted Regression
(ALL) | (Healthy) Significance
n % n % OR (95%CI) P-value

e Asthma

No 49 37 85 63 -

Yes 11 24 35 76| 0.14 (0.02 a0.95) P <0.05
e IgE serum levels

No-Exp (IgE < 52) 48 48 51 52 -

Exposed (IgE > 52) 12 15 69 85| 0.10(0.02a0.41) P<0.01
Total 60 33 120 67 - -
e Allergic Rhinitis

No 50 38 82 62 -

Yes 10 21 38 79| 0.61 (0.09 a 4.08) P=0.61
e Urticaria

Nao 57 37 97 63 -

Yes 3 12 23 88| 0.77 (0.16 a 3.67) P=0.74
e Atopic Dermatitis

No 58 35 107 65 -

Yes 2 13 13 87| 0.54 (0.08 a 3.47) P=0.52
e More than one

allergy

No 51 39 80 61 -

Yes 9 18 40 82| 0.19 (0.02 a2 2.20) P=0.18
Total - -

60 33

120 67




101

4.2  Artigo 2: RISCO DE LEUCEMIA LINFOIDE AGUDA ANALISANDO A
PARTIR DA HIPOTESE ADRENAL: ESTUDO TIPO CASO-CONTROLE

NUNES", JC; SARINHO?, ESC;
'Departamento de Pediatria e Genética da Universidade Federal da Paraiba
Departamento de Pediatria da Universidade Federal de Pernambuco

Conflitos de interesse: os autores declaram ndo haver conflitos de interesse.

Endereco para correspondéncia:

Joacilda da Conceigdo Nunes

Universidade Federal da Paraiba

Departamento de Pediatria e Genética

Hospital Universitario Lauro Wanderley — 3° andar
Cidade Universitaria, Jodo Pessoa PB - Brasil
CEP: 58051-900 fone: +55 (83) 3216-7308



102

RESUMO

Introducdo: leucemia linfoide aguda (LLA) € o céancer pediatrico mais comum.
Etiologicamente ndo apresenta um modelo definido, e diversos fatores tém sido
relacionados ao sistema imunoldgico como risco/protecdo. A hipdtese da adrenal
levanta o argumento de que a exposicdo a infeccOes promoveria ativagdo do eixo
hipotalamo/hipofise/adrenal e elevaria os niveis séricos de cortisol, que eliminaria
clones leucémicos e pré-leucémicos nos tipos de LLA predominantes entre os 2 e 5 anos
de idade.

Objetivo: A proposta desse estudo foi investigar uma possivel associacdo entre a
hip6tese adrenal com a leucemia linfoide aguda na infancia e adolescéncia.

Meétodo: estudo do tipo caso-controle ndo pareado de base hospitalar. A amostra foi
constituida de 60 criangas e adolescentes com diagnostico incidente de leucemia
linfoide aguda ndo T, classificadas pela avaliacdo da medula Ossea através do
mielograma e imunofenotipagem e 120 controles selecionados com proporcionalidade
com relacdo a idade e sexo a partir dos casos e oriunda dos estados de Pernambuco e
Paraiba no nordeste brasileiro, entre 2008 e 2011. A coleta dos dados foi através da
aplicacdo de um questionario estruturado, realizacdo de exame clinico e dosagens
séricas de cortisol basal e ACTH, além de investigacdo sobre o uso prévio de
glicorticoides e marcadores sorologicos de infeccdo prévia pelo EBV e parvovirus B19.

Resultados: Para 0 modelo ndo ajustado as variaveis de exposicdo que apresentaram
(valor de p < 0.20) foram: Nivel Elevado de Cortisol basal (p <0.01), Infeccdo Prévia
pelo EBV (p = 0,14), Infeccdo Prévia por Parvovirus B19 (p = 0,07). Apés o modelo
ajustado através da andlise de regressdo logistica multipla persiste a significancia de
uma relagdo inversa para niveis séricos elevados de cortisol basal quando comparados
0s casos com os controles apresentando p< 0.01 e OR/IC 95% 0.16 (0.04 — 0.56). Para
infeccdo prévia pelo parvovirus B 19 o resultado expressa risco com p < 0,05 e OR/IC
95% 2.19 (1.05 — 4.57).

Conclusdo: Niveis bastante elevados de cortisol basal, provavelmente por ativacao
cronica da glandula adrenal, parecem estar relacionados com modifica¢fes na resposta
imune e consequentemente promover diminuicdo de clones leucémicos, desempenhando
um papel de protecdo a criancas e adolescentes de LLA. Ao passo que a infecgdo prévia
pelo parvovirus B 19 esté associada com aumento de risco de LLA.

PALAVRAS CHAVES:Hipdtese Adrenal. Leucemia Linfoide Aguda. Virus de Epstein-
Barr. Parvovirus B19. Risco
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ABSTRACT

Introduction: Acute Lymphoid Leukemia (LLA) is the most common pediatric cancer,
etiologically it does not have a defined model and several factors have been related to
the immune system as risk / protection. The adrenal hypothesis raises the argument that
the exposure to infections would promote an activation of the hypothalamic-pituitary-
adrenal axis and elevate the plasmatic cortisol levels, which would eliminate leukemic
and pre-leukemic clones in ALL types prevailing between 2 and 5 years old.

Objective: This study proposal was to investigate a possible association between the
adrenal hypothesis and acute lymphoid leukemia in childhood and adolescence.

Methods: It is an unpaired hospital-based case-control study. The sample was
composed of 60 children and adolescents incidentally diagnosed with acute lymphoid
leukemia non T, classified by the association of bone marrow through myelogram and
immunophenotyping, and 120 healthy controls, selected in proportion to the cases’ age
and sex, from Pernambuco and Paraiba, Brazilian northeastern states, between 2008 and
2011. Data collection was done through the application of a standardized questionnaire,
a clinical examination, tests to measure the levels of basal cortisol and
Adrenocorticotropic Hormone (ACTH) and an investigation about previous use of
glucocorticoids and about serological markers of previous infection from Epstein-Barr
virus (EBV) and from B19 parvovirus.

Results: To the unadjusted model the exposure variables which have p-value <
0,20 were High Basal Cortisol Level (sig p-value = 0,004), Previous Infection from
EBV (sig p-value = 0,14), Previous Infection from B19 Parvovirus (sig p-value = 0,07).
After adjusting the model through the multiple logistic regression analysis, the
significance of an inverse relation towards High Cortisol Levels still remains when
comparing the cases with the controls showing sig p-value 0,01 and OR/CI 95% 0,16
(0,04 — 0,56). To Previous Infection from B19 parvovirus the results show risk (p-value
=0,05) and OR/CI 95% 2,19 (1,05 — 4,57).

Conclusion: High basal cortisol levels, probably due to chronic activation of adrenal
gland, seem to be related to changes in the immune response and consequently it
promotes leukemia clones’ reduction, playing a protection role to ALL children and
adolescents. On the other hand previous infection from B19 parvovirus is associated
with the increase of ALL risk.

KEYWORDS: Adrenal. Acute Lymphoid Leukemia. Epstein-Barr virus. B19
parvovirus. Risk.
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INTRODUCAO

Apesar da incidéncia global da leucemia ser rara, € a mais comum neoplasia
maligna da infancia em criancas abaixo de 15 anos, sendo a leucemia linfoide aguda,
responsavel por 76 a 85% de todos os diagndsticos de leucemias em criangas e
representa mais de 30% das doencas neoplésicas malignas nesse grupo etario.'?34
Predisposi¢do genética e susceptibilidade a desenvolver leucemias sdo apontadas,
sobretudo em sindrome de Down, neurofibromatose tipo I, anomalias cromossémicas,
ataxia telangiectasia, anemia de Fanconi e imunodeficiéncia hereditaria. Diversas outras
doencas genéticas, sobretudo as que apresentam defeitos em genes de reparo no DNA
ou as sindromes de instabilidade cromossomicas, apresentam também um alto potencial
de induzirem a leucemia, entretanto estas desordens representam menos de 5% de todas

as causas conhecidas de leucemias em criangas®.

A histéria natural da leucemia linfoide aguda aponta para o surgimento de um
clone pré-leucémico ainda na vida intrauterina, muito frequentemente por alteracGes
cromossdmicas numericas e estruturais e um segundo evento pos-natal seria necessario
para promover sucessivos eventos genéticos e desencadear o crescimento desordenado e
aberrante dos clones de linfécitos imaturos. O periodo de laténcia entre o primeiro
evento genético até o desencadeamento da doenca é bastante variavel, desde poucos
meses a 15 anos. ® Muitos fatores ambientais tém sido propostos para associacdo com
risco de LLA. Hipdteses postuladas tém sido aceitas como tendo plausibilidade para
explicar a relacdo das infec¢des na infancia e o risco de LLA. A hipdtese da “mistura
populacional” proposta por Kinlen, a hipotese da “infec¢do tardia” proposta por Greaves
¢ hipotese da “adrenal” postulada por Schmiegelow et al, mais recentemente, tém em
comum o aspecto de que a resposta imunologica frente a infecgdo nos primeiros anos de
vida estaria relacionada ao risco de leucemia linfoide aguda na infancia.®"®° A hipétese
da adrenal levanta o argumento de que a exposi¢do a infeccdes promoveria ativacdo do
eixo hipotalamo/hipéfise/adrenal e elevaria os niveis séricos de cortisol de forma
persistente, que eliminaria clones leucémicos e pré-leucémicos nos tipos de LLA

predominantes entre os 2 e 5 anos de idade.°
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Este estudo teve como objetivo principal avaliar relacdo de risco entre criangas e
adolescentes com leucemia linfoide aguda e criancas e adolescentes saudaveis quanto as
variaveis: uso de glicocorticoides, niveis de cortisol sérico basal, niveis do horménio
adrenocorticotrofico (ACTH), no sentido de avaliar os aspectos da hipotese adrenal, que
argumenta que a ativacdo do eixo adrenal suprimiria clones de células malignas. O
estudo também avaliou infeccdo prévia pelo virus de Epstein Barr e a infecgdo prévia
pelo parvovirus B19, uma vez que ja se tem estudos relacionando o papel desses virus

sobre o sistema imunolégico e suas associacdes com neoplasias malignas de linfdcitos.



106

METODO

Trata-se de um estudo do tipo caso-controle ndo pareado de base hospitalar, cuja
amostra foi constituida de 60 criancas e adolescentes com diagndstico incidente de
leucemia linfoide aguda nédo T, diagnosticadas e classificadas pela avaliacdo da medula
Gssea através do mielograma e imunofenotipagem e 120 controles selecionados com
proporcionalidade com relacdo a idade e sexo a partir dos casos e oriunda dos estados
de Pernambuco e Paraiba no nordeste brasileiro, entre 2008 e 2011.

Os dados foram coletados através de um questionario clinico estruturado, bem
como da coleta de amostras de sangue para ensaio laboratorial. As variaveis estudadas
para medir associacdo de risco com LLA foram: niveis séricos de cortisol basal, niveis
séricos de ACTH, uso previo de glicocorticoides, infec¢do prévia pelo virus de Epstein
Barr, infeccdo prévia pelo parvovirus B19. As dosagens de cortisol e ACTH séricos
foram obtidas por método de quimiluminescéncia kit assay para cortisol e kit assay para
ACTH. As amostras para cortisol e ACTH foram coletadas antes da 8 horas da manha
para respeitar o ciclo circadiano e foram considerados elevados os valores de cortisol >
23 mcg/dL (valores elevados), e valores do horménio adrenocorticotrofico até 40
mcg/dL foram considerados normais. Os ensaios para parvovirus B 19 e virus de
Epstein Barr foram feitas utilizando-se 0 método de enzima imuno ensaio (ELISA) com
kit human® IgG para EBV e parvovirus B19 e foi caracterizada como tendo infec¢coes
prévias as criancas a adolescentes que apresentavam niveis de 1gG acima do valor de

referéncia para a técnica empregada.

Analise estatistica: foi utilizado o software Excel - 2007 na construcdo de um
banco de dados a partir das questdes contidas nos instrumentos de coleta dos dados,

bem como os resultados dos ensaios laboratoriais.

As varidveis estudadas foram mensuradas nos niveis das escalas: nominal,
ordinal e intervalar e efetuou-se a codificacdo das variaveis pertinentes com avaliacdo
da consisténcia dos dados para a proposta do estudo de caso-controle. Foram utilizadas
técnicas da estatistica inferencial bivariada e multivariada, com uso do pacote estatistico
SPSS-versdo 13.0, tendo sido aplicados o Teste de associagdo de y° e/ou Regressdo
Logistica Binaria para o calculo do Odds Ratio (OR) e seu Intervalo de Confianca de

95% considerando os fatores de forma isolados e significativo o valor p < 0,20. Para o
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modelo ajustado foi utilizada a Regressdo Logistica Multipla considerando-se o valor
de p <0,05.

RESULTADOS

A tabela 1 mostra o perfil da amostra quanto a idade e sexo das criangas e
adolescentes. Os controles foram selecionados na proporcéo de 1:2 pareados pelo sexo e
idade, para uniformidade da amostra.

Podem ser observados na tabela 2 de forma univariada, utilizando-se o modelo
ndo ajustado os resultados para as variaveis estudadas. As principais variaveis que
apresentaram significancia (p < 0.20) quanto ao risco ou chance da ocorréncia de LLA
(Leucemia Linfoide Aguda) foram: Nivel Elevado de Cortisol (p < 0.01), Uso Prévio de
Corticoide (p < 0.20) e Infeccé@o Prévia por Parvovirus B19 (p < 0.20). Os fatores de
risco Nivel sérico de ACTH (p = 0.46) e Infeccdo Prévia pelo EBV (p = 0.46) nédo
apresentaram associacdo significativa com a Leucemia Linfoide Aguada (LLA).
Portanto, apenas as variaveis com significancia p < 0.20 foram consideradas na

avaliacdo do modelo de regressao logistico multiplo ou multivariado.

Na Tabela 2 foram analisados OR ajustado para o de risco de LLA quanto as
variaveis Nivel Elevado de Cortisol, Uso Prévio de Corticoide e Infeccdo Prévia por
Parvovirus B19 para a ocorréncia ou ndo de LLA (Leucemia Linfoide Aguda). Somente
as varidveis Nivel Elevado de Cortisol e Infeccdo Prévia por Parvovirus B19
persistiram com associacgdo significativa com a ocorréncia de LLA quando o modelo foi
ajustado. Para o Nivel Elevado de Cortisol o resultado demonstra associacdao inversa

com o risco de desenvolvimento de LLA.

DISCUSSAO

O presente estudo encontrou associacdo inversa entre niveis elevados de cortisol
e desenvolvimento de LLA, além de risco aumentado de LLA nos sujeitos que

apresentaram infecgdo prévia pelo parvovirus B 19 quando realizado o modelo ajustado
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de regressdo logistica multivariada. Muitos estudos tém sido realizados no intuito de
estabelecer uma etiologia para a LLA, entretanto algumas teorias sdo bem aceitas como
possiveis fatores de explicacdo para 0 modelo de desenvolvimento da doenca.

Alguns aspectos sdo plausiveis quanto a etiologia da LLA: a doenga é
biologicamente heterogénea e ndo foi isolado um mecanismo uni causal; a histéria
natural da LLA na infancia aponta para o surgimento de um clone pré-leucémico ainda
na vida intrauterina, muito frequentemente por alteracbes cromossdmicas numéricas e
estruturais e um segundo evento pés-natal é necessario para promover novos eventos
genéticos e desencadear o crescimento desordenado dos clones de linfécitos imaturos; **
fatores de risco associados aos eventos da vida intra uterina que proporcionariam o
surgimento da mudanca genética também sdo amplamente estudados; o periodo de
laténcia entre o primeiro evento genético até o desencadeamento da doenca é bastante
variavel, desde poucos meses a mais de 15 anos; agentes fisicos como a radiacéo
ionizante e eletromagnética tém sido vistos como tendo fraca associagdo com LLA

nesse grupo etario.**®

Estudos epidemiologicos de caso-controle em populacdes diferentes apontam
para varios fatores associados ao risco/protecdo e hipoteses bioldgicas tem surgido para
justificar a interacdo dos fatores genéticos e ambientais. Outro aspecto a ser considerado
sdo as variagOes temporal e geogréafica na incidéncia da LLA levando a crer que fatores
ambientais inclusive socioecondmicos teriam papel na patogénese da LLA;** com
estudos demonstrando forte evidéncia epidemiologica de que infeccdes nos primeiros

anos de vida influenciariam no risco de LLA comum. 3

A justificativa para essas hipdteses apontadas a partir de observacoes
epidemiolodgicas e evidéncias bioldgicas estdo embasadas na resposta do sistema imune
frente as infeccBes, bem como a influéncia da higiene sobre essa imunomodulagcdo. Na
sua hipotese, Smith (1987), propbs que o pico de LLA na infancia que comumente
ocorre entre 0s 2 e 6 anos nas populacdes sdcio economicamente desenvolvidas seria
devido a exposicdo intra Gtero as infeccGes e que essa exposicdo com esse pico de
incidéncia estaria relacionada principalmente ao subtipo de LLA pré B. *"** O modelo
postulado por Kinlen, em 1988, defende que as populacdes de certos agrupamentos

populacionais previamente ndo expostos a determinadas infeccOes quando se
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misturavam com outras populagdes previamente expostas passavam a desencadear
mudancas na funcdo imune, e consequentemente um aumento na incidéncia de LLA
nesses agrupamentos inicialmente isolados. Ja o modelo postulado por Graves, em
1988, propde que a falta de exposicdo a infecgdes pela “higiene” poderia evitar a
exposicdo a agentes infecciosos comuns que por sua vez modificaria a resposta
imunolégica aumentando o risco de LLA. Essa hipdtese é denominada de hipdtese da
“infeccdo atrasada”,®’. Portanto, tanto a exposicdo a infeccdes em comunidades néo
previamente expostas, quanto a falta de exposicdo a certas infeccdes na infancia pelo
excesso de “higiene”, poderiam, segundo as hipoteses defendidas por Kinlen e Greaves,
desencadear uma resposta imunoldgica aberrante, e com isso 0 aumento nos indices de
leucemia linfoide aguda na infancia. Para a hipdtese defendida por Schmiegelow et al.,
2008, a explicagdo para essa imunomodulacdo ndo seria o padrdo de infeccdo nos
primeiros anos de vida, com uma baixa incidéncia de infeccbes que levaria a uma
modulacdo no sistema imune e, consequentemente, ligado a um maior risco de
desenvolver LLA. Schmiegelow et al. apresentam uma nova interpretacdo para essas
observagoes, a ‘hipotese adrenal’. A Hipotese Adrenal, preconiza que o risco de LLA
estaria reduzido quando a elevada exposicdo a infecgdes nos primeiros anos de vida
induziria a um aumento quantitativo e qualitativo nos niveis séricos de cortisol de forma
persistente. Niveis elevados de cortisol, por sua vez, poderiam eliminar células
leucémicas, assim como células pré-leucémicas em subgrupos de LLA predominante
entre 0s 5 e 7 anos de idade e ainda suprimir a resposta pro-inflamatdria as infeccdes via
Th1l e reduzir o estresse proliferativo em células pré-leucémicas se caso pre-existirem.
Uma possivel explicacdo para as evidéncias epidemioldgicas encontradas na
nossa casuistica, onde o cortisol sérico elevado apresentou relacdo inversa para o risco
de LLA, poderia estar na interacdo entre a exposicdo a agentes biologicos e a resposta
metabolica com ativacdo adrenal. O balanco entre imunidade humoral e celular, os
linfocitos Th1/Th2 e o eixo hipotalamo-hipéfise-adrenal é relativamente imaturo por
ocasido do nascimento e na medida em que a crianga vai se expondo a carga infecciosa
nos primeiros anos, essa exposicdo pode influenciar na extensdo pelas quais
subsequentes infeccdes promovem uma resposta pro-inflamatdria mediada por Thl. A
exposicdo a infecgbes na infancia promoveria uma adaptacdo do sistema imune e
evitaria uma hiperproducdo de citocinas mediadas por Thl tais como a IL12, fator de

necrose tumoral alfa e interferon gama. 2 ?* O cortisol favorece a producdo de citocinas
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anti-inflamatorias mediadas por Th2, tais como IL4 e IL10, que preveniria o stress
proliferativo ativado por Th1.?? Esse balanco entre reducdo da expressdo de Thl e
aumento da expressdo de Th2, pode ser uma das explicagdes para reducdo de clones
malignos, mediada pela ativagdo cronica da adrenal em resposta secundarias aos
agentes infecciosos na infancia. Ja esta demonstrado em modelos animais que
estimulacdo intensa do sistema imune com agentes infecciosos promovem aumento
mais sustentados nos niveis de cortisol e consequente reducdo da proliferacdo de

linfocitos.?®

Outro achado nesse estudo foi a associacdo de risco de LLA quando a presenca
do parvovirus B19 foi identificado como infeccdo prévia. Estudos demonstram essa
relacdo de risco entre alguns virus candidatos, que teriam acdo sobre a modulacdo do
ciclo celular nas criangas, entretanto as associacfes sdo mais fortes para leucemias de
células T e quando de Células B encontram-se mais associadas a doenca dos adultos do
que com criancas e adolescentes a exemplo do estudo Daiabata, et al 1988 para o virus
herpes tipo 6 (HHV-6) em que foram detectados sequencias de DNA viral em pacientes

com LLA de células T e em adultos com LLA de células B. ?*

Num estudo de sangue obtido dos cartbes Guthrie (sangue em papel de filtro
utilizado na triagem neonatal) de criancas que desenvolveram LLA e comparadas a
controles normais ndo foi demonstrada a presenca do DNA do parvovirus B19, o que
direciona ao risco provavelmente associado a uma exposi¢cdo ndo na vida intrauterina ou
perinatal, mas posterior ao parvovirus B 19. % A infeccio aguda pelo parvovirus B 19
estd associada com uma significante cascata de citocinas, que pode encontrar-se
relacionada com alteragdes da hematopoiese e ou supressdo normal da funcdo da
medula 6ssea, que teoricamente poderia induzir a liberacdo dos clones malignos, bem
como a proliferacdo celular, uma vez que outros fatores também estdo associados na

determinacdo da doenca. %°

Em nossa casuistica ndo encontramos associacdo de risco de LLA com infeccdo
pelo virus de Epstein Barr, porém os estudos de caso-controle apresentam a limitacao de
temporalidade entre a exposicdo e o agravo. Além disso, a amostra estudada nessa
casuistica apresenta condicdes geopoliticas, climaticas, culturais, epidemioldgicas e de

organizacdo do modelo de saude que séo proprias. Essas varidveis contribuem para a



111

forma como a qual essas criancas e adolescentes estéo expostas as infec¢fes na infancia
e como o sistema imunoldgico vai se comportar nesse cenario. Desse modo, fazem-se
necessarios estudos com modelos bioldgicos que possam identificar o padrdo de
resposta imunoldgica, sua interacdo com eixo adrenal-hipofise e 0o comportamento
bioldgico envolvendo as alteracBes genéticas ja conhecidas nessas neoplasias do sistema
linfoide.
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TABELA 1- Perfil da amostra de casos e controles n=180
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GRUPO
PERFIL Caso (LLA) | Controle (S/Doenca) Total
n % n % %

SEXO

Feminino 26 43.3 52 43.3 78 43.3

Masculino 34 56.7 68 56.7 102 56.7
FAIXA ETARIA

1a<7anos 35 58.3 70 58.3 105 58.3

7 a<12 anos 14 23.3 28 23.3 42 23.3

12 a 18 anos 11 18.3 22 18.3 33 18.3
Total 60 100 120 100 180 100
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TABELA 2 — OR ndo ajustado para risco de LLA quanto aos marcadores do eixo
hipofise adrenal e de marcadores para infec¢do prévia pelo EBV e pelo parvovirus B 19

GRUPO Teste de | Razdo de chances

VARIAVEL Total Caso Controle I nao-ajustada
Sig. p-
n % % N % valor OR (IC. 95%)

Nivel Elevado de
Cortisol
Exposto 29 100 |3 10 |26 90 - 1
N&o exposto 151 100 |57 38 |9 62 | p<0.01 | 0.19 (0.06 —0.66)
Nivel Elevado de
ACTH
Exposto 29 100 |8 28 |21 72 - 1
N&o exposto 151 100 |52 34 |99 66 | p=0.47 | 0.72(0.30 - 1.75)
Uso Prévio de
Corticdide
Sim 35 100 (8 23 |27 77 - 1
Né&o 145 100 |52 36 |93 64 | p<0.20 | 0.53(0.22-1.25)
Infeccdo Prévia
pelo EBV
Reagente 95 100 |34 36 |61 64 | p=0.46 | 1.26(0.68 —2.36)
Na&o reagente 85 100 |26 30 |59 69 - 1
Infeccdo Prévia
por Parvovirus
B19
Reagente 45 100 |20 44 |25 56 | p<0.20 | 1.90 (0.95-3.80)
Na&o reagente 135 10040 30 |95 70 - 1
Grupo Total 180 100 33 120 67 - -
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TABELA 3 — OR ajustado para o risco de LLA quanto nivel de cortisol basal, uso
prévio de corticosterdide e infec¢do prévia pelo parvovirus B 19

GRUPO Regressdo | Razdo de chance
FATORES DE Log.
RISCO Total Caso (LLA) | Controle | Madltipla ajustada
Sig. p-
n % n % n % valor OR (IC. 95%)

Nivel Elevado de
Cortisol basal

Exposto 29 100 3 10| 26 90 - 1

N&o exposto 151 100 57 38| 94 62| p<.01 |0.16(0.04-0.56)
Uso Prévio de
Corticdide

Sim 35 100 8 23| 27 717 - 1

Né&o 145 100 52 36| 93 64| p=0.07 |0.45(0.18-1.08)
Infeccdo Prévia
por Parvovirus
B19

Reagente 45 100 20 44| 25 56| p<0.05 |2.19(1.05-4.57)

Na&o reagente 135 100 40 300 95 70 - 1

Grupo Total 180 100 60 33| 120 67 - -
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Quadro 1: Fatores de risco (ou de prevencgdo) da Leucemia Linféide Aguda (LLA) em criancas

e adolescentes. Modelo ajustado pela Regressdo Logistica Multipla.

Parvovirus B19

Fatores de risco ou OR(1C95%) Sig. p-valor
prevencao
Nivel Elevado de Cortisol 0.16 (0.04 — 0.56) p<0.01
Infeccdo  Prévia  por 2.19 (1.05-4.57) p <0.05
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5. CONSIDERACOES FINAIS E RECOMENDACOES

Mediante o cenério avaliado neste estudo, a leucemia linfoide aguda é uma doenca
maligna complexa, cujo determinante causal esta longe de ser associado a um Unico

fator, seja genético, seja ambiental.

Podemos estabelecer como conclusfes, a partir dos resultados observados, que
heterogeneidade de fatores associados ao risco de desenvolvimento de LLA na faixa
pediatrica esta intimamente ligado aos fendmenos do sistema imunoldgico. Seja na
resposta mediante um quadro infeccioso, seja pela falta de agentes infecciosos
imunomodulando essa resposta, seja pela exacerbacdo da resposta imune, como nas
alergias, seja pela hiperativagdo do eixo adrenal por algumas, se ndo todas essas
variaveis ja apontadas interagindo em conjunto, de uma forma ou de outra. Essas
evidéncias sugerem fortemente que essas interacdes possam estar relacionadas com o

desenvolvimento da patogénese das leucemias linfoides.

Considerando-se que toda doenca de alto impacto social ou letal, como é o caso da
leucemia linfoide aguda, requer estudos em diferentes tipos de populagdes para tracar
perfil da historia natural da doenca, associacdo com fatores inerentes aquelas
populacdes e sobretudo ampliar os estudos de natureza epidemiolégica mesmo em
paises com incidéncia menor, para que se possa efetivamente oferecer um novo olhar a
luz desse perfil epidemioldgico e estudos dessa natureza podem abrir caminhos

impactantes na trajetdria dessas morbidades.

Neste sentido, a partir dos resultados obtidos, embora o tipo de estudo retrospectivo
tenha limitaces com relacdo a temporalidade entre o fator de risco e a ocorréncia do
fendmeno, pudemos observar que a relacdo de protecdo para desenvolvimento de LLA
quando se tem estabelecidas alergias foi significativa, e corroborou com outros estudos
em outras populacdes de paises desenvolvidos. E notério que o aumento de doencas
com alteracBes envolvendo o ambiente genético, ou reducdo da expressdo delas, levaria
muitos anos para ser efeito da evolucdo natural ou até mesmo por mudancgas genéticas
herdaveis. Sendo portanto, o impacto a curto prazo no aumento de incidéncia ou outras

mudancas dessas morbidades, verdadeiramente atribuidas a fenbmenos epigenéticos,



120

onde o ambiente fisico destacando os aspectos biolégicos e sua integracdo com esse

meio, teria um papel fundamental.

Vérias evidéncias apontam que na infancia a modulacdo imunol6gica tem um papel

crucial no desenvolvimento das neoplasias linfoides na infancia.

Estudos com amostras mais ampliadas, bem como método de coleta de material
biolégico do tipo hormonal a partir de técnicas que possam avaliar as fracdes
disponiveis na célula e ndo apenas em nivel sérico, serdo de grande contribuicdo para
reforcar a hip6tese de que a chave no gatilho para o desencadeamento dessa morbidade

aqui estudada, esta intimamente relacionado com as vias de sinalizacdo imunolégicas.

Necessario ainda se faz estabelecer estudos com base em modelos bioldgicos
envolvendo aspectos do sistema imune, as vias mediadas por linfocitos e
contextualizando com a resposta imune e o eixo adrenal e em populagdes variadas para

garantir o efeito dos aspectos geopoliticos, sociais e ambientais.
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APENDICES

Apéndice A — Termo de consentimento livre e esclarecido
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UNVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO
] CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE
POS-GRADUACAO EM SAUDE DA CRIANCA E DO ADOLESCENTE

Associacao entre alergia prévia e o desenvolvimento de leucemia linféide aguda na

1-

infancia e adolescéncia

APENDICE A

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vocé esta sendo convidado(a) como voluntario(@) a participar da pesquisa:
ASSOCIACAO ENTRE ALERGIA PREVIA E O DESENVOLVIMENTO DE LEUCEMIA
LINFOIDE AGUDA NA INFANCIA E ADOLESCENCIA

A JUSTIFICATIVA, OS OBJETIVOS E OS PROCEDIMENTOS: A existéncia dessa
pesquisa se faz necesséria para caracterizar possiveis exposi¢cées ambientais
com o desenvolvimento de leucemias na infancia. O objetivo desse projeto é
estabelecer a relagdo existente entre alergia prévia e o desenvolvimento de
leucemias agudas na infancia e adolescéncia. O (0s) procedimento(s) de coleta
de material e de dados serdo da seguinte forma: serd coletada uma pequena
amostra de sangue para pesquisa em laboratério e em seguida sera aplicado um
questionéario com perguntas relacionadas a mae e ao filho.

DESCONFORTOS E RISCOS E BENEFICIOS: Existe um pequeno desconforto e risco
minimo para seu filho que serd submetido a punc¢éo venosa periférica para retirada de
uma amostra de sangue com profissional devidamente qualificado para tal atividade.
FORMA DE ACOMPANHAMENTO E ASSINTENCIA: para as criancas e adolescentes
ja diagnosticados com o0 agravo, 0 seu processo hormal de acompanhamento e
tratamento ndo sofrer4d nenhuma interferéncia da pesquisa e caso alguma patologia
seja detectada durante o estudo, seu filho sera devidamente encaminhado para
tratamento com profissionais especializados
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GARANTIA DE ESCLARECIMENTO, LIBERDADE DE RECUSA E GARANTIA DE
SIGILO: Vocé sera esclarecido (a) sobre a pesquisa em qualquer aspecto que desejar.
Vocé é livre para recusar-se a participar, retirar seu consentimento ou interromper a
participacdo a qualquer momento. A sua participacdo € voluntaria e a recusa em
participar ndo ira acarretar qualquer penalidade ou perda de beneficios.

O(s) pesquisador(es) ira(do) tratar a sua identidade e do seu filho com padrdes
profissionais de sigilo. Os resultados da avaliagao clinica e laboratorial da pesquisa
serdo enviados para vocé e permanecerdo confidenciais. O nome do seu filho ou o
material que indique a sua participacdo nao sera liberado sem a sua permisséo. Vocé e
os dados do menor, que vocé é responsavel, ndo serd identificado (a) em nenhuma
publicagcdo que possa resultar deste estudo. Uma cépia deste consentimento informado
serd arquivada no Curso de Pés—graduacdo em Saude da Crianca e do Adolescente
da Universidade Federal de Pernambuco e outra sera fornecida a vocé.

CUSTOS DA PARTICIPACAO, RESSARCIMENTO E INDENIZACAO POR
EVENTUAIS DANOS: A participacdo no estudo ndo acarretard custos para vocé e seu
filho e ndo sera disponivel nenhuma compensacao financeira adicional caso haja gasto
de transporte, de alimentac&o.

DECLARACAO DA PARTICIPANTE OU DO RESPONSAVEL PELA PARTICIPANTE

Eu, fui informada (0) dos objetivos da

pesquisa acima de maneira clara e detalhada e esclareci minhas davidas. Sei que em
qualquer momento poderei solicitar novas informacdes e motivar minha decisdo se
assim o desejar. O professor orientador Dr. Emanuel Savio Cavalcanti Sarinho e a
médica pesquisadora JOACILDA DA CONCEICAO NUNES certificaram-me de que

todos os dados desta pesquisa serdo confidenciais.

Também sei que caso existam gastos adicionais, estes serdo absorvidos pelo
or¢camento da pesquisa. Em caso de davidas poderei chamar a médica JOACILDA DA
CONCEICAO NUNES o(a) professor(a) orientador(a) DR.EMANUEL SAVIO
CAVALCANTI SARINHO no telefone (83 ) 9342-9663/_ ou o Comité de Etica em
Pesquisa da Universidade Federal da Paraiba, no qual a pesquisa esta cadastrada

contendo todas as informagfes sobre o pesquisador.

Declaro que concordo em participar desse estudo. Recebi uma coOpia deste termo de
consentimento livre e esclarecido e me foi dada a oportunidade de ler e esclarecer as
minhas dividas.

Nome Assinatura do Participante OU Data
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DIGITAL

Nome Assinatura do Pesquisador Data

Nome Assinatura da Testemunha Data
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Apéndice B — Questionéario para identificacdo da exposi¢do nos casos
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CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE
POS-GRADUACAO EM SAUDE DA CRIANCA E DO ADOLESCENTE
Associacao entre alergia prévia e o desenvolvimento de leucemia linféide aguda na
infancia e adolescéncia

APENDICE B

QUESTIONARIO PARA IDENTIFICACAO DA EXPOSICAO NOS CASOS

Numero do questionario NUM

NOME:

Endereco:

Data de nascimento: [ idade: IDADE

Escolaridade:

Peso ao nascer

1-<2.500g [ ] 2->2.500g[ ] PESONASC

DADOS DA MAE

Nome:

Data de nascimento: [ IDADEMAT

Escolaridade materna

Ens. Fundam 1 [ ] ESCOLA

4
4

1-2-3-
Ens Fundam 2 [ 1] 1-2-3-
Ens. Médio [ ] 1-2-3



134

Ens. Superior [ ] 1-2-3-4-5-6
Numero de pessoas no domicilio PESSOAS

Codificacao 1/2/3/4

1-até 3 pessoas no domicilio [ ]
2-entre 4 e 6 pessoas no domicilio [ ]
3-entre 7 e 10 pessoas no domicilio [ ]
4 acima de 10 pessoas no domicilio [ ]

InfeccOes materna durante a gestacao

Codificacao 1/2/3/4/5

1-Doenga febril com rush cutédneo na gravidez [ | INFECMAT
2-Infecgdo urinaria na gravidez [ ]

3-Outro tipo de infecgéo na gravidez [ ]
4-Nenhum tipo de infecgéo na gravidez [ ]
5-Mais de um tipo de infec¢do na gravidez [ ]

VACINACAO DA CRIANCA/ADOLESCENTE

Codificagéo 1/2

1- Calendério vacinal basico completo [ ] VACINA

2- Calendario vacinal basico incompleto [ ]

ALEITAMENTO MATERNO:

codificacdo 1-ndo 2/3/4 sim e depende do tempo e se exclusivo ou ndo

1-A sua crianca ou adolescente mamou no peito? NAO [ ] ALEIT

2-Se sim mamou exclusivo > de 3 meses [ |
3-Se sim mamou exclusivo > ou igual a 6 meses [ ]
4-Se sim, mamou com aletaitamento misto [ ]

CARACTERIZANDO A EXPOSICAO:

Perguntar aos pacientes (ou pais) para se estabelecer o diagnéstico clinico de

asma:

ASMA

1 — Apresenta qualquer um desses sinais ou sintomas abaixo:

A-Tem ou teve episddios recorrentes de falta de ar (dispnéia)? [ ]Jsim[ ] néo
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B-Tem ou teve crises ou episodios recorrentes de chiado no peito (sibilancia)?

[ ]sim[ ]n&do

C-Tem tosse persistente, particularmente a noite ou ao acordar? [ ]sim[ ]ndo
D-Acorda por tosse ou faltade ar? [ ]sim[ ]nédo

E-Tem tosse, sibilancia ou aperto no peito apds atividade fisica? [ ]sim[ ]ndo
F-Apresenta tosse, sibilancia ou aperto no peito apds exposicao a alérgenos
como mofo, poeira domiciliar ou animais, irritantes como fumaca de cigarro ou
perfumes, ou apas resfriados ou alteragdes emocionais como riso ou choro?

[ ]sim[ ]n&do

G-Usa alguma medicacdo quando o0s sintomas ocorrem, e com que
freqUéncia? Ha alivio dos sintomas apés o uso de medicacao? [ ]sim[ ]n&o
H-Tem antecedentes familiares de doencas alérgicas ou asma? [ ]sim[ ]néo
I-Tem ou teve sintomas de doencas alérgicas (especialmente rinite ou
dermatite atopica)? [ ]sim[ ]nédo

2-Nao apresenta nenhum desses sinais ou sintomas acima

Perguntar aos pacientes (ou pais) para se estabelecer o diagndstico clinico

de rinite alérgica:

RINITE

1-Apresenta qualquer um desses sinais ou sintomas abaixo?

A-Apresenta prurido (coceira) no nariz com certa frequéncia? [ ]sim[ ]n&o
B-Apresenta queixa de obstrucédo nasal com frequéncia? [ ]sim[ ]nao
C-Tem espirros com muita frequéncia, principalmente ao acordar e quando se
expOe a odores fortes, ar frio, perfumes e certos ambientes? [ ]sim[ ]nao
D-Tem coriza, semelhante a um resfriado, mais freqientemente do que as
outras pessoas? [ ]sim[ ]néo

E-Apresenta alguns desses sintomas: coceira no ouvido, nos olhos ou historia
de outras alergias? [ ]sim[ ]né&o

2-Nao apresenta nenhum desses sinais ou sintomas acima?

Perguntar aos pacientes (ou pais) para se estabelecer o diagndstico clinico
de urticéaria

URTIC

1-As respostas A, B e C foram positivas?

A-Apresenta historia de lesGes na pele semelhante ao contato com urtiga?
[ ]sim[ ]nédo

B-Essas lesfes se apresentaram com duracdo rapida, ndo permanecendo mais
de trés dias, embora pudesse aparecer de novo?

[ ]sim[ ]nédo

C-As lesbes eram acompanhadas de relevo, coceira ou queimor, mudavam de
lugar com facilidade e apareciam e desapareciam sem mudar de cor ou deixar
marcas?

[ ]sim[ ]nado

D-As lesdes na pele apareciam de forma generalizada e as vezes com edema
nos labios, orelhas ou algum outro lugar? [ Jsim[ ]n&o

2-As respostas A, B e C acima néo foram positivas
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Perguntar aos pacientes (ou pais) para se estabelecer o diagndstico clinico
dermatite atépica:

DERMATOP

1-As respostas abaixo foram sim
A-Apresenta coceira na pele, mais frequentemente em regides de dobras, com
vermelhiddo, bolhas, pele ressecada sem nenhuma historia de contato com
substancias, vestimentas, cosméticos ou outros? [ ]sim[ ]n&o

B-Essas lesbes permanecem de forma crénica, mesmo sem contato algum
com substancias e/ou vestimentas e cosméticos? [ ]sim[ ]n&o

C-Esse quadro ja foi identificado como dermatite atépica e tratado?

[ ]sim[ ]n&o

Usou medicacgdes para tratar a lesdo? [ |sim[ ]néo

Quais ?
2-As respostas A, B e C acima foram negativas

Uso de corticéides para qualquer alergia dessas ou qualquer causa?
CORTIC

Qual(is)
1-Inalatério(bombinha) [ ]0-2meses por ano [ ] 3-5 meses/ano|[ ]>de 5
meses/ano

2-Oral [ ]0-2vezes/ano [ ]3 ab5vezez/ano|[ ]>5vezes/ano
3-Intramuscular [ ]0-2 vezez/ano[ ] 3-5vezes/ano[ ]>5vezes/anos
4-Pulsoterapia endovenosa [ ] lvez/ano[ ]>2vezes/ano

INFORMACOES ADICIONAIS RELATIVAS A EXPOSICAO:

Dosagem de IgE total:
ASLO: PCR:

Sorologia para EBV: IgM e IgG:
Sorologia para parvovirus B19: 1gG:
Dosagem de cortisol sérico:

Dosagem de ACTH:

CARACTERISTICAS DA DOENCA:

Classificacdo da doenca:
Manifestacao(6es) iniciais:
Tempo de diagnostico:
Mielograma:

Imunofenotipagem:




137

Estudo citogenético ou cariotipo:

Tratamento:
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Apéndice C — Questionério para identificacdo da exposi¢do nos controles
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CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE
POS-GRADUACAO EM SAUDE DA CRIANCA E DO ADOLESCENTE
Associacgao entre alergia prévia e o desenvolvimento de leucemia linféide aguda na
infancia e adolescéncia

APENDICE C

QUESTIONARIO PARA IDENTIFICACAO DA EXPOSICAO NOS CONTROLES

Numero do questionario NUM

NOME:

Endereco:

Data de nascimento: [ idade: IDADE

Escolaridade:

Peso ao nascer

1-<2.500g [ ] 2->2.500g[ ] PESONASC

DADOS DA MAE

Nome:

Data de nascimento: [ IDADEMAT

Escolaridade materna

Ens. Fundam 1 [ ] 1-2-3-4 ESCOLA
Ens Fundam 2 [1] 1-2-3-4
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Ens. Médio [ 1] 1-2-3
Ens. Superior [ ] 1-2-3-4-5-6
Numero de pessoas no domicilio PESSOAS

Codificacao 1/2/3/4

1-até 3 pessoas no domicilio [ ]
2-entre 4 e 6 pessoas no domicilio [ ]
3-entre 7 e 10 pessoas no domicilio [ ]
4 acima de 10 pessoas no domicilio [ ]

InfeccOes materna durante a gestacao

Codificacao 1/2/3/4/5

1-Doenga febril com rush cutédneo na gravidez [ | INFECMAT
2-Infecgdo urinaria na gravidez [ ]

3-Outro tipo de infecgéo na gravidez [ ]
4-Nenhum tipo de infecgéo na gravidez [ ]
5-Mais de um tipo de infec¢do na gravidez [ ]

VACINACAO DA CRIANCA/ADOLESCENTE

Codificacéo 1/2

3- Calendario vacinal basico completo[ ] VACINA

4- Calendario vacinal basico incompleto [ ]

ALEITAMENTO MATERNO:

codificacdo 1-ndo 2/3/4 sim e depende do tempo e se exclusivo ou ndo

1-A sua crianca ou adolescente mamou no peito? NAO [ ] ALEIT

2-Se sim mamou exclusivo > de 3 meses [ |
3-Se sim mamou exclusivo > ou igual a 6 meses [ ]
4-Se sim, mamou com aletaitamento misto [ ]

CARACTERIZANDO A EXPOSICAO:

Perguntar aos pacientes (ou pais) para se estabelecer o diagnéstico clinico de

asma:

ASMA

1 — Apresenta qualquer um desses sinais ou sintomas abaixo:
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A-Tem ou teve episodios recorrentes de falta de ar (dispnéia)? [ ]sim[ ] nao
B-Tem ou teve crises ou episodios recorrentes de chiado no peito (sibilancia)?

[ ]sim[ ]n&do

C-Tem tosse persistente, particularmente a noite ou ao acordar? [ ]sim[ ]ndo
D-Acorda por tosse ou faltade ar? [ ]sim[ ]nédo

E-Tem tosse, sibilancia ou aperto no peito apds atividade fisica? [ ]sim[ ]ndo
F-Apresenta tosse, sibilancia ou aperto no peito apds exposi¢cdo a alérgenos
como mofo, poeira domiciliar ou animais, irritantes como fumaca de cigarro ou
perfumes, ou apas resfriados ou alteragdes emocionais como riso ou choro?

[ ]sim[ ]n&do

G-Usa alguma medicacdo quando o0s sintomas ocorrem, e com que
freqUéncia? Ha alivio dos sintomas apos 0 uso de medicacdo? [ ]sim[ ]n&o
H-Tem antecedentes familiares de doencas alérgicas ou asma? [ ]sim[ ]ndo
I-Tem ou teve sintomas de doencas alérgicas (especialmente rinite ou
dermatite atopica)? [ ]sim[ ]nédo

2-Nao apresenta nenhum desses sinais ou sintomas acima

Perguntar aos pacientes (ou pais) para se estabelecer o diagndstico clinico

de rinite alérgica:
RINITE

1-Apresenta qualquer um desses sinais ou sintomas abaixo?

A-Apresenta prurido (coceira) no nariz com certa frequéncia? [ ]sim[ ]n&o
B-Apresenta queixa de obstrucédo nasal com frequéncia? [ ]sim[ ]nao
C-Tem espirros com muita frequéncia, principalmente ao acordar e quando se
expOe a odores fortes, ar frio, perfumes e certos ambientes? [ ]sim[ ]nao
D-Tem coriza, semelhante a um resfriado, mais freqientemente do que as
outras pessoas? [ ]sim[ ]néo

E-Apresenta alguns desses sintomas: coceira no ouvido, nos olhos ou historia
de outras alergias? [ ]sim[ ]né&o

2-Nao apresenta nenhum desses sinais ou sintomas acima?

Perguntar aos pacientes (ou pais) para se estabelecer o diagndstico clinico
de urticéaria

URTIC

1-As respostas A, B e C foram positivas?

A-Apresenta historia de lesGes na pele semelhante ao contato com urtiga?
[ ]sim[ ]nédo

B-Essas lesfes se apresentaram com duracdo rapida, ndo permanecendo mais
de trés dias, embora pudesse aparecer de novo?

[ ]sim[ ]nado

C-As lesbes eram acompanhadas de relevo, coceira ou queimor, mudavam de
lugar com facilidade e apareciam e desapareciam sem mudar de cor ou deixar
marcas?

[ ]sim[ ]nado

D-As lesdes na pele apareciam de forma generalizada e as vezes com edema
nos labios, orelhas ou algum outro lugar? [ Jsim[ ]n&o

2-As respostas A, B e C acima néo foram positivas



141

Perguntar aos pacientes (ou pais) para se estabelecer o diagndstico clinico

dermatite atépica:
DERMATOP
1-As respostas abaixo foram sim

A-Apresenta coceira na pele, mais freqientemente em regides de dobras, com
vermelhidao, bolhas, pele ressecada sem nenhuma histéria de contato com

substancias, vestimentas, cosméticos ou outros? [ ]sim[ ]né&o

B-Essas lesbes permanecem de forma cronica, mesmo sem contato algum

com substancias e/ou vestimentas e cosméticos? [ ]sim[ ]n&o
C-Esse quadro ja foi identificado como dermatite atépica e tratado?
[ ]sim[ ]n&o

Usou medicacgdes para tratar a lesdo? [ |sim[ ]néo

Quais ?
2-As respostas A, B e C acima foram negativas

Uso de corticéides para qualquer alergia dessas ou qualquer causa?
CORTIC
Qual(is)
1-Inalatério(bombinha) [ ]0-2meses por ano [ ] 3-5 meses/ano [ ]>de 5
meses/ano
2-Oral[ ]0-2vezes/ano [ ]3 ab5vezez/ano[ ]> 5vezes/ano
3-Intramuscular [ ]0-2 vezez/ano [ ] 3-5vezes/ano[ ]>5vezes/anos
4-Pulsoterapia endovenosa [ ] lvez/ano[ ]>2vezes/ano

INFORMACOES ADICIONAIS RELATIVAS A EXPOSICAO:

Dosagem de IgE total:

ASLO: PCR:
Sorologia para EBV: IgM e IgG:

Sorologia para parvovirus B19: 1gG:
Dosagem de cortisol sérico:

Dosagem de ACTH:
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ANEXOS

ANEXO A - APROVACAO DO COMITE DE ETICA

UNIVERSIDADE FEDERAL DA PARAIBA - UFPB
HOSPITAL UNIVERSITARIO LAURO WANDERLEY - HULW
COMITE DE ETICA EM PESQUISA COM SERES HUMANOS - CEP

PARECER CONSUBSTANCIADO
I - Identificacdo

Titulo do projeto. ASSOCIACAO ENTRE ALERGIA PREVIA E DESENVOLVIMENTO DE
LEUCEMIA LINFOIDE AGUDA NA INFANCIA E ADOLESCENCIA.
CAAE-0088.0.126.172-09

Classificacdo no fluxograma: Grupo III - FR: 277221

Area de conhecimento: Ciéncias da Satide- Medicina - Epidemiologia

Finalidade: Tese de Doutorado em Satide da Crianca e Adolescente - UFPE
Pesqguisadora responsdvel Joacilda da Conceicdo Nunes

Orientador.: Emanuel Sdvio Cavalcanti Sarinho

Local de realizagdo: Centro de Oncologia do Hospital Universitdrio Osvaldo Cruz -
UPE/PE e Hospital Napoledo Laureano - Jodo Pessoa/PB.

Protocolo no CEP: N° 082/09

Data de recebimento no CEP-HULW: 14/07/2009

Data da apreciacdo: 21/07/2009

Apoio: CNPQ

II - Sumdrio do projeto

O objeto de estudo envolve a Leucemia Linféide em criancas e adolescentes e os
potenciais fatores de risco e protecdo associados a essa enfermidade. Sabe-se que
o desenvolvimento de leucemias abrange uma série de eventos complexos, com
componentes genéticos e ambientais. Dentre eles, marcadores preditivos de risco,
como € o caso do complexo de histocompatibilidade maior, através da expressdo de
alguns haplétipos, t&m sido descritos como possiveis macadores de risco de
leucemia Linfdide em criancas.

IIT - Objetivos principais:.

Estabelecer a relacdo de risco existente entre o desenvolvimento de Leucemia
Linféide Aguda na inféncia e alergia prévia, além de identificar os haplétipos do
I6cus DR4 da classe B do sistema HLA e suas possiveis relagdes de risco com o
desenvolvimento de LLA em infantes.

IITI - Metodologia

Estudo epidemioldgico retrospectivo, do tipo caso-controle, de base populacional,
envolvendo 206 criancas com diagnéstico de leucemia Linféide Aguda e 206
controles normais pareadas por idade e sexo e os controles selecionados na mesma
drea de estudo. Serdo analisadas amostras de material bioldgico para identificagdo
molecular do lécus DR4 do sistema HLA, bem como aplicagdo de um questiondrio
para caracterizacdo das alergias, tais como asma, rinite alérgica, eczema de
contato, dermatite atdpica e urticdaria. Os dados serdo analisados tendo como
varidvel de desfecho a Leucemia Linféide Aguda e serdo utilizados a razdo de

produtos cruzados e o intervalo de confianca de 95%.
1



IV - Aspectos éticos
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Aspectos relevantes para avaliacdo Situagdo
1. Titulo Adequado
2. Objetivos Adequados
3. Método
e Tipo de projeto Pesquisa em seres humanos
o Delineamento Adegquado
e Cdleulo do tamanho da amostra Adeguado
e Particjpantes pertencentes a grupos especiais Sim - criancas
e Critérios de incluséo e exclusdo Adeguados
e Relagdo risco-beneficio Adeguada
e Uso de placebo Néo
e Periodo de suspenséo de uso de drogas(wash out) Néo se aplica
e Monitoramento da sequranca e dados Adegquado
e Armazenamento de material bioldgico Adegquado
e Instrumento de coleta de dados Adequado
o Plano de andlise dos dados Adeguado
e Privacidade e confidencialidade Adeguada
o TdE Adeguado ds normas e diretrizes
Resolugao 196/CNS
4. Cronograma Adeguado
5. Orgamento
o Solicita recursos d instituicao Nado
e Fonfte de financiamento CNPQ
6. Referéncias bibliogrdficas Adeguada - estilo Vancouver
7. Curriculo lattes Entregue
8.Carta de anuéncia Entregue (2)

Considerando que os procedimentos adotados por esta pesquisa ndo causardo riscos
previsiveis para os individuos pesquisados e que a participagdo das pessoas selecionadas na

amostra é inteiramente voluntdria,

Considerando que todos os individuos poderdo a qualquer momento desistir da
pesquisa sem sofrer nenhum dano ou prejuizo e que por ocasidio da publicagdo dos resultados

da pesquisa serd assegurado o anonimato dos participantes;

Considerando, ainda, que o projeto se encontra metodologicamente estruturado e
de acordo com os aspectos éticos para a realizagdo de pesquisas envolvendo seres humanos,
recomendados pela Resolugdo 196/96 do Conselho Nacional de Saide, somos do parecer

favoravel a aprovagdo.

Diante do exposto, o CEP/HULW solicita

1. Comunicar qualquer alteragdo no projeto de pesquisa e no TCLE
2. Enviar um resumo sucinto dos resultados em CD, no final da pesquisa.

s

Corte i
rdenado®® 2. CEpIHLL

Jodo Pessoa, 22 de Julho de 2009.

Iaponira Cortez Costa de Oliveira
Coordenadora do Comité de Etica em Pesquisa-HULW

Hospital Universitario Lauro Wanderley-HULW- 4° andar - Campus I - Cidade Universitaria. Bairro: Castelo Branco -
Jodo Pessoa-P - CEP: 58059-900 Fone (83) 32167302 CNPJ: 24098477/0007-5 E-mail - cephulw@hotmail.com
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ANEXO B ~AUTORIZACAO PARA COLETA DOS DADOS

—
© W
UNIVERSIDADE m 5
DE PERNAMBUCO
COMITE DE ETICA EM PESQUISA EM SERES HUMANOS
COMPLEXO HOSPITALAR HUOC/PROCAPE
Reunifo: 23/02/2011 Protocolo CEP — HUOC/PROCAPE:n° 005/2011

Projeto: Associagio entre alergia prévia e desenvolvimento de leucemia linféide aguda na infancia e
adolescéncia

Pesquisador Principal: Joacilda Da Conceigdo Nunes
Resultado:

e Projeto APROVADO pela Universidade Federal da Paraiba (UFBP) Hospital Universitario
Lauro Wanderley — HULW com o n° 082/2009 e como o CAAE: 0088.0.126.172-09 no dia
21/07/2009.

e CIENTE para a pesquisa no Hospital Universitario Oswaldo Cruz (HUOC) no servigo de
oncologia pediatrica.

Recife, 16/03/2011

ANV %%
Rdquél Roffé
Coordenadora

CEP-HUOC/PROCAPE

Pavilhdo Ovidio Montenegro — 1 andar

Rua Arnébio Marques, 310 —

Santo Amaro — 50100-130 — Recife-PE.

Fone: (81) 3184.1460 — Fone/Fax: (81) 3184.1271
E-mail: cep_huoc.procape@yahoo.com.br
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ANEXO C- COMPROVANTE DE SUBMISSAO DE ARTIGO

19/05/12 Imprimir

Assunto: JACI Submission Confirmation

De: J Allergy Clin Immun (jacistaff@njhealth.org)
Para: Jjoacildamed@yahoo.com.br;
Data: Sabado, 19 de Maio de 2012 10:38

Joacilda Nunes

Universidade Federal da Paraiba
Genetics and Pediatrics

Centro de Ciéncias Médicas
Departamento de Pediatria e Genética
Cidade Universitaria

Canipus I

Jodo Pessoa, PB 58051-900
BRAZIL

TITLE: Preceding History of Allergy and Acute Lymphoid Leukemia m Childhood and Adolescence
TYPE: Original Article

Dear Dr. Nunes:

The Journal has recerved your subnussion. Thank you

To track the progress of your manuscript and receive current information on its status, log in to the JACT
electronic editorial system, Elsevier Editorial System (EES), as an Author. Your username is: joacilda

If you need to retrieve password details, please go to: http/ees.elsevier.com/jacvautomail query.asp
Ekevier Editorial System (EES) is at http7//ees.elsevier.com/jacy’.

Typically, decisions are rendered within 6 weeks of recept of'a manuscript. If you have not receved notice
of the Editors' decision within 8 weeks, or if vou need to contact us regarding the manuscript, send a message
to jacistaff@njhealth org and please refer to the manuscript number and title n your correspondence. You
will receive an email answer within 1 busmess day.

Best regards,

The Editors of
The Journal of Allergy and Clinical Inmumology

about:blank m
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ANEXO D- INSTRUCOES DO JACI

TITLE PAGE /

Page numbering

Original Article

Food allergens, immun

The title of the submission should consist of no
more than 15 words.

Frederick Austerlitz, B5c,® Judith Tuvim, MD,? Archibald Leach, PhD,? and Emmanuel

Goldenberg, MD, PhD*

®Department of Immunology

®Division of Pediatric

Line numbering should be continuous from the
first page through the final page.

Corresponding author

Emmanuel Golden

Department of

Zyxwvzyxwv Medical
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148 Bonnie Meadow

Ridgeville, N

A telephone number, a fax number, and an e-
mail address must be provided.

Telephone: 914-555-98

Fax: 914-555-43

E-mail: egoldenberg01@abcde.edu

Declaration of all sources of funding: Frederick Austerlitz has consulting arrangements

with
Judith Tuvim has received grant
support from
and is on the speakers’ bureau for
Emmanuel Goldenberg has served as an expert witness for

Lxmxcxrp Pharmaceutical Labs. Archibald Leach has no relationships to declare.

Word count: 3280

The number of words in the body of the manuscript
(Introduction through Discussion)




Abstract

The abstract should begin on a new page.

Background: This is the

148

For an Original Article, the abstract should consist of no more than
250 words and should be structured exactly as follows:
Background, Objective, Methods, Results, Conclusions.

Objectives: This is the

Methods: This is the

Results: This is the

Conclusions: This is the
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Conclusions paragraph of the Abstract. This is the 4th sentence of the Conclusions paragraph

of the Abstract.



Clinical Implications

This is the

Capsule Summary

This is the

Key words

Asthma, allergy, atopy,

Abbreviations used

ARIA: Allergic Rhinitis

BAL: Bronchoalveolar lavage

ERK: Extracellular signal

The Clinical Implications paragraph should begin
on a new page and should consist of no more than
30 words.

The Capsule Summary should consist of no
more than 35 words.

A Key words list is required.

MCP: Monocyte chemoattractant

NSAID: Nonsteroidal anti
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INTRODUCTION The body of the manuscript should
begin on a new page.

This is the 1st sentence of the 1st paragraph of the Introduction section of this New MS
Submission (Original Article). This is the 2nd sentence of the 1st paragraph of the Introduction
section of this New MS Submission (Original Article). This is the 3rd sentence of the 1st
paragraph of the Introduction section of this New MS Submission (Original Article). This is the
4th sentence of the 1st paragraph of the Introduction section of this New MS Submission
(Original Article). This is the 5th sentence of the 1st paragraph of the Introduction section of

this New MS Submission (Original Article).

This is the 1st sentence of the 2nd paragraph of the Introduction section of this New MS
Submission (Original Article). This is the 2nd sentence of the 2nd paragraph of the Introduction
section of this New MS Submission (Original Article). This is the 3rd sentence of the 2nd

paragraph of the Introduction section of this New MS Submission (Original Article). This is the

Citation of an article or book with
4th sentence of the 2nd paragraph of the Introduction section of this New | exactly one author

(Original Article). This is the 5th sentence of the 2nd paragraph of the Mtroduction section of

this New MS Submission (Original Article), as noted by Smith* (in connection with asthma).

This is the 1st sentence of the 3rd paragraph of the Introduction section of this New MS
Submission (Original Article). This is the 2nd sentence of the 3rd paragraph of the Introduction
section of this New MS Submission (Original Article). This is the 3rd sentence of the 3rd
paragraph of the Introduction section of this New MS Submission (Original Article). This is the
4th sentence of the 3rd paragraph of the Introduction section of this New MS Submission
(Original Article). This is the 5th sentence of the 3rd paragraph of the Introduction section of

this New MS Submission (Original Article).
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This is the 1st sentence of the 4th paragraph of the Introduction section of this New MS
Submission (Original Article). This is the 2nd sentence of the 4th paragraph of the Introduction
section of this New MS Submission (Original Article). This is the 3rd sentence of the 4th

paragraph of the Introduction section of this New MS Submission (Original Article). This is the

4th sentence of the 4th paragraph of the Introduction section of this N{ Citation of an article or book with
three or more authors

(Original Article). This is the 5th sentence of the 4th paragraph of‘y/u —————————

this New MS Submission (Original Article), as noted by Jones et al? (in connection with atopy).

This is the 1st sentence of the 5th paragraph of the Introduction section of this New MS
Submission (Original Article). This is the 2nd sentence of the 5th paragraph of the Introduction
section of this New MS Submission (Original Article). This is the 3rd sentence of the 5th
paragraph of the Introduction section of this New MS Submission (Original Article). This is the
4th sentence of the 5th paragraph of the Introduction section of this New MS Submission
(Original Article). This is the 5th sentence of the 5th paragraph of the Introduction section of

this New MS Submission (Original Article).

This is the 1st sentence of the 6th paragraph of the Introduction section of this New MS
Submission (Original Article). This is the 2nd sentence of the 6th paragraph of the Introduction
section of this New MS Submission (Original Article). This is the 3rd sentence of the 6th
paragraph of the Introduction section of this New MS Submission (Original Article). This is the
4th sentence of the 6th paragraph of the Introduction section of this New MS Submission
(Original Article). This is the 5th sentence of the 6th paragraph of the Introduction section of

this New VS Submission (Original Article) as noted by Rodriguez and Schwartz.?
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N\

Citation of an article or book with
This is exactly two authors

This is

Citation of multiple references

/

as noted by Kuopen,4 Grimaldi et al,” and Li and

Norigata.6
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This is the
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The METHODS section should begin on a new page.

ey

Please note that the name of this section should NOT be
“Material and Methods”; likewise, it should NOT be “Patients
and Methods.”

sion (see additional Methods information in the Online Rej citation of supplementary text to

Allerge

This is the

This is the

appear in the JACI's Online

™ Repository

This is the heading for a subsection within the
METHODS section.




Reagen

This is the

This is the

Skin prick tes

This is the
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This is the heading for a subsection within the
METHODS section.

This is the heading for a subsection within the
METHODS section.
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section of this New MS Submission (Original Article). This is the 3rd sentence of the 6th
paragraph of the Methods section of this New MS Submission (Original Article). This is the 4th
sentence of the 6th paragraph of the Methods section of this New MS Submission (Original
Article). This is the 5th sentence of the 6th paragraph of the Methods section of this New MS

Submission (Original Article).

This is the 1st sentence of the 7th paragraph of the Methods section of this New MS
Submission (Original Article). This is the 2nd sentence of the 7th paragraph of the Methods
section of this New MS Submission (Original Article). This is the 3rd sentence of the 7th
paragraph of the Methods section of this New MS Submission (Original Article). This is the 4th
sentence of the 7th paragraph of the Methods section of this New MS Submission (Original
Article). This is the 5th sentence of the 7th paragraph of the Methods section of this New MS

Submission (Original Article).

Statistical analysis

This is the 1st sentence of the paragraph of the Methods section of this New MS

This is the heading for a subsection within the
METHODS section.

section of this New MS Submission (Original Article). This is the 3rd sentence of the 8th

Submission (Original Article). This i

paragraph of the Methods section of this New MS Submission (Original Article). This is the 4th
sentence of the 8th paragraph of the Methods section of this New MS Submission (Original
Article). This is the 5th sentence of the 8th paragraph of the Methods section of this New MS

Submission (Original Article).
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This is

This is

This is

and Figure 2).
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The RESULTS section should begin on a new

sion (see Table I).

sion (see Figure 1).

sion (see Table Il

with citation of a figure

page.
/
Citation of a table
Citation of a figure /
Citation of a table combined —




This is the

and 3B). — Citaj[ion qf specific panels
within a figure

This is the

in the Online Repository).

This is the

in the Online Repository).
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sion (see Figure 3A

/

sion (see Table E1

Citation of a supplementary
table to appear in the JACI’s
Online Repository

e

Citation of a supplementary
figure to appear in the JACI's
Online Repository

sion (see Figure E1

/
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and Figure E2 in the Online Repository).

This is the
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sion (see Table E2

Citation of a table to appear
in the JACI’s Online
Repository combined with
citation of a figure to appear
in the JACI’s Online
Repository

/
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DISCUSSION

The DISCUSSION section should begin on a new
page.

This is

ce of the 1st

Throughout the manuscript, 12-point
Times New Roman font is preferred

This is Throughout the manuscript, all line

spacing should be double (that is, 2.0).

This is

All margins should be
one inch wide.




This is

4  Line numbering should be continuous from the
first page through the final page.

This is

This is

The name of the first author of the submission should

appear on every page. 161

A page number should appear on every page.




162

This is the 1st sentence of the 7th paragraph of the Discussion section of this New MS
Submission (Original Article). This is the 2nd sentence of the 7th paragraph of the Discussion
section of this New MS Submission (Original Article). This is the 3rd sentence of the 7th
paragraph of the Discussion section of this New MS Submission (Original Article). This is the
4th sentence of the 7th paragraph of the Discussion section of this New MS Submission
(Original Article). This is the 5th sentence of the 7th paragraph of the Discussion section of this

New MS Submission (Original Article).

This is the heading for a subsection within the
DISCUSSION section.

Conclusions

This is the 1st sentence of the 8th paragraph of the Discussion section of this New MS
Submission (Original Article). This is the 2nd sentence of the 8th paragraph of the Discussion
section of this New MS Submission (Original Article). This is the 3rd sentence of the 8th
paragraph of the Discussion section of this New MS Submission (Original Article). This is the
4th sentence of the 8th paragraph of the Discussion section of this New MS Submission
(Original Article). This is the 5th sentence of the 8th paragraph of the Discussion section of this

New MS Submission (Original Article).



163

References The list of references should begin on a new page.
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X

Mon No. of No. of

Janu 6 (4 3(2

Febru 5(3 2(1
Tables should be numbered I, 11, lll, and so
forth.

Marc F1Z TT1T

Apri 3(2 0

Ma 2(1 —

Jun 1(0 —

M, Male
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AN
Fo No. of No. of a
Mi 16 8
N

Henls a4 -
Tables should be numbered I, II, Ill, and so
forth.

PN 12 6

TN 10 5

F 8 4

Shell 6 3

PN, Pean




Figure legends

Figure 1. This is

Figure 2. This is

/ and so forth.

Figure 3. This is

The figure legends should begin on a new page.

A figure legend should consist of no
more than 60 words.

Figures should be numbered 1, 2, 3,

A, This is

B, This is
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Line numbering should be continuous from
the first page though the final page.
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