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RESUMO 

 

Introdução: A 6-mercaptopurina (6-MP) é o principal componente da maioria dos esquemas 

de quimioterapia na fase de manutenção do tratamento da leucemia linfocítica aguda 

(LLA). A Tiopurina Metiltransferase (TPMT) é uma das enzimas responsáveis pelo 

metabolismo da 6-MP. Diversos estudos demonstram um polimorfismo genético de caráter 

autossômico co-dominante para a TPMT em humanos. O metabolismo da 6-MP é 

intensamente afetado por esse polimorfismo.  

Objetivos: Estimar a freqüência das três principais variantes alélicas do gene TPMT: *2 

(238G>C), *3A (460G>A e 719A>G) e *3C (719A>G) em uma população e crianças e 

adolescentes com LLA tratados no Hospital das Clínicas – UFMG. Correlacionar o 

genótipo com dados clínicos e laboratoriais obtidos durante a fase de manutenção da 

quimioterapia e com a concentração intra-eritrocitária dos metabólitos da 6-MP 

(nucleotídeos da 6-tioguanina, 6-TGN e metilmercaptopurina, MMP). 

Métodos: Amostras de DNA de 116 pacientes foram extraídas, sendo 95 a partir de sangue 

total, 13 de concentrado de hemácias e 8 de esfregaço de medula óssea. Inicialmente, a 

PCR alelo específica foi otimizada separadamente para cada locus, utilizando-se a 

estratégia do sistema de amplificação refratário a mutações (ARMS). A PCR em multiplex 

foi possível somente com preparado de DNA de sangue total. Os dados clínicos e 

laboratoriais foram coletados, retrospectivamente, em prontuários médicos.  

Resultados: Doze dos 116 pacientes (10,3%) apresentaram mutação no gene TPMT, todas 

em heterozigose. A variante alélica mais freqüente foi a TPMT*3A (9/232 alelos; 3,9%), 

seguido pela *3C (2/232; 0,9%), *2 (1/232; 0,4%) e *3B (nenhum alelo; 0%). Não houve 

diferença significativa nas medianas da contagem de leucócitos e neutrófilos, quando os 

grupos de pacientes com e sem mutação foram comparados. Também o tempo de 

interrupção da quimioterapia de manutenção foi semelhante nos dois grupos. A média das 

doses prescritas de 6-MP situou-se abaixo da dose preconizada pelo protocolo em ambos os 

grupos e a mediana da contagem de leucócitos e neutrófilos durante o tratamento de 

manutenção ficou acima da preconizada pelos protocolos de tratamento. Entre os 36 

pacientes com dosagem de metabólitos da 6-MP, apenas um apresentou mutação 

(TPMT*1/*3C). Neste paciente foram encontradas altas concentrações intra-eritrocitárias 
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de 6-TGN e baixas concentrações de MMP. Portanto, não foi possível a realização de 

análises estatísticas para avaliação da relação entre o genótipo e a concentração de 

metabólitos da 6-MP. A sobrevida livre de eventos aos 8,5 anos para todo o grupo foi de 

75,1% (IC 95%: 60,8% a 84,8%). Não foi observada diferença na sobrevida livre de 

eventos quando comparados os grupos com e sem mutação (p = 0,06). 

Conclusões: Os nossos resultados em pacientes brasileiros coincidem com os da literatura, 

uma vez que o alelo variante TPMT*3A é o mais freqüente na maioria das populações. 

Vários indícios encontrados no presente estudo sugerem que a intensidade da quimioterapia 

pode não ter sido suficiente para se alcançar uma mielossupressão adequada, 

principalmente no grupo de pacientes com mutação do gene TPMT. Isso explicaria porque 

não se encontraram diferenças significativas no prognóstico dos grupos com e sem mutação 

do gene da TPMT. A incorporação da genotipagem à rotina de acompanhamento dos 

pacientes tratados no Serviço de Hematologia do Hospital das Clínicas da UFMG poderia 

ser uma ferramenta auxiliar na otimização das doses de 6-MP, minimizando riscos de 

toxicidade e contribuindo para uma melhor abordagem diagnóstica e terapêutica. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



ABSTRACT 
 

 x

ABSTRACT 

 

Introduction: 6-mercaptopurine (6-MP) is the main component of chemotherapy treatment 

in the maintenance phase of Acute Lymphoblastic Leukemia (ALL). Thiopurine 

Methyltransferase (TPMT) is one of the enzymes responsible for 6-MP metabolism. 

Several studies have shown a genetic polymorphism of autosomal codominant inheritance 

in the TPMT gene in humans patients. The metabolism of 6-MP is intensively affected by 

this polymorphism. 

Aim: To study the frequency of the main TPMT gene allelic variants, *2 (238G>C), *3A 

(460G>A and 719A>G) and *3C (719A>G) in a population of ALL children and 

adolescents treated at Federal University of Minas Gerais. To verify the correlation 

between the genotype, clinical and laboratory data from patients during the maintenance 

phase of chemotherapy and the 6-MP metabolites (nucleotides of 6-tioguanine, 6-TGN and 

methylmercaptopurine, MMP) concentration in erythrocytes.  

Methods: A group of 116 patients was studied. DNA samples were extracted, 95 from 

whole blood, 13 from packed red cells and 8 from bone marrow smears. First, the PCR was 

optimized separately for each locus of the gene TPMT by amplification refractory mutation 

system (ARMS). Multiplex PCR was performed only when DNA extracted from whole 

blood was used. Clinical and laboratory data were retrospectively collected from medical 

files. 

Results: From 116 patients studied, twelve (10,3%) presented mutation in heterozygosity. 

The TPMT*3A (9/232 alleles; 3,9%) was the most frequent allelic variant, followed by *3C 

(2/232; 0,9%), *2 (1/232; 0,4%) and *3B (no alelle; 0%). There was no significant 

difference in the median of white blood cell count (WBC) and absolut neutrophil count 

(ANC) between the groups of patients, with and without gene mutation. The maintenance 

chemotherapy interruption time was similar in both groups. The 6-MP average dose 

prescribed was lower than the protocol dose in both groups and the WBC and ANC median 

counts during the maintenance treatment were higher than those assigned by the treatment 

protocols. Only one out of 36 patients with dosage of 6-MP presented a mutation 

(TPMT*1/*3C). This patient presented high erythrocyte 6-TGN concentration and low 

MMP concentration. Therefore, the statistical analysis to evaluate the correlation between 
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the genotype and the concentration metabolites of the 6MP was not possible. The 8.5-year 

estimated probability of event free survival (EFS) was 75.1% (IC 95%: 60.8%-84.8%). The 

event free survival curves for patients with mutation were not statistically different from 

those for patients without mutation (p = 0,06).  

Conclusions: Our results with Brazilian patients are in accordance with the literature that 

the allele variant TPMT*3A is also the most frequent in majority of populations. Some 

signs found in the present study suggest that the chemotherapy dosage was not sufficient to 

achieve adequate mielotoxicity, especially in the group of patients with TPMT gene 

mutation. This might explain the lack of prognostic difference between the groups of 

patients, with and without TPMT gene mutation. Genotyping for monitoring the patients 

treatment may be useful tool. The technique could be used for 6-MP dosage optimization, 

minimizing toxicity risks and contributing to a better diagnostic and therapeutic approach. 
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1- INTRODUÇÃO 

 

A leucemia linfocítica aguda (LLA) é a neoplasia mais comum na infância.  

Atualmente, 70% a 80% das crianças recém-diagnosticadas apresentam uma sobrevida livre 

de doença prolongada, acima de cinco anos, sendo que a maioria destes pacientes alcançará 

a cura (PUI & EVANS, 2006).  

A quimioterapia combinada constitui o eixo principal de tratamento da LLA 

(CHESSELS, 2000). A maioria dos esquemas terapêuticos consiste de quatro elementos 

principais: a indução da remissão, uma fase de consolidação (intensificação) da remissão, a 

fase de manutenção e o tratamento preventivo da doença no sistema nervoso central (PUI & 

EVANS, 2006).  

A 6-Mercaptopurina (6-MP) é um dos principais componentes da maioria dos 

esquemas de quimioterapia na fase de manutenção do tratamento. Ela atua como pró-droga 

e deve sofrer conversão intracelular enzimática para a forma de ribonucleotídeos, antes de 

exercer atividade citotóxica (GIVERHAUG et al., 1999). As diferenças interindividuais no 

acúmulo de metabólitos ativos durante o tratamento com 6-MP são consideradas 

determinantes significativos da toxicidade hematopoiética e dos efeitos antileucêmicos 

desta droga. 

A Tiopurina Metiltransferase (TPMT) é uma das enzimas responsáveis pelo 

metabolismo da 6-MP. Estudos populacionais e familiares demonstraram um polimorfismo 

genético de caráter autossômico co-dominante para a TPMT em humanos 

(WEINSHILBOUM & SLADEK, 1980). O metabolismo da 6-MP é intensamente afetado 

por este polimorfismo. (CHEOK & EVANS, 2006). As bases moleculares para este 

polimorfismo genético foram bem estabelecidas com a identificação do gene TPMT no 

cromossomo 6p22.3 (SZUMLANSKI et al.,1996). O alelo selvagem (wild type) foi 

designado TPMT*1 e os indivíduos com alta atividade enzimática são homozigotos para 

este alelo (SZUMLANSKI et al., 1996). 

Até o momento, foram descritos 25 alelos mutantes que estão associados à baixa e 

intermediária atividade da enzima TPMT (SALAVAGGIONE et al., 2005; 

SCHAEFFELER et al., 2006; SASAKI et al., 2006). Os alelos mutantes mais prevalentes 

são TPMT*2, *3A e *3C, compreendendo 80% a 95% dos alelos mutantes encontrados em 
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caucasianos, asiáticos, afro-americanos e africanos. O TPMT*3A é o mais prevalente dos 

três alelos entre os caucasianos (OTTERNESS et al., 1997; YATES et al., 1997; De La 

MOUREYERE et al., 1998b; HON et al., 1999; COLLIE-DUGUID et al., 1999 McLEOD 

et al., 1999; GANIERE-MANTEIL et al., 2004; SCHAEFFELER et al., 2004 e 2006; 

EICHELBAUM et al., 2006; COROMINAS et al., 2006). 

A relação entre fenótipo e genótipo está definida para a maioria dos alelos em 

pacientes com leucemia e voluntários normais. A presença dos alelos TPMT*2, *3A, *3C, 

por exemplo, prediz o fenótipo. Os pacientes heterozigotos para estes alelos apresentam 

atividade enzimática intermediária e os indivíduos homozigotos apresentam deficiência da 

TPMT (KRYNETSKI et al., 1995; SZUMLANSKI et al.,1996; OTTERNESS et al., 1997;; 

YATES et al., 1997; COULTHARD et al., 2000; SCHAEFFELER et al., 2001; 

SCHAEFFELER et al., 2004).  

Diversos estudos demonstraram que pacientes com atividade excepcionalmente baixa 

da TPMT têm grande risco de desenvolverem toxicidade hematológica, ou seja, 

pancitopenia grave e por vezes até fatal, devido ao acúmulo metabólitos citotóxicos após 

tratamento com doses habituais de tiopurinas (KRYNETSKI & EVANS, 1999; McLEOD 

et al., 2000). As crianças com LLA portadoras de deficiência da TPMT, ou seja, 

homozigotas para os alelos mutantes, podem ser tratadas com sucesso utilizando 

aproximadamente 10 a 20% das doses convencionais de 6-MP (ARICÓ et al., 2005; 

CHEOK & EVANS, 2006). 

O diagnóstico molecular é uma estratégia importante para detectar, prospectivamente, 

as deficiências de TPMT e minimizar os riscos de toxicidade. Utilizando-se as tecnologias 

disponíveis, as análises genotípicas podem predizer com sucesso o nível da atividade da 

TPMT em mais de 95% dos pacientes (COULTHARD et al., 2000; YATES et al., 1997; 

SCHAEFFELER et al., 2001; SCHAEFFELER et al., 2004). 

 O Grupo de Hematologia Pediátrica do Departamento de Pediatria da Faculdade de 

Medicina da UFMG vem se dedicando ao estudo dos fatores prognósticos nas leucemias 

infantis. De acordo com a literatura e com os resultados obtidos por esse grupo de 

pesquisadores, os índices de remissão alcançados em países em desenvolvimento podem ser 

semelhantes aos de países desenvolvidos, mas os índices de recidiva têm sido maiores nos 
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países em desenvolvimento. Grande parte destas recidivas acontece durante a fase de 

manutenção da quimioterapia (VIANA et al., 2001). As possíveis causas para a recidiva 

durante a fase de manutenção do tratamento da LLA são a resistência às drogas e o efeito 

insuficiente da quimioterapia. Este último, por sua vez, tem sido atribuído à exposição 

sistêmica inadequada às drogas, determinada por variações intra e interindividuais em sua 

farmacocinética, e pelo grau de adesão ao tratamento (RELLING et al., 1999b; PUI et al., 

2004; OLIVEIRA et al., 2004b). A identificação de possíveis fatores preditivos de 

prognóstico ruim é importante para subsidiar um possível aperfeiçoamento da abordagem 

dos pacientes.  

O presente estudo está inserido nessa linha de pesquisa e dá continuidade aos estudos 

que tiveram como enfoque principal a influência da intensidade da quimioterapia sobre o 

prognóstico da LLA infantil (OLIVEIRA et al., 1996) e o estudo da adesão ao tratamento 

(OLIVEIRA, 2002; OLIVEIRA et al., 2004b; OLIVEIRA et al., 2004c). Trata-se de um 

estudo que pode contribuir para fundamentar uma melhor abordagem diagnóstica e 

terapêutica para os pacientes com LLA.            

 

1.1- LEUCEMIA LINFOCÍTICA AGUDA (LLA) 

 

A leucemia linfocítica aguda (LLA) representa cerca de 80% dos casos de leucemias 

infantis. O pico de incidência ocorre entre os dois e quatro anos de idade; observa-se uma 

ligeira predominância em crianças do sexo masculino (1,3 masculino : 1 feminino) 

(OLIVEIRA et al., 2004a). 

A etiologia das leucemias permanece obscura. Na sua patogênese, parecem estar 

envolvidos mecanismos genéticos e ambientais. A origem clonal, decorrente da 

proliferação desordenada de uma única célula progenitora, é fato inconteste na maioria, 

senão em todas as formas de leucemias humanas (OLIVEIRA et al., 2004a).  

As manifestações clínicas da LLA decorrem da inibição da hematopoiese pelas 

células leucêmicas e os efeitos da infiltração destas células em diversos órgãos e sistemas. 

A inibição do crescimento e diferenciação das células hematopoiéticas normais não ocorre 

somente pela ocupação física da medula óssea e competição nutricional por parte das 

células neoplásicas. Existem várias evidências experimentais de que estas secretam 
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substâncias inibidoras da mielopoiese. O efeito dessas manifestações é a diminuição da 

produção de hemácias, granulócitos e plaquetas, causando um quadro de anemia, 

neutropenia e plaquetopenia no sangue periférico. A maioria dos pacientes com leucemia 

apresenta blastos leucêmicos no sangue periférico e o envolvimento de baço, fígado e 

linfonodos. O diagnóstico de leucemia é sugerido pela presença de células blásticas no 

esfregaço sanguíneo, apesar de que 20% dos casos não apresentam linfoblastos no sangue 

periférico (OLIVEIRA et al., 2004a).  

O diagnóstico da LLA é firmado pela punção aspirativa da medula óssea.  O estudo 

desse tecido revela a substituição do tecido hematopoiético normal por células leucêmicas 

imaturas. O diagnóstico é confirmado quando mais de 25% das células nucleadas são 

blastos (OLIVEIRA et al., 2004a). 

A classificação da LLA depende da combinação das características citológicas, 

imunológicas e cariotípicas. 

O grupo FAB (franco-americano-britânico) distingue três subtipos morfológicos L1, 

L2 e L3 baseado no tamanho celular, forma do núcleo, número e proeminência do nucléolo 

e quantidade e aparência do citoplasma. Essa classificação não reflete a grande diversidade 

biológica da doença (BENNETT et al., 1976). 

Os linfoblastos leucêmicos não apresentam características citoquímicas ou 

morfológicas específicas. Sendo assim, o diagnóstico de LLA deve ser sempre que possível 

confirmado pela imunofenotipagem. O estudo imunológico das células leucêmicas pode ser 

feito por citometria de fluxo. As LLA da infância são derivadas de células de linhagem B 

em 80% a 85% dos casos. Cerca de 15% das LLA pediátricas são derivadas de linfócitos de 

linhagem T. Apesar dos casos de LLA poderem ser subclassificados de acordo com o grau 

de maturação dos linfócitos B ou T, as diferenciações que realmente apresentam 

importância no que diz respeito à terapêutica, são aquelas que permitem distinguir as 

leucemias derivadas de precursores de células B, daquelas derivadas de células de linhagem 

T ou de linfócitos B maduros (FALCÃO, 2002). 

Quanto à análise do cariótipo, as LLA revelam inúmeras alterações estruturais como 

inversões, deleções e translocações. Aproximadamente 80% dos pacientes com LLA 

apresentam alterações numéricas ou estruturais dos cromossomos. O reconhecimento 

dessas anormalidades por estudos de citogenética e análises moleculares tem contribuído de 
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forma importante para o entendimento da patogênese e para o prognóstico da doença 

(OLIVEIRA et al., 2004a).  

Com base nos fatores clínicos e laboratoriais, indicativos de prognóstico, os pacientes 

podem ser reunidos em grupos de acordo com chances de melhor ou pior resposta ao 

tratamento: grupos de baixo ou alto risco para recidiva.  

O regime terapêutico empregado é, sem dúvida, o fator prognóstico mais importante. 

Em crianças portadoras de LLA derivada de precursores de células B, a contagem inicial de 

leucócitos inferior a 50.000 células/mm3 e a idade ao diagnóstico entre um e nove anos têm 

sido consideradas como fatores prognósticos favoráveis na evolução desses pacientes. 

Pacientes de outras faixas etárias ou aqueles com contagens de leucócitos mais elevadas são 

considerados de alto risco para recidiva (OLIVEIRA et al., 2004a). É importante ressaltar 

que outras características das células leucêmicas, como o índice de DNA, anormalidades 

citogenéticas, imunofenótipo e resposta inicial ao tratamento, podem interferir e/ou 

modificar o prognóstico do paciente. A relação entre as características do paciente e o 

prognóstico pode ser explicada pela presença de anormalidades genéticas específicas 

(CHESSELS, 1995). Além disso, o estado nutricional deficiente e a condição sócio-

econômica precária constituem, igualmente, fatores desfavoráveis para um bom resultado 

no tratamento (VIANA et al., 2001). 

Nas últimas quatro décadas, houve uma melhora significativa no prognóstico das 

crianças portadoras de LLA. No período anterior à quimioterapia antileucêmica, a doença 

era uniformemente fatal e a maioria das crianças sobrevivia apenas um a dois meses após o 

diagnóstico (BEUTLER, 2001). Atualmente, a probabilidade de cura da LLA pode chegar a 

mais de 80% (PUI & EVANS, 2006).  

 

1.2- O TRATAMENTO DA LLA 

 

A quimioterapia combinada constitui o eixo principal de tratamento da LLA há mais 

de 30 anos. As crianças portadoras de LLA, com exceção daquelas com LLA derivadas de 

células B maduras, necessitam de tratamento prolongado, com duração total de dois a três 

anos, para que se possa evitar recidiva da doença (CHESSELS, 2000). A maioria dos 

esquemas terapêuticos consiste de quatro elementos principais: a indução da remissão, uma 
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fase de consolidação (intensificação) da remissão, a fase de manutenção e o tratamento 

preventivo da doença no sistema nervoso central (PUI & EVANS, 2006).  

A primeira fase do tratamento (indução da remissão) tem por objetivo induzir uma 

remissão completa da doença, isto é, restaurar a hematopoiese normal com 

desaparecimento de toda a sintomatologia clínica associada. Essa fase geralmente inclui o 

uso de, no mínimo, três drogas – glicorticóide, vincristina, asparaginase e/ou daunomicina 

(PUI et al., 2001). Com bom suporte antiinfeccioso, hemoterápico e metabólico, a taxa de 

remissão completa esperada é de 96% a 99%. A resposta clínica incompleta após essa fase 

de indução indica prognóstico ruim, com altos riscos de falha terapêutica (PUI & EVANS, 

1998). 

A consolidação ou intensificação constitui uma fase de tratamento intensivo, 

incluindo vários agentes quimioterápicos, aplicada logo após obter-se a remissão da 

doença. Seu objetivo é evitar o surgimento de clones resistentes à droga e é capaz de 

promover remissões mais prolongadas e maior percentagem de cura (PUI et al., 2001). 

A fase de manutenção da quimioterapia, na maioria dos protocolos terapêuticos, tem 

como base o uso diário da 6-Mercaptopurina (6-MP), associada a doses semanais de 

metotrexato (MTX) e pulsos adicionais de vincristina e esteróides, como prednisona ou 

dexametasona (CHESSELS, 2000).  

O tratamento pré-sintomático do sistema nervoso central (SNC) é um componente 

essencial dos regimes terapêuticos e consiste de aplicações intratecais periódicas de 

metotrexato/citarabina e dexametasona, durante todo o tratamento. Atualmente, a 

radioterapia craniana tem sido reservada apenas para os grupos de pacientes com alto risco 

de recidiva no SNC. Entre estes estão os pacientes com infiltração leucêmica do SNC ao 

diagnóstico, leucemia de células T e a LLA com cromossomo Filadélfia (FALCÃO, 2002). 

As indicações para o transplante de medula óssea (TMO) durante uma primeira 

remissão permanecem controversas. O TMO é usualmente indicado para pacientes que não 

alcançaram a remissão após a primeira fase de indução e para aqueles que apresentaram 

uma segunda remissão após uma recidiva hematológica. No entanto nas recidivas tardias, 

ou seja, naquelas que ocorrem depois dos primeiros 30 meses após diagnóstico, consegue-

se um índice de resgate entre 40% e 70% com o tratamento quimioterápico, tornando 

também controverso o papel do TMO nesses casos (UDERZO et al., 2001). 



INTRODUÇÃO 

 7

 Apesar desses progressos, mesmo nos serviços com altos índices de cura, cerca de 

25% das crianças ainda apresentam recidiva da doença. As possíveis causas para a recidiva 

são a resistência às drogas e o efeito insuficiente da quimioterapia. Este último, por sua vez, 

tem sido atribuído à exposição sistêmica inadequada às drogas, determinada por variações 

intra e interindividuais em sua farmacocinética (RELLING et al., 1999b; PUI et al., 2004) e 

pelo grau de adesão ao tratamento (OLIVEIRA et al., 2004b).  

Os diferentes padrões de sensibilidade e resistência às drogas interferem na 

evolução clínica dos diversos subtipos de LLA. Essas diferenças parecem estar relacionadas 

a anormalidades genéticas específicas presentes nos blastos leucêmicos (PUI et al., 2004). 

Alguns estudos têm avaliado a importância de polimorfismos genéticos no 

tratamento da LLA.  A presença de polimorfismos nos genes que codificam enzimas 

metabolizadoras, transportadores, receptores e alvos de drogas antineoplásicas resultam em 

ampla diferença interindividual no que diz respeito à exposição sistêmica às drogas e aos 

efeitos farmacológicos. O aumento na intensidade da quimioterapia ocasionado por alguns 

desses polimorfismos pode determinar maior toxicidade dessas drogas, podendo também 

contribuir para um risco menor de recidivas (PUI & EVANS, 2006).  

Além disso, a possível interação de múltiplos polimorfismos genéticos pode 

influenciar a resposta ao tratamento. Portanto, podem ser necessários modelos 

farmacogenéticos poligênicos para que se possa estabelecer com maior segurança 

estratégias terapêuticas adequadas (PUI & EVANS, 2006).  

Para que ocorram novos avanços no tratamento da LLA, é essencial que sejam 

realizados estudos cujo enfoque principal seja o entendimento da patogênese da doença e os 

mecanismos de resistências às drogas quimioterápicas (PUI et al., 2004; PUI & EVANS, 

2006). 

 

1.2.1- O METABOLISMO DA 6-MERCAPTOPURINA (6-MP) 

 

A 6-MP é um análogo do nucleosídeo natural hipoxantina e foi sintetizada por 

Gertrude Elion e George Hutchins através da substituição do oxigênio por um enxofre no 

carbono 6 da hipoxantina (Figura 1A) (ELION, 1967 in COULTHARD & HOGARTH, 
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2005). Como a maioria dos análogos das bases púricas, atua como pró-droga e deve sofrer 

conversão intracelular enzimática para a forma de ribonucleotídeos, antes de exibir 

atividade citotóxica (LENNARD, 1992). 
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Figura 1- (A) Estrutura química da Hipoxantina e da 6-Mercaptopurina; B) Pareamento 

normal: citosina-guanina; C) Pareamento anormal timina-tioguanina. A presença de um 

átomo de enxofre no lugar do oxigênio na tioguanina impede a formação da ponte de 

hidrogênio normal e leva ao pareamento anormal com a timina. Este pareamento anormal, é 

reconhecido pelo sistema de reparo da célula, entretanto ela não é capaz de corrigi-lo, 

induzindo a célula a morte. 

 

As transformações químicas sofridas pela 6-MP após administração oral ocorrem 

por uma via metabólica com 3 passos competitivos (Figura 2). O primeiro passo do 

metabolismo ocorre no fígado e na mucosa intestinal. Através da enzima Xantina Oxidase 

(XO), a 6-MP é transformada no metabólito inativo, o ácido tioúrico (LENNARD, 1992).  

A ativação inicial da 6-MP é catalisada pela enzima Hipoxantina-guanina-

fosforibosiltransferase (HGPRT). A ativação intracelular resulta na formação de 

metabólitos ou nucleotídeos ativos, sendo que os principais são os nucleotídeos da 6-

tioguanina (6-TGN) (LENNARD, 1992).  
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O terceiro passo da via metabólica é a tiometilação, catalisada pela enzima Tiopurina 

Metiltransferase (TPMT). A existência de um polimorfismo no gene da TPMT é 

responsável pela grande diferença interindividual observada na atividade enzimática da 

TPMT. Essa via metabólica é exclusiva para as tiopurinas, já que até o momento não foram 

identificados substratos endógenos para a TPMT. Essa enzima origina um metabólito 

inativo denominado metilmercaptopurina (MMP) (LENNARD, 1992; BROUWER et al., 

2005).  Entretanto, a TPMT também é responsável pela metilação da tiomercaptopurina 

(TIMP), o primeiro metabólito intermediário na via metabólica que leva à formação dos 6-

TGN. A formação da 6-metil tioinosina 5’-monofosfato (6-MeTIMP), a partir da TIMP, 

parece ser importante para a atividade citotóxica da 6-MP, pois inibe a síntese de novo das 

purinas (DNPS) (COULTHARD & HOGARTH, 2005). O metabolismo da 6-MP pelas vias 

da TPMT e xantina oxidase reduz a formação de 6-TGN ativos (McLEOD et al., 2000). 

Figura 2- Metabolismo da 6-mercaptopurina (6-MP). 1, 2 e 3 indicam os três passos da via 

metabólica da 6-MP. TPMT - Tiopurina Metiltransferase; MMP - metilmercaptopurina; 

XO- xantina oxidase; HGPRT - hipoxantina-guanina-fosforibosiltransferase; TIMP -

tioinosina 5’-monofosfato; 6-MeTIMP - 6-metil tioinosina 5’-monofosfato; IMPD - inosina 

monofosfato desidrogenase; TXMP - tioxantina monofosfato; GMPS - guanosina 

monofosfato sintetase; TGMP - tioguanina monofosfato; 6-TGN nucleotídeos da 6-

tioguanina (COULTHARD et al., 2002). 
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A incorporação dos metabólitos ativos da 6-MP (6-TGN) ao DNA e RNA é 

considerada o principal mecanismo de ação da 6-MP (GIVERHAUG et al.,1999). Os 6-

TGNs são incorporados ao DNA pareando-se incorretamente com a timina (Figura 1C) 

(COULTHARD & HOGARTH, 2005). Os 6-TGN incorporados ao DNA no lugar da 

guanina são reconhecidos pelo sistema de reparo das células em divisão, levando à morte 

celular por um mecanismo ainda não bem conhecido (SWANN et al., 1996). Defeitos na 

via de reparo da célula são associados com resistência a 6-TGN (MATHESON & HALL, 

1999). Além da incorporação dos nucleotídeos de 6-TGN no DNA sintetizado, um 

importante componente do mecanismo de ação da 6-MP é a inibição da síntese de novo de 

purinas (DNPS) realizada pelo metabólito 6-MeTIMP (COULTHARD et al.2002).  

A absorção da 6-MP por via oral é incompleta. A biodisponibilidade, porcentagem 

da droga original que tem acesso à circulação sistêmica após administração oral, é pequena 

(5% a 37%; média de 16%) e com grande variabilidade entre os indivíduos. Esta limitação 

da biodisponibilidade se deve principalmente ao primeiro passo do metabolismo que leva à 

formação do ácido tioúrico. Após a administração endovenosa da droga, a meia vida 

plasmática (tempo requerido para reduzir a concentração da droga a 50%) é relativamente 

curta, cerca de 50 minutos, em virtude da captação pelas células, excreção renal e rápida 

degradação metabólica (POPLACK et al., 1986). 

Alguns fatores parecem interferir na absorção da 6-MP e contribuir para as 

variações interindividuais observadas em sua farmacocinética. A 6-MP é mais efetiva 

quando administrada à noite. Diferentes estudos demonstraram que a sua administração no 

horário noturno aumenta a exposição sistêmica à droga e a chance de sobrevida livre de 

doença dos pacientes (KOREN et al., 1990; SCHMIEGELOW et al.,1997). A 6-MP não 

deve ser ingerida com leite, ou derivados lácteos que contenham xantina oxidase, uma vez 

que esta enzima pode degradá-la (PUI & EVANS, 2006). 

Algumas drogas como folatos e a combinação sulfametoxazol-trimetoprim podem 

alterar a absorção e o metabolismo da 6-MP, sendo que a última pode potencializar o efeito 

mielossupressor da quimioterapia (FERRAZZINI et al., 1990). Porém, o exemplo mais 

conhecido é a interação entre a 6-MP e o alopurinol, um inibidor da xantina oxidase. O 

tratamento simultâneo com alopurinol aumenta marcadamente a concentração plasmática 

de 6-MP quando administrada por via oral. Apesar do alopurinol aumentar a 
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biodisponibilidade da droga, ele não melhora sua atividade anti-leucêmica e potencializa 

sua toxicidade (ZIMM et al., 1983; ARNDT et al., 1988).           

 O principal efeito adverso da 6-MP é a mielotoxicidade, que se desenvolve 

gradualmente. Por isso, pode não haver trombocitopenia, granulocitopenia ou anemia 

durante várias semanas após o início do tratamento de manutenção. Com a interrupção do 

tratamento, costuma haver rápida recuperação medular. Efeitos gastrointestinais, como 

anorexia, náuseas e vômitos são pouco freqüentes em crianças (LENNARD, 1992). Pode 

ocorrer hepatotoxicidade com aumento dos níveis de transaminases e icterícia colestática. 

Este quadro também costuma ser revertido com a suspensão da droga. 

Diversos estudos demonstraram que a hepatoxicidade parece estar relacionada com o 

acúmulo de metabólitos metilados como a MMP (DUBINSKY et al., 2000; NYGAARD et 

al., 2004).  Esses achados foram observados com maior freqüência em pacientes com alta 

atividade da TPMT (RELLING et al.,1999a; GILISSEN et al. 2007) 

Como mencionado anteriormente, a fase de manutenção da quimioterapia, na 

maioria dos protocolos terapêuticos, tem como eixo principal o uso diário da 6-MP, 

acompanhada de doses semanais de MTX (CHESSELS, 2000). 

A combinação de 6-MP e MTX no tratamento de LLA atua em sinergismo. A 

eficácia desta combinação parece estar relacionada com o importante papel dessas drogas 

na inibição da atividade da síntese de novo das purinas e em uma provável ação sinérgica 

da 6-MP e do MTX na apoptose das células tumorais (GIVERHAUG et al, 1999). 

O MTX é um análogo estrutural do ácido fólico. O principal mecanismo de ação do 

MTX é atuar como inibidor competitivo da enzima dihidrofolato-redutase (DHFR), enzima 

responsável pela conversão do folato na sua forma ativa (tetraidrofolato). O MTX apresenta 

alta afinidade pela DHFR.  Após entrar na célula, o MTX se liga rapidamente à enzima 

alvo, até que os sítios de ligação enzimática fiquem saturados. Ocorre, então, acúmulo de 

droga livre no espaço intracelular que passa a ser metabolizada para a forma de 

poliglutamatos. Os poliglutamatos do MTX atravessam com dificuldade a membrana 

celular, o que acarreta aumento da concentração intracelular da droga. Na presença do 

MTX em excesso, a quantidade intracelular de tetraidrofolato reduz-se drasticamente. Os 

folatos são indispensáveis para reações intracelulares, incluindo síntese dos nucleotídeos 
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purinos e pirimídicos. Dessa forma, a ação do MTX ocasiona redução da síntese de DNA e 

inibição da divisão celular (GIVERHAUG et al., 1999). 

Alguns estudos indicam que a administração de MTX concomitantemente à 6-MP 

aumentaria a biodisponibilidade da 6-MP. O mecanismo provável é a inibição da enzima 

xantina oxidase pelo MTX (GIVERHAUG et al., 1999).  

A 6-MP e o MTX inibem a síntese de novo de purinas (GIVERHAUG et al., 1999). 

A síntese de novo é uma via de biossíntese de nucleotídeos que utiliza precursores 

metabólicos importantes (aminoácido, ribose 5-fosfato, CO2 e NH3) para formação do DNA 

celular. A inibição desta via limita as velocidades de replicação e transcrição do DNA, o 

que é particularmente importante para a interrupção da reprodução de clones leucêmicos. 

Além disto, o metabolismo celular fica prejudicado, pois os nucleotídeos, principalmente os 

purinos, são carregadores de energia, componentes de coenzimas, mensageiros químicos, 

além de precursores do DNA e RNA (NELSON & COX, 2002).  

O uso concomitante das duas drogas pode levar, também, a um aumento na 

formação e incorporação de 6-TGN ao DNA e RNA (GIVERHAUG et al., 1999; 

DERVIEUX et al., 2002). 

 

1.3- TIOPURINA METILTRANSFERASE (TPMT) 

 

A TPMT é uma enzima citosólica humana e catalisa a S-metilação de drogas 

chamadas tiopurinas, como 6-MP, 6-tioguanina (6-TG) e azatioprina (SALAVAGGIONE 

et al., 2005).  O acúmulo celular de metabólitos ativos da 6-MP (6-TGN) está inversamente 

relacionado com a atividade da TPMT (RELLING et al., 1999a), possivelmente porque 

indivíduos com alta atividade da TPMT têm maior quantidade de 6-MP desviada para a via 

da tiometilação, restando menor quantidade da droga para ser metabolizada na via de 

ativação que leva à formação dos 6-TGN (Figura 2). 

A herança autossômica co-dominante do polimorfismo do gene TPMT que regula a 

atividade da TPMT foi demonstrada por WEINSHILBOUM e SLADEK em 1980. 

Aproximadamente 90% dos caucasianos e afro-americanos apresentam alta atividade 

enzimática, 10% apresentam atividade enzimática intermediária e 1 em cada 300 indivíduos 
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herda a deficiência da atividade da TPMT (WEINSHILBOUM & SLADEK, 1980; 

LENNARD et al., 1990; McLEOD et al., 1994; GISBERT et al., 2007). 

HONCHEL e colaboradores (1993) realizaram clonagem do DNA complementar 

(cDNA) ao RNA mensageiro (RNAm) da TPMT em células de carcinoma de cólon (T84). 

Esses pesquisadores realizaram também a purificação e proteólise da enzima com o 

objetivo de obter a seqüência de aminoácidos codificados. Descobriram, então, que o gene 

da enzima possui uma janela de leitura de 735 nucleotídeos, que codifica 245 aminoácidos, 

e que a proteína expressa tem uma massa molecular de 35kDa.  

O gene humano TPMT possui, segundo SZUMLANSKI e colaboradores (1996), 

aproximadamente 34Kb consistindo de 10 exons e 9 introns, localizados no cromossomo 

6p22.3. Entretanto KRYNETSKI e colaboradores (1997) sequenciaram o gene e obtiveram 

um tamanho de 25Kb, com 10 exons e 9 introns. 

Até o momento, 25 variantes alélicas da TPMT foram identificadas (Tabela 1). O 

alelo selvagem (wild type) foi designado TPMT*1 (SZUMLANSKI et al., 1996). A maioria 

das mutações são polimorfismo de um único nucleotídeo (single nucleotide polymorphism 

– SNP).  
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Tabela 1- Alelos da Tiopurina Metiltransferase (TPMT) e fenótipo de atividade da TPMT 

em eritrócitos (adaptado de SALAVAGGIONE et al., 2005). 

Alelo 

TPMT 

Mudança de 

nucleotídeo 

Mudança de 

aminoácido 

Atividade da TPMT Referência 

*1 - - Alta SZUMLANSKI et 

al.,1996 

*2 G238C Ala80Pro Baixa KRYNETSKI et al., 

1995 

*3A G460A/A719G Ala154Tre e 

Tir240Cis 

Baixa SZUMLANSKI et 

al.,1996 

*3B G460A Ala154Tre Baixa  OTTERNESS et al., 

1997 

*3C A719G Tir240Cis Baixa  OTTERNESS et al., 

1997 

*3D G292T/G460A/A7

19G 

Glu98STOP/Ala 

154Tri/Tir240Cis 

Intermediária OTTERNESS et al., 

1997 

*4 G19(-1)A - Baixa OTTERNESS et 

al.,1998 

*5 T146C Leu49Ser Intermediária OTTERNESS et al., 

1997 

*6 A539T Tir180Fen Baixa OTTERNESS et al., 

1997 

*7 T681G His227Gln Intermediária De La MOUREYERE 

et al.,1998a 

*8 G644A Arg215His Intermediária HON et al., 1999 

*9 A356C Lis119Tri - WEINSHILBOUM et 

al., personal 

communication in 

SALAVAGGIONE et 

al., 2005 

*10 G430C Gli144Arg - COLOMBEL et al., 

2000 

*11 G395A Cis132Tir Baixa SCHAEFFELER et al.., 

2003 

*12 C374T Ser125Leu - HAMDAN-KHALIL et 

al., 2003 
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*13 A83T Glu28Val - HAMDAN-KHALIL et 

al., 2003 

*14 A1G Met1Val Baixa LINDQVIST et al., 

2004 

*15 Perda dos 

nucleotídeos 419-

494 (exon 7) 

Perda dos 

aminoácidos de 140 a 

165 

Baixa LINDQVIST et al., 

2004 

*16 G488A Arg163His Intermediária SCHAEFFELER et al., 

2004 

*17 C142G Gln42Glu Intermediária SCHAEFFELER et al., 

2004 

*18 C1211A Gli71Arg Intermediária SCHAEFFELER et al., 

2004 

*19 A365TC Lis122Tri Alta HAMDAN-KHALIL et 

al., 2005 

*20 A712G Lis238Gli Intermediária SCHAEFFELER et 

al.,2006 

*20 G160A Gli36Ser 

 

-  SASAKI et al., 2006 

*21 C205G Leu69val Intermediária SCHAEFFELER et 
al.,2006 

*22 G488C Arg163Pro Intermediária SCHAEFFELER et 
al.,2006 

 
 

O primeiro alelo polimórfico da TPMT foi identificado por KRYNETSKI e 

colaboradores (1995) e foi chamado TPMT*2. A perda da atividade da enzima é resultado 

da mudança de um único nucleotídeo, G para C, na posição 238 do gene, que leva a uma 

substituição de uma alanina por uma prolina no códon 80. A expressão do cDNA 

carregando a mutação em um sistema de levedura demonstrou uma redução de 100 vezes 

na atividade enzimática em relação ao alelo selvagem, apesar de níveis normais de RNAm.  

SZUMLANSKI e colaboradores (1996) realizaram a clonagem molecular e a 

caracterização estrutural do gene TPMT. Foram avaliadas amostras de DNA de quatro 

indivíduos com baixa atividade da TPMT e quatro com alta atividade desta enzima. Através 

de sequenciamento do DNA, foram descobertos três novos variantes alélicas TPMT*3A, 

*3B e *3C, que alteram a seqüência de aminoácidos codificados. A expressão destas 
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enzimas em células COS-1 e leveduras demonstrou um decréscimo da atividade da enzima 

TPMT (SZUMLANSKI et al.,1996; TAI et al., 1997). 

 A variante alélica TPMT *3A possui dois SNPs que resultam em alterações nos 

aminoácidos codificados. No códon 154 do gene, uma Alanina muda para Treonina e no 

códon 240 uma Tirosina muda para Cisteína. O TPMT*3C inclui somente uma mutação no 

códon 240 do gene. O alelo raro TPMT*3B inclui somente uma mutação no códon 154 do 

gene (SZUMLANSKI et al., 1996).  
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conseqüências funcionais para a ubiquitinação (marcação das proteínas para degradação) e 

degradação da enzima (WANG et al., 2003; WANG & WEINSHILBOUM, 2006). 

Alguns estudos sugerem que o polimorfismo no número de repetições em tandem 

(VNTR) na região não codificante do gene TPMT poderia influenciar a atividade dessa 

enzima. Entretanto, ainda não existe consenso sobre a influência desse polimorfismo na 

atividade da TPMT (DE LA MOUREYERE et al., 1998a e 1999; SEKI et al., 2000; YAN 

et al., 2000; ALVES et al., 2001; MARINAKI et al., 2003). 

 

1.3.1- POLIMORFISMO GENÉTICO DA TPMT EM DIFERENTES POPULAÇÕES 

 

O polimorfismo genético da TPMT é evidente em todas as populações estudadas, 

incluindo caucasianos, asiáticos, afro-americanos e africanos (Tabela 2). Nessas 

populações, a freqüência de indivíduos sem mutação no alelo TPMT (WT/WT) variou de 

85,9% (caucasianos ingleses) a 99,2% (japoneses), a de indivíduos com um alelo mutado 

(WT/MUT) variou de 0,8% (japoneses) a 13,6% (caucasianos franceses) e com os dois 

alelos mutados (MUT/MUT) de 0% (kenianos, chineses e japoneses) a 0,98% (brasileira) 

(Tabela 3). 

A freqüência e o padrão dos alelos mutantes diferem de acordo com a etnia 

(McLEOD et al., 2000). Os alelos mutantes mais prevalentes são TPMT*2, *3A e *3C, 

compreendendo 80% a 95% dos alelos mutantes encontrados em caucasianos, asiáticos, 

afro-americanos e africanos (OTTERNESS et al., 1997, YATES et al., 1997; 

SCHAEFFELER et al., 2003; EICHELBAUM et al., 2006; SCHAEFFELER et al., 2006). 

O TPMT*3A é o mais prevalente dos três alelos entre os caucasianos (OTTERNESS et al., 

1997; YATES et al., 1997; De La MOUREYERE et al., 1998b; HON et al., 1999; 

COLLIE-DUGUID et al., 1999 McLEOD et al., 1999; GANIERE-MANTEIL et al., 2004; 

SCHAEFFELER et al., 2004; GANIERE-MONTEIL et al., 2004; SCHAEFFELER et al., 

2006; EICHELBAUM et al., 2006; COROMINAS et al., 2006). 
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Tabela 2 - Freqüência dos alelos da TPMT em diferentes populações. 

População Número de 

alelos 

TPMT*1 

% 

TPMT*2 

% 

TPMT*3A 

% 

TPMT*3C 

% 

Referência 

Caucasiana 

francesa 

382 92,7 0,5 5,7 0,8 De La MOUREYERE et al., 

1998b 

Keniana 202 94,6 0 0 5,4 McLEOD et al., 1999 

Caucasiana 

inglesa 

398 94,7 0,5 4,5 0,3 McLEOD et al., 1999 

Caucasiana 

Americana 

* 96,27  0,2 3,2 0,2 HON et al., 1999 

Afro- 

Americana 

* 95,36  0,4 0,8 2,4 HON et al., 1999 

Sudoeste 

Asiático 

198 99 0 1 0 COLLIE-DUGUID et al., 

1999 

Chinesa 384 97,7 0 0 2,3 COLLIE-DUGUID et al., 

1999 

Caucasiana 

Inglesa 

398 94,5 0,5 4,5 0,50 COLLIE-DUGUID et al., 

1999 

Japonesa 384 99,2 0 0 0,8 HIRATSUKA et al., 2000 

Brasileira 404 95,1 2,2 1,5 1 BOSON et al., 2003 

Caucasiana 

Francesa 

936 95,9 0,7 3 0,4 GANIERE-MANTEIL et 

al., 2004 

Japonesa 484 98,35 0 0 1,65 OKADA et al., 2005 

Tibetanos 100 99 0 0 1 LU et al., 2005 

Boliviana 230 93,48 0 6,52 0 LU et al., 2005 

Chinesa 1402 98,94 0 0,07 0,99 ZHANG et al., 2006 

Espanhola 276 95,29 § 3,26 1,45 COROMIMAS et al., 2006 

* Estimativa de freqüência alélica estudada por análise de Coorte. Genotipagem realizada em 

pacientes nos quais havia sido detectada previamente atividade intermediária ou baixa da TPMT. 

# Genotipagem realizada em 1 paciente com baixa atividade TPMT, 30 com atividade intermediária 

e 43 com alta atividade desta enzima. 

§ - neste estudo a freqüência alélica do TPMT*2 não foi avaliada 
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Tabela 3 - Genótipo da TPMT em diferentes populações.  

População Número de 

pacientes 

WT/WT 

% 

WT/MUT 

% 

MUT/MUT 

% 

Referência 

Caucasiana 

francesa 

191 85,9 13,6 0,5 De La MOUREYERE 

et al., 1998b 

Keniana 101 89,1 10,9 0 McLEOD et al., 1999

Caucasiana 

inglesa 

199 89,9 9,6 0,5 McLEOD et al., 1999

Sudoeste 

Asiático 

99 98 2  COLLIE-DUGUID et 

al., 1999 

Chinesa 192 95,3 4,7 0 COLLIE-DUGUID et 

al., 1999 

Caucasiana 

Inglesa 

199 89,9 9,6 0 COLLIE-DUGUID et 

al., 1999 

Japonesa 192 99,2 0,8 0 HIRATSUKA et al., 

2000 

Brasileira 202 90,2 8,8 0,98 BOSON et al., 2003 

Caucasiana 

Francesa 

468 91,9 7,9 0,2 GANIERE-

MANTEIL et al., 

2004 

Japonesa 242 96,7 3,3 0 OKADA et al., 2005 

Tibetanos 50 98 2 0 LU et al., 2005 

Boliviana 115 86,96 13,04 0 LU et al., 2005 

Chinesa 701 97,9 2,13 0 ZHANG et al., 2006 

Espanhola 138 89,1 9,42 1,44 COROMINAS et al., 

2006 

WT/WT homozigoto para o alelo selvagem TPMT (wild type); WT/MUT heterozigoto para 

alguma das mutações (TPMT*2, TPMT*3A ou TPMT*3C); MUT/MUT homozigoto para 

alguma das mutações estudadas. 
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Na literatura consultada foram encontrados apenas dois estudos envolvendo a 

população brasileira. 

Pesquisadores de Minas Gerais determinaram a freqüência de seis variantes alélicas 

do gene da TPMT em uma população de 202 indivíduos, com idade superior a 18 anos, que 

foram atendidos no Hospital das Clínicas - UFMG. A freqüência alélica foi 2,2%, 1,5%, 

0,2% e 1%, para os alelos TPMT*2, TPMT*3A, *3B e *3C, respectivamente. Nesta 

população brasileira não foram detectados os alelos TPMT *5 e *6 (BOSON et al., 2003). 

Em outro estudo, REIS e colaboradores (2003) estudaram o polimorfismo da TPMT 

em 306 indivíduos saudáveis. Os participantes foram classificados, de acordo com o auto-

relato, em euro-descendentes (n = 83), afro-descendentes (n = 18) ou miscigenados (n = 

204). O único paciente que declarou ser descendente de árabes foi excluído da análise. A 

atividade enzimática foi avaliada em todos os participantes por meio de ensaio 

radioquímico, e o genótipo, através da reação em cadeia da polimerase (PCR), em 74 

indivíduos. No grupo de afro-descendentes não foram detectadas alelos mutantes. Para os 

euro-descendentes, a freqüência dos alelos TPMT*2, TPMT*3A e TPMT*3C foi de 0,76%, 

2,03% e 2,54%, respectivamente e de 0,60%, 1,81% e 1,81% para os que declararam ser 

miscigenados. Não foram identificados alelos mutantes no grupo de pacientes com alta 

atividade enzimática. No grupo de 30 indivíduos com fenótipo intermediário, 26 

apresentavam um alelo mutante. A presença de baixa atividade enzimática foi identificada 

em um indivíduo e estava associada à presença de dois alelos mutantes (genótipo 

TPMT*3A/*3C). 

 

1.3.2- MÉTODOS PARA AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE  DA TPMT 

 

O acúmulo celular de metabólitos ativos (6-TGN) está inversamente relacionado com 

a atividade da TPMT (RELLING et al., 1999a). Determinações da atividade da TPMT em 

eritrócitos ou a determinação do genótipo através de estudos do DNA, antes do início do 

tratamento com tiopurinas, têm sido sugeridas como uma forma de se minimizar a 

toxicidade desses medicamentos, obtendo-se melhor resultado terapêutico (ANDERSEN et 

al., 1998; BROUWER et al., 2005).  
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A fenotipagem consiste em determinar a atividade enzimática em eritrócitos através 

de experimentos radioquímicos (KRYNETSKI et al., 1995; SZUMLANSKI et al., 1996; 

OTTERNESS et al., 1997; DE LA MOUREYRE et al., 1998b; OTTERNESSS et al., 1998; 

HAMDAN-KHALIL et al., 2003) ou cromatografia líquida de alta eficiência (HPLC) 

(SCHAEFFELER et al., 2001; SCHAEFFELER et al., 2003; SCHAFFELER et al., 2004; 

HAMDAN-KHALIL et al., 2005). 

Existe uma forte correlação entre a atividade da TPMT nos eritrócitos e sua atividade 

em outras células e tecidos, incluindo os blastos leucêmicos, fígado e rins (McLEOD et al., 

1995; COULTHARD et al., 1998). 

Existem limitações importantes no que diz respeito à fenotipagem da TPMT. A 

determinação da atividade enzimática pode não ser confiável em indivíduos que receberam 

transfusão de hemácias 30 a 60 dias antes da avaliação e que fazem uso de drogas, como a 

sulfasalazina (YATES et al., 1997; RELLING et al., 1999b; SCHAEFFELER et al., 2001).  

Fatores como o estágio da doença, uso de medicamentos e fatores ambientais podem 

ser moduladores da atividade da TPMT, podendo contribuir para uma classificação 

equivocada do fenótipo (DE LA MOUREYERE et al., 1998b). 

Pesquisadores ingleses observaram que a administração de tiopurinas, por si mesma, 

poderia alterar a atividade da TPMT nos eritrócitos, “induzindo” um aumento médio de 

30% na atividade enzimática (McLEOD, 1995; LENNARD et al., 1990). Essa atividade 

apresentaria diminuição proporcional após a interrupção da quimioterapia (LENNARD et 

al., 1993). Desta forma, falhas na adesão também poderiam ser causa de “diminuição” da 

atividade enzimática durante o tratamento (McLEOD, 1995).    

Pesquisadores holandeses, em estudo no qual foi realizada a fenotipagem e a 

genotipagem em 173 pacientes com LLA e 122 controles, observaram que a atividade da 

TPMT nos pacientes no momento do diagnóstico era significativamente mais baixa do que 

nos controles. Essa redução não estava associada com diferenças na freqüência de mutações 

nos dois grupos. Foi observado um aumento no nível de atividade da TPMT em várias fases 

do tratamento (após indução, após uso de MTX, no inicio e durante a fase de manutenção), 

em comparação com o nível de atividade no mesmo paciente ao diagnóstico. Esses achados 

demonstram que a atividade da TPMT pode estar aumentada mesmo antes do uso da 6-MP. 
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Experimentos in vitro indicaram que este aumento poderia estar associado ao uso de 

antifolatos durante a fase de indução do tratamento, ou seja, MTX intratecal e Trimetoprim 

(BROUWER et al., 2005).           

Os pesquisadores avaliaram também a influência da transfusão de hemácias na 

avaliação da atividade da TPMT. No grupo de pacientes portadores do alelo selvagem não 

foi observada interferência das transfusões de hemácias na média de atividade da TPMT. 

Entretanto, os autores consideram que pacientes portadores de deficiência da TPMT 

poderiam ter essa deficiência mascarada, caso recebessem transfusão de hemácias de um 

doador com alta atividade enzimática (BROUWER et al., 2005).  

YATES e colaboradores (1997) descreveram um paciente com genótipo homozigoto 

TPMT*3A/TPMT*3A que apresentou atividade enzimática intermediária da TPMT 12 dias 

após ter recebido transfusão de eritrócitos e, quatro meses após esta transfusão, não 

apresentou níveis detectáveis da enzima.  

A genotipagem é baseada na análise do DNA e tem como objetivo a identificação 

de eventuais mutações no gene da TPMT. Esta análise pode ser feita através de PCR para 

verificar polimorfismo do comprimento do fragmento de restrição (PCR-RFLP) (HON et 

al., 1999; OTTERNESS et al., 1997 e 1998; ROBERTS et al., 2004), polimorfismo de 

conformação de fita única (PCR-SSCP) (DE LA MOUREYRE et al., 1998a; DE LA 

MOUREYRE et al., 1998b; COLOMBEL et al., 2000; HAMDAN-KHALIL et al., 2003), 

sistema de amplificação refratário a mutação (PCR-ARMS) (ROBERTS et al., 2004), 

cromatografia líquida desnaturante de alta eficiência (DHPLC) (SCHAEFFELER et al., 

2001, 2003 e 2004; SASAKI et al., 2006), ou sequenciamento (SZUMLANSKI et al., 

1996; OTTERNESS et al., 1997; HAMDAN-KHALIL et al., 2005). 

YATES e colaboradores (1997) utilizaram a PCR como método para a genotipagem e 

encontraram uma concordância entre genótipo e fenótipo de 100% nos pacientes com baixa 

e alta atividade enzimática TPMT e 95,2% nos pacientes com atividade intermediária. 

SCHAEFFELER e colaboradores (2004) estudaram o genótipo de indivíduos com o 

método DHPLC e concluíram que a genotipagem é altamente sensível (90%) e específica 

(99%) na identificação de pacientes que apresentam um ou dois alelos TPMT mutados. Eles 
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encontraram uma concordância entre fenótipo e genótipo de aproximadamente 98%.  

Portanto, a genotipagem é um método eficaz para predizer o nível de atividade da TPMT. 

A principal limitação para o uso da genotipagem é que, atualmente, existem 25 alelos 

polimórficos descritos (SALAVAGGIONE et al., 2005; SCHAEFFELER et al., 2006; 

SASAKI et al., 2006). No entanto, deve ser ressaltado que os alelos mutantes TPMT*2,*3A 

e *3C compreendem 80 a 95% dos alelos mutantes encontrados em caucasianos, asiáticos, 

afro-americanos e africanos. Utilizando-se tecnologias que permitam a identificação desses 

alelos mais freqüentes, as análises genotípicas podem predizer com sucesso o nível de 

atividade da TPMT em aproximadamente 95% dos pacientes. (EICHELBAUM et al., 

2006). 

A relação entre fenótipo e genótipo está definida para a maioria dos alelos da TPMT 

(KRYNETSKI et al., 1995; SZUMLANSKI et al.,1996; YATES et al., 1997; 

OTTERNESS et al., 1997; OTTERNESS et al.,1998; DE LA MOUREYERE et al.,1998a;  

HON et al., 1999; SCHAEFFELER et al., 2003; LINDQVIST et al., 2004; 

SCHAEFFELER et al., 2004; HAMDAN-KHALIL et al., 2005; SCHAEFFELER et al., 

2006). A presença dos genótipos TPMT*2, *3A, *3C prediz o fenótipo (Figura 3). Os 

pacientes heterozigotos para estes alelos apresentam atividade enzimática intermediária e os 

indivíduos homozigotos apresentam deficiência da TPMT (KRYNETSKI et al., 1995; 

SZUMLANSKI et al., 1996; YATES et al., 1997; OTTERNESS et al., 1997; 

COULTHARD et al., 2000; SCHAEFFELER et al., 2001; SCHAEFFELER et al., 2004).  

Como seria esperado, o heterozigoto composto (TPMT*2/*3A, TPMT*3A/*3C) apresenta 

atividade enzimática baixa.  
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Figura 3 - Polimorfismo genético da TPMT e sua relação com a resposta a drogas 

tiopurinas. O primeiro painel à esquerda, na parte de cima, ilustra os alelos da TPMT mais 

freqüentes nas populações; na parte de baixo, a freqüência de atividade enzimática da 

TPMT nos diferentes genótipos. O segundo painel ilustra a dose de 6-MP prescrita de 

maneira convencional (topo do painel) e ajustada (individualizada) de acordo com o 

genótipo (painel inferior). O terceiro painel ilustra a exposição sistêmica ao metabólito 

ativo os nucleotídeos da 6-TGN em pacientes com atividade TPMT baixa, intermediária e 

alta expostos a doses convencionais (painel superior) e individualizadas (painel inferior). O 

quarto painel ilustra a diferença de toxicidade alcançada em pacientes com atividade TPMT 

baixa, intermediária e alta quando as doses convencionais de 6-MP são administradas 

(gráfico superior) e quando as dose são ajustadas pelo genótipo (gráfico inferior). 

MUT/MUT = pacientes homozigotos para a mutação; WT/MUT = pacientes heterozigotos 

para a mutação; WT/WT = pacientes normais para o gene TPMT; 6-MP = 6 

Mercaptopurina; 6-TGN nucleotídeos da 6-Tioguanina (adaptado de EICHELBAUM et al., 

2006). 
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Há uma grande variabilidade na atividade da TPMT observada em homozigotos 

para o gene selvagem e no grupo de pacientes heterozigotos, sugerindo que o polimorfismo 

não é o único fator regulador da atividade enzimática (McLEOD et al., 2000). 

SALAVAGGIONE e colaboradores (2005) investigaram os efeitos funcionais das 

variantes alélicas TPMT*2, *3A, *3B, *3C e *5 a *13 em humanos. Os pesquisadores 

verificaram que as enzimas codificadas por esses alelos apresentavam níveis de atividade 

que variavam de praticamente indetectável (*3A, *3B e *5) a 98% (*7) da atividade 

observada para a proteína codificada pelo alelo TPMT *1 (wild type). Os níveis de atividade 

da enzima produzida pelos alelos TPMT*2, *3C, e *12 eram inferiores a 50% quando 

comparados com a produzida pelo alelo selvagem (TPMT *1). As variantes alélicas TPMT 

*7, *8 e *9, foram as únicas que não apresentaram redução significativa da atividade 

enzimática em relação à proteína normal.  

Pacientes heterozigotos para os alelos TPMT*3A, (DE LA MOUREYERE et al., 

1998b) *9, (SCHAEFFELER et al., 2004) e*19 (HAMDAN-KHALIL et al., 2005) podem 

apresentar atividade enzimática comparável à da proteína produzida pelo alelo selvagem.  

SCHAEFFELER e colaboradores (2004) analisaram a influência do gênero, idade e 

uso de nicotina na atividade da TPMT. Os pesquisadores verificaram que os homens 

possuem uma atividade enzimática 7% maior que as mulheres. A idade, variando de 18 a 

65 anos, não interferiu na atividade enzimática. Quanto ao uso de nicotina, homens e 

mulheres fumantes apresentaram níveis significantemente mais altos de TPMT em relação 

aos não fumantes. A cafeína não alterou significantemente a atividade dessa enzima para 

ambos os gêneros. 

GANIERE-MONTEIL e colaboradores (2004) observaram que a atividade enzimática 

foi significativamente menor em crianças quando comparadas com adultos (p=0,033). Não 

houve diferença significativa quando foram comparados recém-nascidos (material de 

cordão umbilical) com crianças de outras faixas etárias (idade 5,7 ± 4,2anos).  
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1.3.3- O POLIMORFISMO GENÉTICO DA TPMT E SUA IMPORTÂNCIA 

CLÍNICA PARA AS CRIANÇAS COM LLA 

 

Pesquisadores americanos estudaram o metabolismo e a tolerância à 6-MP em 

pacientes com LLA com diferentes fenótipos da atividade da TPMT. As concentrações 

intra-eritrocitárias dos 6-TGN apresentaram, como seria esperado, uma correlação inversa 

com a atividade da TPMT. Os pacientes homozigotos para os alelos mutantes do gene 

TPMT toleraram a dose plena da 6-MP (75 mg/m2/dia) em apenas 7% das semanas, os 

heterozigotos em 65% das semanas e os pacientes com alta atividade enzimática em 84% 

das semanas durante dois anos e meio de tratamento. A média final (± desvio padrão) de 

doses semanais de 6-MP foi de 72 (± 60), 449 (± 160) e 528 (± 90) mg/m2, para cada um 

daqueles grupos, respectivamente. Esses resultados indicam que o polimorfismo genético 

da TPMT tem grande influência na tolerância aos regimes terapêuticos que contêm 6-MP 

ou outras tiopurinas (RELLING et al., 1999a).  

Pacientes com alta atividade da enzima TPMT podem apresentar um maior risco de 

falha terapêutica, uma vez que a alta atividade da TPMT resulta em maior inativação das 

tiopurinas e menor exposição das células leucêmicas aos metabólitos ativos (6-TGN). Esses 

pacientes podem se beneficiar de doses mais altas de tiopurinas (LENNARD et al., 1990; 

LILLEYMAN & LENNARD,1994; CHEOK & EVANS, 2006).  

Por sua vez, pacientes portadores da deficiência da TPMT são mais expostos aos 

metabólitos ativos da 6-MP e apresentam concentrações intracelulares de 6-TGN superiores 

às observadas nos indivíduos com alta atividade enzimática. Esse acúmulo, que ocorre 

principalmente nos tecidos hematopoiéticos, predispõe a quadros graves de mielotoxicidade 

durante tratamento com doses habituais de tiopurinas. Estudos mais recentes indicam que 

os pacientes com atividade enzimática intermediária também apresentam grande risco de 

desenvolvimento de toxicidade secundária ao uso dessas drogas (RELLING et al., 1999a; 

CHEOK & EVANS, 2006).  

Durante a fase de manutenção da quimioterapia em pacientes com LLA, as doses de 

6-MP e MTX são inicialmente prescritas com base na área de superfície corporal e, 

subseqüentemente, ajustadas de acordo com a toxicidade alcançada (POPLACK et al., 

1986; GIVERHAUG et al., 1999). O ajuste dessas para atingir um determinado ponto de 
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leucopenia ou neutropenia tem sido o procedimento habitual durante a fase de manutenção 

do tratamento da LLA por várias décadas. Porém, só recentemente tem sido demonstrada a 

importância clínica desta prática. A maioria dos protocolos de tratamento recomenda que a 

contagem de leucócitos seja mantida entre 2.000 e 4.000/mm3 (ARICÓ et al., 2005). Porém 

não se sabe se este seria o intervalo ideal. (SCHMIEGELOW & PULCZYNSKA,1990b).  

Existem evidências de que a contagem de leucócitos seria uma forma indireta de se 

avaliar a intensidade da quimioterapia. Contagens elevadas de leucócitos estariam 

associadas a menor exposição a concentrações adequadas de 6-MP e/ou MTX durante a 

fase de manutenção da quimioterapia (CHESSELS, 2000).  A presença de leucopenia 

“controlada”, no limite de tolerabilidade clínica, poderia contribuir para um melhor 

prognóstico destes pacientes (SCHMIEGELOW & PULCZYNSKA,1990b). Portanto, 

pacientes com contagens de leucócitos elevadas apresentariam um risco de recidiva 

significativamente maior (SCHMIEGELOW & PULCZYNSKA 1990a). 

 As crianças com baixa atividade da TPMT necessitam de ajuste freqüente das doses 

de 6-MP, enquanto que as com níveis mais altos apresentavam uma tendência para tolerar 

longos períodos com dose completa de 6-MP, sem o aparecimento de neutropenia. A falha 

na atividade citotóxica da droga, representada pela ausência de leucopenia e/ou 

neutropenia, pode significar sub-tratamento, permitindo que células residuais sobrevivam e 

reapareçam (LENNARD et al., 1990; PEARSON et al.,1991). Esses dados reforçam a 

hipótese de que nem sempre a dose prescrita é a dose máxima tolerada pelos indivíduos. 

Portanto, o estudo do perfil da atividade da TPMT pode ser uma ferramenta auxiliar para o 

ajuste das doses da 6-MP em pacientes com LLA. 

As crianças com LLA portadoras de deficiência da TPMT podem ser tratadas com 

sucesso utilizando apenas 10% a 20% das doses convencionais de 6-MP. Nos pacientes 

heterozigotos as doses podem ser reduzidas em até 35% a 50%, ou seja, nesses casos as 

reduções podem ser mais moderadas (CHEOK and EVANS, 2006). 

Como o efeito citotóxico da 6-MP não está baseado apenas na formação de 6-TGN, 

alguns pesquisadores observaram ausência de relação entre a dose de 6-MP e a 

concentração de 6-TGN, sugerindo que as modificações nas doses de 6-MP não acarretam 

alterações previsíveis e proporcionais na concentração intra-eritrocitária destes metabólitos. 
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Esses pesquisadores consideraram, também, que é difícil estabelecer uma relação entre a 

evolução do paciente e parâmetros farmacocinéticos de uma única droga, quando se 

emprega um esquema de quimioterapia que inclui múltiplos agentes, como nos utilizados 

para o tratamento da LLA (SCHMIEGELOW et al., 1995; BALIS et al., 1998). 

Portanto, análise isolada da concentração intra-eritrocitária dos 6-TGN pode ser 

inadequada para a otimização do tratamento em alguns pacientes com LLA. O uso 

concomitante destas concentrações e da contagem de leucócitos para monitoramento do 

tratamento parece ser um procedimento mais adequado (INNOCENTI et al., 2000).  

RELLING e colaboradores (1999b), pesquisadores do St. Jude Children’s Research 

Hospital, avaliaram a importância prognóstica dos metabólitos ativos da 6-MP (6-TGN) e 

do MTX (poliglutamatos do metotrexato – MTXPGs) e da intensidade das doses destes 

medicamentos administradas na fase de manutenção do tratamento. Na análise univariada, 

os únicos fatores associados à sobrevida livre de doença foram a intensidade da dose de 6-

MP e a intensidade da dose de MTX. Na análise multivariada apenas a intensidade da dose 

de 6-MP manteve seu significado prognóstico para a sobrevida livre de evento (p = 0,022), 

mostrando que os pacientes que receberam doses de 6-MP com maior intensidade 

apresentavam maior probabilidade de sobrevida, quando comparados com os demais. A 

mediana da dose acumulada de 6-MP foi maior no grupo de pacientes com alta atividade da 

enzima TPMT do que no grupo de pacientes com deficiência na atividade desta enzima 

(homozigotos e heterozigotos). A introdução do perfil enzimático na análise multivariada 

não modificou a importância prognóstica da intensidade da dose de 6-MP. O principal 

motivo para a diminuição da intensidade da dose cumulativa de 6-MP foram as 

interrupções durante semanas inteiras de quimioterapia e não a redução de doses diárias de 

6-MP. Na maioria das vezes, estas interrupções estavam relacionadas a episódios de 

neutropenia. Foi observada uma tendência de associação entre neutropenia e prognóstico 

desfavorável (p = 0,04). Os autores observaram que a concentração intra-eritrocitária dos 6-

TGN não apresentou significado prognóstico e apresentaram diversas hipóteses para 

explicar esse resultado. Entre elas, chama atenção o fato de que a avaliação da intensidade 

da dose de 6-MP provavelmente fornece uma avaliação mais global, já que avalia todas as 

semanas da fase de manutenção do tratamento. Por sua vez, a dosagem de 6-TGN é feita 

apenas em algumas semanas específicas. A eficácia da 6-MP parece ser dependente de uma 
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exposição crônica adequada a essa droga, durante o maior número possível de semanas 

ininterruptas durante a fase de manutenção do tratamento. Os resultados deste estudo 

reforçam a necessidade do uso de doses máximas de 6-MP, principalmente nos indivíduos 

com alta atividade da enzima TPMT, evitando-se, contudo, que a toxicidade seja tão intensa 

que leve a interrupções prolongadas da quimioterapia, comprometendo a intensidade da 

dose total e, conseqüentemente, o prognóstico dos pacientes. 

Em estudo recente, no qual a dose da 6-MP era individualizada de acordo com a 

atividade da TPMT, o genótipo da TPMT não teve influência prognóstica. Os 

pesquisadores consideraram que a administração constante da 6-MP, ou seja, evitando-se 

ao máximo as interrupções, resultaria em menores índices de recidiva. Portanto, a meta 

neste estudo era manter a mais alta dose diária de 6-MP tolerada pelo paciente. Utilizando 

esta abordagem, o genótipo TPMT não foi preditivo do risco de recidiva hematológica 

(ROCHA et al, 2005; RELLING et al., 2006). 

Outros estudos também demonstraram que o risco de recidiva estava relacionado 

com o tempo de interrupção da quimioterapia. Pacientes que tiveram períodos prolongados 

de interrupção da quimioterapia apresentaram evolução clínica desfavorável. No entanto, é 

importante ressaltar que, pode não ser adequada apenas a manutenção do paciente em 

quimioterapia ininterrupta, com as doses recomendadas pelos protocolos, pois corre-se o 

risco de mantê-los com exposição insuficiente às drogas (SCHMIEGELOW, 1991; VIANA 

et al., 2001). 

Em estudo pioneiro, pesquisadores do grupo alemão BFM avaliaram a associação 

do genótipo TPMT com os níveis de doença residual mínima antes e após fase de 

indução/consolidação da quimioterapia, na qual a 6-MP era utilizada. Os pacientes 

portadores de deficiência da TPMT foram tratados com doses reduzidas de 6-MP e, 

portanto, foram excluídos do estudo. As doses de 6-MP não foram ajustadas previamente 

para os pacientes heterozigotos. Os pacientes heterozigotos apresentaram índices de doença 

residual mínima significativamente mais baixos do que os homozigotos para o alelo 

selvagem (wild type). Os autores concluíram que a redução das doses de 6-MP, durante a 

fase de indução/consolidação, baseada no genótipo da TPMT, seria de pouco benefício para 

pacientes heterozigotos tratados de acordo com o protocolo do grupo BFM e que os 

indivíduos com alta atividade enzimática (wild type) poderiam se beneficiar com o uso de 
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doses mais altas de 6-MP. No entanto, a comprovação dessas hipóteses, e da sua influência 

nos resultados finais do tratamento, demandam um tempo mais longo de acompanhamento 

(STANULLA et al., 2005). 
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2- OBJETIVO GERAL 

 

Determinar a freqüência das principais variantes alélicas do gene da Tiopurina 

Metiltransferase (TPMT) em uma população de crianças e adolescentes com Leucemia 

Linfocítica Aguda (LLA) e correlacioná-la com dados clínicos e laboratoriais obtidos 

durante a fase de manutenção da quimioterapia. 

 

2.1-OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

1- Otimizar a PCR ARMS alelo específica, para cada par de iniciadores 

separadamente e, posteriormente, agrupá-los em uma PCR multiplex. 

2- Determinar a freqüência dos alelos TPMT*2, *3A e *3C na população estudada.  

3- Verificar a associação entre genótipo e dados clínicos (gênero, tempo de 

interrupção da quimioterapia, médias das doses de 6-MP e MTX) e laboratoriais (medianas 

das contagens de leucócitos e neutrófilos) obtidos durante a fase de manutenção da 

quimioterapia. 

4- Correlacionar o genótipo com a concentração intra-eritrocitária dos metabólitos 

da 6-MP (nucleotídeos da 6-tioguanina, 6-TGN e metilmercaptopurina, MMP). 
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3- PACIENTES E MÉTODOS 

 

3.1- ASPECTOS ÉTICOS 

 

Este estudo foi aprovado na Câmara do Departamento de Pediatria, no Serviço de 

Hematologia do Hospital das Clínicas da UFMG (Anexo 1), na Diretoria de Ensino, 

Pesquisa e Extensão da do Hospital das Clínicas da UFMG (Anexo 2), e no Comitê de 

Ética em Pesquisa (COEP) da UFMG (Anexo 3). Para a inclusão dos pacientes foi 

solicitada a assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido aos pais ou 

responsável (Anexo 4). 

Os protocolos do Grupo Cooperativo Brasileiro para Tratamento da Leucemia Infantil 

(GBTLI) prevêem que todos os pacientes admitidos ou seus responsáveis assinem um 

termo de consentimento onde são esclarecidos sobre o tratamento. Para inclusão dos 

pacientes no estudo destinado à avaliação da adesão ao tratamento em crianças portadoras 

de LLA através da dosagem de metabólitos da 6-MP, também, foi solicitada autorização 

dos pais e responsáveis logo que as crianças iniciaram a fase de manutenção do tratamento. 

Os dois estudos foram aprovados na Câmara do Departamento de Pediatria e no 

COEP/UFMG (pareceres 007/97 e 021/01). 

 

3.2- PACIENTES 

 

A população estudada consistiu de crianças e adolescentes com Leucemia Linfocítica 

Aguda (LLA) admitidas no Hospital das Clínicas da UFMG (HC-UFMG) e submetidas aos 

protocolos de tratamento do Grupo Cooperativo Brasileiro para Tratamento da Leucemia 

Infantil – GBTLI LLA - 93 e GBTLI LLA - 99. Foram incluídos nestes protocolos todos os 

pacientes com LLA, sem tratamento prévio, com idade inferior a 18 anos. Para os fins deste 

estudo foram considerados apenas aqueles que alcançaram a fase de manutenção do 

tratamento no período de maio de 1997 a maio de 2005.  

Para correlacionar o genótipo com a concentração de metabólitos da 6-MP foi 

estudado um grupo de 36 crianças admitidas em um estudo anterior, conduzido pela mesma 

equipe de pesquisadores, no período de 1997 a 2003, no qual foi realizada a dosagem dos 
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metabólitos da 6-MP (OLIVEIRA et al., 2004c). Para correlacionar o genótipo com dados 

clínicos e laboratoriais obtidos durante a fase de manutenção, esse grupo foi acrescido de 

mais 80 crianças, totalizando uma população de 116 pacientes, para os quais foram 

coletados os dados referentes à contagem de leucócitos e neutrófilos, período de 

interrupção da quimioterapia e dose de 6-MP e MTX prescrita durante a fase de 

manutenção do protocolo terapêutico.  

A fase de manutenção do tratamento foi escolhida para a avaliação da associação 

entre genótipo e dados clínicos e laboratoriais, pois está alicerçada no uso de 6-MP e MTX, 

sendo que a primeira é administrada diariamente, por via oral, durante um período 

prolongado. 

Todos os pacientes foram acompanhados longitudinalmente no Serviço de 

Hematologia Pediátrica do HC-UFMG, submetendo-se a avaliações clínico-laboratoriais 

com periodicidade variável de acordo com o protocolo específico de tratamento. 

 

3.3- ESQUEMAS TERAPÊUTICOS 

 

Os esquemas terapêuticos utilizados foram os dos protocolos do Grupo Cooperativo 

Brasileiro para Tratamento da Leucemia Infantil para a leucemia linfóide aguda na infância 

(GBTLI LLA - 93 e GBTLI LLA - 99).  

Todos os quimioterápicos foram fornecidos pelo Sistema Único de Saúde (SUS) 

através do serviço de quimioterapia e farmácia da instituição ou através de outros 

convênios, nos casos em que a fase de manutenção do tratamento foi realizada em 

consultório particular. 

 

3.3.1- GBTLI LLA - 93 

 

O protocolo do estudo GBTLI LLA - 93 previa a estratificação dos pacientes em 

três grupos de risco para recidiva, utilizando como critérios: a idade ao diagnóstico, 

contagem de leucócitos ao diagnóstico, presença de massa mediastinal, comprometimento 

do sistema nervoso central (SNC), hepato-esplenomegalia, imunofenotipagem e a 

citogenética, quando realizada. 
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Os grupos de risco são os seguintes: 

1. Risco Básico Verdadeiro (RBV) 

Critérios imprescindíveis: pacientes com idade ≥ 1 ano e < 10 anos, com contagem 

leucocitária inicial ≤ 10.000/mm3, ausência de massa mediastinal, ausência de 

envolvimento do SNC, hepato e/ou esplenomegalia inferior a cinco centímetros a 

partir do rebordo costal, medida na linha hemiclavicular.  

2. 
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As doses de 6-MP e MTX deveriam ser ajustadas de forma a manter a contagem de 

leucócitos entre 2.000 e 3.000/mm3, com a contagem de fagócitos acima de 500/mm3.  

Quando a contagem de fagócitos fosse inferior a 500/mm3, a quimioterapia deveria 

ser suspensa provisoriamente, até a recuperação dos níveis leucocitários. Após a 

recuperação, a medicação deveria ser reiniciada com metade da dose anterior, aumentado-

se a dose progressivamente em uma a duas semanas.  

Se durante a fase de manutenção, dois ou três hemogramas seqüenciais (semanais 

ou quinzenais), mostrassem contagem de leucócitos acima de 3.500 a 4.000/mm3, as doses 

de 6-MP e MTX deveriam ser aumentadas em 25%. 

O esquema terapêutico para o grupo RB compreendeu as mesmas fases de indução, 

intensificação e re-indução do RBV (Anexo 5), seguidas da fase de manutenção. Os 

critérios para ajustes das doses das drogas que alicerçam esta fase do tratamento (6-MP e 

MTX) foram os mesmos adotados para o grupo RBV. No grupo RB, foram incluídos nesta 

fase pulsos de vincristina (VCR) e dexametasona (DXM), administrados a cada oito 

semanas durante o primeiro ano da manutenção (semanas 29, 37, 45, 53, 61, 69 e 77 do 

tratamento). A VCR deveria ser administrada no primeiro dia do pulso, por via endovenosa, 

na dose de 1,5 mg/m2 (dose máxima de 2 mg) e a DXM deveria ser administrada por via 

oral, durante sete dias, na dose de 4 mg/m2/dia. O uso de 6-MP e MTX deveria ser mantido 

durante estes pulsos. A duração da fase de manutenção do tratamento obedeceu aos 

mesmos critérios definidos para o RBV. 

A terapia do grupo AR compreendeu quatro fases: indução com duração de seis 

semanas, a intensificação igual à do RBV e RB, uma fase de re-indução onde foi incluída a 

radioterapia crânio-espinhal e a seguir a fase de manutenção com duração total de um ano e 

meio ou dois anos (Anexo 5). A terapia de manutenção compreendia duas fases. Durante o 

primeiro ano (até a 77a semana do tratamento) deveria ser realizado rodízio de três blocos 

de quimioterapia, administrados de maneira seqüencial a cada três semanas. Estes blocos 

alternavam-se a cada 21 dias, num total de 18 blocos (Anexo 5).  Após o primeiro ano de 

terapia de manutenção, seguiu-se a quimioterapia com 6-MP e MTX, seguindo as mesmas 

especificações feitas para os outros dois grupos, e pulsos de VCR e DXM, nas mesmas 

doses utilizadas no grupo de RB, a cada oito semanas até o final do tratamento.  
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3.3.2- GBTLI LLA - 99 

 

De acordo com o protocolo GBTLI LLA - 99, os pacientes foram classificados em 

dois grupos. O chamado grupo de baixo risco de recidiva (BR), foi representado pelos 

pacientes que, ao diagnóstico, tinham idade > 1 ano e < 9 anos e/ou contagem inicial de 

leucócitos inferior a 50.000/mm3. O outro grupo, chamado de Alto Risco de recidiva (AR) 

foi constituído pelos doentes que, ao diagnóstico, tinham idade < 1 ano e > 9 anos e/ou 

contagem inicial de leucócitos > 50.000/mm3. 

 

3.3.2.1- GRUPO DE BAIXO RISCO DE RECIDIVA (BR) 

 

O planejamento terapêutico global do grupo de Baixo Risco de recidiva (Anexo 6) 

compreendeu cinco fases: fase da indução com duração de quatro semanas, seguida 

imediatamente da fase de consolidação da remissão, com duração de duas semanas, a fase 

da intensificação, com duração de 8 semanas, uma consolidação tardia com duração de 8 

semanas e a terapia de manutenção que teve a duração de  um ano e meio. O tempo total 

previsto para duração do tratamento foi de dois anos. 

A terapia de manutenção foi alicerçada no par de drogas 6-MP/MTX e iniciada a 

partir da vigésima segunda semana do tratamento. Antes do início dessa fase, os pacientes 

foram randomizados para o Grupo 1 (terapia contínua 6-MP/MTX) ou Grupo 2 (terapia 

intermitente MTX/ 6-MP) da terapia de manutenção. 

O tratamento básico da terapia de manutenção no Grupo 1, referia-se ao esquema 

tradicional de tratamento, composto de :  

- 6-MP: 50 mg/m2/dia, administrada por via oral, diariamente (dose 

máxima de 100 mg/m2/dia), ingerido longe do horário das refeições, no 

sentido de evitar interferências dos alimentos na absorção das drogas. 

- MTX: 25 mg/m2/dose (dose máxima de 40 mg/m2), administrado por 

via intramuscular, semanalmente. 

- A cada 8 semanas, iniciando-se na 30a semana, era introduzido o pulso 

de vincristina (VCR) e dexametasona, completando um total de 7 pulsos 
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- A tripla terapia intratecal (MADIT: ARA-C, MTX e PDN) foi realizada 

a cada 8 semanas, durante toda a manutenção. 

A terapia de manutenção do Grupo 2 utilizou as mesmas drogas. No entanto, a 6-MP 

e o MTX eram administrados de maneira intermitente: 

- MTX: 200mg/m2, administrado por via endovenosa, em infusão de 6 

horas, administrado a cada 21 dias. O resgate com ácido folínico 

(leucovorin) foi de 5mg/m2/dose, administrado por via oral, nas horas 36 

e 42 após o início do MTX. 

- 6-MP: 100mg/m2/dia, administrada por via oral, durante 10 dias, 

iniciando 24 horas após a primeira dose do MTX. Dose máxima diária  

de 175mg. 

 

 Durante a fase de manutenção do Grupo 1, os ajustes das doses de 6-MP e MTX 



 PACIENTES E MÉTODOS 
 

 38

3.3.2.2- GRUPO DE ALTO RISCO DE RECIDIVA (AR) 

 

O planejamento terapêutico global para o Grupo de Alto Risco (Anexo 6), 

compreendeu sete fases: a fase da indução com duração de seis semanas, o Bloco A e o 

Bloco B com duração de uma semana cada um, a fase da intensificação com oito semanas 

de duração, o Bloco C e o Bloco D com uma semana de duração cada, a fase de 

consolidação tardia (oito semanas) e a fase de manutenção com duração de um ano e meio.   

A fase de manutenção deveria ser iniciada na trigésima quarta semana do tratamento 

e seguia as mesmas orientações para o Grupo 1 do BR (item 3.3.2.1). 

 

3.4- DADOS CLÍNICOS E LABORATORIAIS 

 

Os dados clínicos e laboratoriais foram obtidos por meio de pesquisa em prontuários 

arquivados no Serviço de Arquivo Médico (SAME) e no Serviço de Hematologia do HC-

UFMG. 

O Serviço de Hematologia Pediátrica dispõe de registros individualizados de todos 

os pacientes com seus dados iniciais, evolutivos, os exames laboratoriais, incluindo 

mielograma, imunofenotipagem e relato das intervenções terapêuticas às quais foram 

submetidos. Os dados clínicos, os exames laboratoriais na admissão e durante toda a 

evolução, o tratamento e os dados evolutivos de cada paciente foram registrados em 

protocolo próprio.  Para o presente estudo foi desenvolvido um banco de dados específico 

no programa Excel-2002.  

O diagnóstico de LLA foi realizado por esfregaço de medula óssea corado pela 

solução de May-Grünwald-Giemsa e, na maioria dos casos, confirmado por 

imunofenotipagem. 

A determinação da linhagem do clone leucêmico dos casos de LLA baseou-se na 

classificação do Grupo Europeu para Caracterização Imunológica de Leucemias (EGIL) 

(BENE et al., 1995), com modificações impostas por limitações no painel de anticorpos 

monoclonais utilizados (PAES, 2000). Desta forma, as LLA foram classificadas em LLA 

de linhagem B e de linhagem T. A linhagem B foi definida quando havia expressão de pelo 

menos dois dos seguintes marcadores B: CD19, CD79a e CD22. A LLA de linhagem B foi 



 PACIENTES E MÉTODOS 
 

 39

sub-classificada, de forma simplificada, em LLA pré-B CD10 positivo (CD10+) ou LLA 

pré-B CD10 negativo (CD10-), por não se dispor do anticorpo anti-imunoglobulina 

intracitoplasmática (IgM citoplasmática).  As LLA classificadas como pré-B CD10+ 

também foram denominadas LLA do tipo CALLA (antígeno comum da LLA). As LLA do 

tipo null foram incluídas no grupo das LLA pré-B CD10-. A LLA B madura foi excluída do 

estudo. A LLA de linhagem T foi definida pela expressão de CD3 em membrana ou 

intracitoplasmática. Quando negativa, a LLA foi considerada T caso apresentasse 

positividade para CD2 e CD7 e negatividade para CD22 e/ou CD79a e mieloperoxidase 

(MPO). Não foi possível proceder à sub-classificação deste grupo pela indisponibilidade de 

CD1a, antiTCRα/β e anti-TCR γ/δ no laboratório da Instituição (PAES, 2000). 

Como em grande número de casos não foram obtidas metáfases para realização de 

análise citogenética, optou-se pela não utilização deste parâmetro para caracterização dos 

pacientes neste estudo. 

A remissão medular foi definida como porcentagem de blastos inferior a 5% do total 

de elementos nucleados, em um esfregaço medular com a presença das três séries normais 

(granulocítica, eritrocítica e megacariocítica) bem representadas. 

A recidiva medular foi definida como reaparecimento de células leucêmicas na 

medula óssea em proporção ≥ 5% dos elementos nucleados (M2) ou ≥ 25% (M3). A 

recidiva poderia ser isolada em medula óssea ou combinada, quando houvesse 

envolvimento concomitante do sistema nervoso central, ou testículos ou outros sítios.  

O envolvimento do sistema nervoso central foi definido como presença de blastos 

em esfregaço de líquor com contagem de mononucleares > 5 células/mm3, com presença 

inquestionável de blastos leucêmicos.  

  

3.5- ISOLAMENTO DE DNA GENÔMICO 

 

Para o isolamento do DNA genômico foram utilizados como material sangue 

periférico, concentrado de hemácias ou esfregaço de medula óssea.  

O sangue total foi obtido no momento das coletas de rotina para realização de 

hemogramas. Portanto, não foi coletado sangue exclusivamente para a realização do estudo. 

O anticoagulante utilizado foi o EDTA (etilenodiaminotetracetato).  
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Nos casos em que o paciente já havia falecido ou recebido alta hematológica, foi 

utilizado concentrado de hemácias armazenado a –20o C. Este material foi obtido durante o 

estudo para dosagem dos metabólitos da 6-MP (OLIVEIRA et al, 2004c) 

Quando não havia sangue total ou concentrado de hemácias disponíveis, foram 

utilizadas lâminas com esfregaço de medula óssea obtido no 28o dia de tratamento. As 

lâminas encontravam-se arquivadas no Serviço de Hematologia do HC-UFMG e haviam 

sido coradas previamente pela solução de May-Grünwald-Giemsa. 

O DNA genômico foi extraído a partir de amostras de sangue total em 95 casos. Em 

13 casos foi utilizado o concentrado de hemácias e em 8 o esfregaço de medula óssea. 

Foram testados dois métodos para isolamento do DNA genômico a partir do sangue 

total, o kit DNAzolR (INVITROGEN) e o método Fenol-clorofórmio (SAMBROOK et al., 

1989). Para a obtenção de DNA genômico a partir dos esfregaços de medula óssea foi 

utilizado um método simples descrito no item 3.5.3. Os três métodos serão descritos a 

seguir. 

 

3.5.1- MÉTODO DO DNAZOL (INVITROGEN) 

 

As células sanguíneas foram lisadas através da homogeneização com a pipeta. Ao 

tubo contendo 200µl de sangue total foi acrescentado 1ml de DNAzol. Centrifugar a 10.000 

g durante 10 min. O sobrenadante foi transferido para um novo tubo, que foi adicionado de 

0,5 ml de álcool 100% a 4ºC. Misturar por inversão e incubar por 3 min a temperatura 

ambiente. Centrifugar a 4.000 g por 2 min. O sobrenadante foi descartado e o DNA 

precipitado lavado 2 vezes com álcool 70% a 4ºC, centrifugar a 15.000g a 4ºC. O tubo 

contendo o sedimento foi deixado aberto a 37ºC por 1 min para a evaporação do álcool. O 

DNA foi ressuspendido em 20µl de NaOH 8 mM, conforme sugerido pelo fabricante e 

estocado a -20ºC. Para a amplificação por PCR foi utilizado 100ng da amostra como fonte 

de DNA molde. Este método foi utilizado nos testes de escolha para isolamento do DNA, 

mas não foi o escolhido para a extração das amostras de sangue total. 
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3.5.2- MÉTODO FENOL/CLOROFÓRMIO (SAMBROOK et al., 1989) 

 

Ao tubo contendo 200µl de sangue total ou concentrado de hemácias foi adicionado 

100µl de tampão de extração (50mM Tris HCl, pH 8,0, 50 mM EDTA, 100 mM NaCl, SDS 

1%) e proteinase K a 50µg/ml. A amostra foi incubada a 37ºC por 16 h ou 55ºC por 3h com 

agitação, para digestão do material. Foi adicionado volume igual de fenol e a amostra foi 

agitada por 10 min em agitador de inversão, até formar uma emulsão. Centrifugar a 15.000 

g por 10 min à temperatura ambiente. A fase aquosa superior foi retirada e transferida para 

um novo tubo, acrescentando-se, aproximadamente, metade de seu volume, de fenol e 
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células nucleadas. Nesta marcação, foram depositados 10µl de água deionizada e após a 

raspagem, o material ressuspendido foi transferido para tubos etiquetados. A área foi lavada 

com outros 10 µl de água deionizada que também foram transferidos para os tubos com 

auxílio de uma micropipeta. A operação foi repetida em uma segunda área da lâmina e, em 

seguida, o material foi aquecido a 70°C por 10 min, centrifugado a 13.000 rpm por 5min, à 

temperatura ambiente e o sobrenadante (cerca de 30µl) foi estocado a -20°C. Foram 

aplicados 2 µl do sobrenadante nas reações de PCR como fonte de DNA molde. 

 

3.5.4- DOSAGEM DAS AMOSTRAS DE DNA  

 

A dosagem das amostras de DNA obtidas a partir de sangue total foi realizada em 

espectrofotômetro (Eppendorf). Foi observada a absorbância para ácidos nucléicos que é 

obtida no comprimento de onda de 260 nanômetros (nm), na qual uma unidade de 

absorbância 260 nm corresponde a 50ng/µl de ácidos nucléicos e a absorbância para 

proteína obtida no comprimento de onda 280 nm. A pureza para ácidos nucléicos foi 

observada pela relação das absorbâncias A260/280. Este valor indica a relação 

DNA/proteína e conseqüentemente a pureza da amostra de DNA. As amostras que não 

apresentavam valor de pureza satisfatório (A260/A280>2) foram lavadas com etanol 70%.  

A dosagem do DNA não foi realizada nas amostras obtidas de concentrado de hemácias e 

de esfregaço de medula óssea, devido ao pequeno volume e a baixa concentração de DNA 

obtidos nestas amostras. 

 

3.6- PCR (REAÇÃO EM CADEIA DA POLIMERASE) – ARMS (SISTEMA DE 

AMPLIFICAÇÃO REFRATÁRIO A MUTAÇÃO) MULTIPLEX 

 

A PCR foi realizada para avaliar a freqüência das quatro variantes alélicas do gene da 

TPMT: *2 (238G›C), *3A (460G›A e 719A>G), *3B (460G›A) e *3C (719A›G).  

Foi utilizada a estratégia do sistema multiplex de amplificação refratária a mutação 

(ARMS multiplex) descrito por ROBERTS e colaboradores (2004). O ARMS é um sistema 

que permite a genotipagem de SNPs (single nucleotide polimorphism) através somente da 

PCR, sem necessidade de enzimas de restrição e sequenciamento dos produtos da PCR. 
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Este sistema possibilita a detecção simultânea do polimorfismo dos nucleotídeos 238 G›C, 

460G›A e 719A›G, que definem os alelos TPMT *2, TPMT*3A, TPMT *3B e TPMT *3C. 

No ARMS é desenhado um par de iniciadores direcionado para o locus normal e 

outro par específico para o locus com mutação. Assim, o DNA normal e o mutado (se 

houver a mutação) são amplificados. Nesta técnica é importante a presença de um par de 

iniciadores direcionado para uma região do DNA genômico que não está sendo estudada 

para funcionar como controle positivo da reação (NEWTON et al., 1989). Neste estudo foi 

utilizado o par de iniciadores β2M como controle positivo da PCR que é complementar a 

uma seqüência de 574pb do gene da beta-2-microglobulina, não relacionada ao gene TPMT. 

Neste trabalho foram utilizados os iniciadores desenhados por ROBERTS e 

colaboradores (2004). Nestes iniciadores a última base da porção 3’ é complementar ao 

nucleotídeo normal ou mutado. Para maximizar a especificidade alélica foi introduzido um 

pareamento incorreto no penúltimo nucleotídeo na porção 3’ em cada iniciador alelo 

específico (Tabela 4 - bases sublinhadas). Para evitar a coamplificação de seqüências de um 

pseudogene os iniciadores comuns foram desenhados complementares a seqüências 

intrônicas. 

 

Tabela 4 - Iniciadores utilizados no experimento ARMS multiplex TPMT (ROBERTS et 

al., 2004).  

Iniciador Mutação PCR Amplicon 

(pb) 

Seqüência (5’ →3’) 

β2M  forward - ARMS1 

ARMS2 

574 TGTAAACACTTGGTGCCTGATATAGCTTGA 

 

Β2M  reverse - ARMS1 

ARMS2 

574 CATCAGTATCTCAGCAGGTGCCACTAATCT 

 

TPMT238 comum # - ARMS1 

ARMS2 

194 ATCTGCTTTCCTGCATGTTCTTTGAAACCC 

TPMT238 normal ¥ - ARMS1 194 CACACCAACTACACTGTGTCCCCGGTCTCC 

TPMT238 mutado § 238G›C ARMS2 194 CACACCAACTACACTGTGTCCCCGGTCTCG 

TPMT460 comum # - ARMS1 

ARMS2 

245 AGGTCTCTGTAGTCAAATCCTATACT 

TPMT460 normal ¥ - ARMS1 245 ATTTGACATGATTTGGGATAGAGGTG 

TPMT460 mutado § 460G›A ARMS2 245 ATTTGACATGATTTGGGATAGAGGTA 
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TPMT719 comum # - ARMS1  

ARMS2 

325 ATTTTTAGTAGAGACAGAGTTTCACCATCT 

TPMT719 normal ¥ - ARMS1 325 TATGTCTCATTTACTTTTCTGTAAGTAGTT 

TPMT719 mutado § 719A›G ARMS2 325 TATGTCTCATTTACTTTTCTGTAAGTAGTC 

Nucleotídeos sublinhados – base modificada para ocorrer pareamento incorreto 

# - iniciadores comuns que fazem par tanto com os iniciadores direcionados para o DNA 

normal quanto para o mutado. 

¥ - iniciadores específicos para o DNA normal 

§ - iniciadores específicos para a mutação 

 

A PCR alelo específica foi otimizada separadamente e posteriormente os iniciadores 

foram agrupados em ARMS1 e ARMS2. No ARMS1 foram colocados os iniciadores 

específicos para os alelos normais 238G e 460G e o iniciador específico para o alelo 

mutado 719G. No ARMS 2 foram colocados os iniciadores específicos para o alelo normal 

719A e para os alelos mutados 238C e 460A  (Tabela 5) (ROBERTS et al., 2004). 

 

Tabela 5 - Agrupamento dos iniciadores em ARMS 1 e ARMS2 (ROBERTS et al., 2004). 

Iniciadores PCR- ARMS Alelo TPMT 
TPMT238 normal (WT) ARMS1 TPMT*1 

TPMT238 mutado (MUT) ARMS2 TPMT*2 
TPMT460 normal (WT) ARMS1 TPMT*1 

TPMT460 mutado (MUT) ARMS2 TPMT3*A 
TPMT 719 normal (WT) ARMS2 TPMT*1 

TPMT719 mutado (MUT) ARMS1 TPMT3*A e TPMT*3C 
β2M ARMS1 e ARMS2 - 

 

O agrupamento dos iniciadores em ARMS1 e ARMS2 é importante, pois em uma 

mesma reação são misturados:  o par de iniciadores usado como controle positivo da PCR 

(β2M- Tabela 4 e 5), e os iniciadores direcionados ao alelo normal e ao mutado do gene 

TPMT. Assim, existe uma segurança de que a PCR realmente funcionou, pois além do par 

de iniciadores utilizado como controle positivo, há os iniciadores direcionados aos alelos 

normais, cuja freqüência esperada é alta e o iniciador direcionado ao alelo mutado, que só 

amplifica o DNA se o indivíduo tiver a mutação.  



 PACIENTES E MÉTODOS 
 

 45

É importante destacar que o alelo TPMT*2 é visualizado através do iniciador 

TPMT238MUT, o alelo TPMT*3A é caracterizado por duas mutações, então é visualizado 

através dos iniciadores TPMT460MUT e TPMT719MUT, o alelo TPMT*3B pelo iniciador 

TPMT460MUT somente e o TPMT*3C pelo TPMT719MUT somente. Já o alelo TPMT*1 

é visualizado pelos iniciadores TPMT238WT, TPMT460WT e TPMT719WT (Tabela 5). 

Para a realização da PCR alelo específica as condições de temperatura e 

concentrações de reagentes estabelecidas por ROBERTS e colaboradores (2004) foram 

testadas para cada iniciador isoladamente. Posteriormente, a concentração de Taq DNA 

polimerase (1 e 0,50U), do MgCl2 (1,5; 3 e 4,5mM), dos iniciadores (5 e 10pmoles), do 

DNA (0,1, 1, 10 e 100ng) e o volume final de reação (10 µl e 25µl) foram testados. 

 Após a otimização da PCR alelo específica, os iniciadores foram agrupados em 

multiplex. A PCR multiplex é uma variante da PCR na qual dois ou mais loci são 

simultaneamente amplificados na mesma reação (HENEGARIU et al., 1997). Esta PCR foi 

possível somente com DNA extraído de sangue total. 

Para a PCR utilizamos 0,50 U de Taq DNA polimerase (INVITROGEN), tampão da 

enzima, fornecido pelo fabricante (Tris-HCl 10mM pH 8,0, 1,5mM de MgCl2, KCl 50mM), 

4,5mM de MgCl2, 10 pmoles de cada iniciador, dNTPs (200µM de cada um dos 

desoxirribonucleotídeos) e 100ng de DNA humano para um volume final de 10 µl. A PCR 

foi realizada em termociclador Thermo Hybaid, com 5 min a 95ºC para desnaturação da fita 

de DNA, e 35 ciclos consistindo de 30 seg a 95ºC para desnaturação, 30 seg de anelamento 

para os iniciadores, na temperatura calculada para cada iniciador, 30 seg a 72ºC para 

extensão, finalizando com uma extensão de 5 min a 72º C e mantido a 4ºC após o término 

da reação.  

 

3.6.1- ANÁLISE DOS PRODUTOS DE PCR POR ELETROFORESE EM MINIGÉIS 

DE POLIACRILAMIDA 

 

 Os produtos de PCR, correspondentes aos alelos foram detectados após 

fracionamento em gel de acrilamida, corados pela prata. Três microlitros dos produtos de 

amplificação por PCR foram submetidos à eletroforese em mini gel de poliacrilamida a 8%, 

fixados em 150ml de etanol a 10% (v/v) com 0,5% de ácido acético (v/v) e corados com 
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nitrato de prata a 0,3%. Os géis foram lavados em água deionizada e revelados em solução 

aquosa de hidróxido de sódio a 3% (p/v) com 0,5% de formaldeído (v/v), até o 

aparecimento das bandas (SANGUINETTI et al., 1994). 

 

 3.7- DOSAGEM DOS METABÓLITOS DA 6-MERCAPTOPURINA (6-MP) 

 

A dosagem dos metabólitos da 6-MP foi realizada em pesquisa desenvolvida por 

OLIVEIRA et al. 2004c, no qual foram avaliados 36 pacientes incluídos no presente 

estudo. Foram selecionados para dosagem dos metabólitos da 6-mercaptopurina os 

pacientes com previsão do término do tratamento até dezembro de 2001. 

As amostras de sangue periférico para dosagem intra-eritrocitária dos metabólitos da 

6-MP (nucleotídeos da 6-tioguanina - 6-TGN e metilmercaptopurina - MMP) foram 

coletadas a partir da oitava semana da fase de manutenção do tratamento com intervalo 

aproximado de oito semanas entre as coletas. O paciente deveria estar em uso contínuo da 

6-MP por um período mínimo de quatro semanas e não ter recebido transfusão de 

concentrado de hemácias nas seis semanas precedentes à coleta. O número mínimo de 

amostras previsto para cada grupo de pacientes foi definido de acordo com a duração da 

fase de manutenção, variando de 2 a 6 amostras. 

As amostras foram preparadas a partir do sangue total coletado para realização de 

hemogramas. O anticoagulante utilizado foi o EDTA. As hemácias foram preparadas de 

acordo com o método descrito por LENNARD (LENNARD, 1987). Os nucleotídeos da 6-

tioguanina (6-TGN) e metilmercaptopurina (MMP) foram separados e quantificados em 

uma mesma amostra através de cromatografia líquida de alta eficiência (HPLC), utilizando 

metodologia que combinou o método de extração das tiopurinas recomendado por 

DERVIEUX & BOULIEU (DERVIEUX & BOULIEU, 1998) e o método de análise 

proposto por LENNARD & SINGLETON (LENNARD & SINGLETON, 1992), que 

permite a determinação simultânea desses metabólitos da 6-MP nos eritrócitos. Os 

metabólitos 6-TGN e MMP tiveram sua concentração intra-eritrocitária medida em 

pmol/8x108 hemácias e nmol/8x108 hemácias, respectivamente (Anexo 7). A padronização 

e a validação dessa nova metodologia foi realizada por OLIVEIRA et al., 2004c.  
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3.8- DEFINIÇÃO DE VARIÁVEIS 

 

As seguintes variáveis foram associadas a cada criança. 

- Idade (IDADEDX): número fracionado em meses, obtido pela subtração da data de 

nascimento em relação à data do diagnóstico de leucemia. 

 

- Gênero (SEX0): masculino (1) ou feminino (2). 

 

- Leucometria ao diagnóstico (LEUINI): número global de leucócitos no sangue periférico 

quando do diagnóstico da doença.  

 

- Média das doses de 6-Mercaptopurina (6-MP): valor correspondente à média das doses 

diárias de 6-MP prescritas para cada criança durante a fase de manutenção do tratamento. O 

cálculo foi feito através da soma de todas as doses/m2, dividindo-se a dose acumulada pela 

duração total do período de manutenção em dias. É expressa em mg/m2/dia.  

 

- Média das doses de Metotrexato (MTX): valor correspondente à média das doses 

semanais de MTX prescritas para cada criança durante a fase de manutenção do tratamento. 

O cálculo foi feito através da soma de todas as doses/m2, dividindo-se a dose acumulada 

pela duração total do período de manutenção em semanas. É expressa em mg/m2/semana. 

 

Para o cálculo das doses de 6-MP e MTX, a superfície corporal de cada paciente foi 

obtida observando-se os dados de peso e estatura anotados e utilizando-se nomograma 

baseado na fórmula de Du Bois (Du BOIS & Du BOIS, 1916). O valor foi expresso em m2. 

 

- Dias de interrupção da quimioterapia durante a fase de manutenção (QTT): porcentagem 

correspondente ao número de dias nos quais o paciente permaneceu sem receber 

quimioterapia, 6-MP e MTX, em relação a duração total da fase de manutenção. 

 

- Mediana das contagens de leucócitos (MEDLEU): valor correspondente à mediana das 

contagens de leucócitos apresentadas pelo paciente durante a fase de manutenção da 
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quimioterapia. É uma forma indireta de avaliação da intensidade da quimioterapia através 

da mielossupressão alcançada. 

 

- Mediana das contagens de neutrófilos (MEDNEUT): valor correspondente à mediana das 

contagens absolutas de neutrófilos apresentadas pelo paciente durante as consultas médicas 

realizadas na fase de manutenção. É uma forma indireta de avaliação da intensidade da 

quimioterapia através da mielossupressão alcançada. 

 

- Média das dosagens do metabólito 6-TGN: valor correspondente à média das dosagens de 

6-TGN apresentadas pelo paciente durante a fase de manutenção. O cálculo foi feito através 

da soma de todas as dosagens, dividindo-se a o valor desta soma pelo número de amostras 

colhidas. É expressa em pmol/8x108 hemácias.  

 

- Média das dosagens do metabólito MMP: valor correspondente à média das dosagens de 

MMP apresentadas pelo paciente durante a fase de manutenção. O cálculo foi feito através 

da soma de todas as dosagens, dividindo-se a o valor desta soma pelo número de amostras 

colhidas. É expressa em nmol/8x108 hemácias.  

 

- Genótipo (TPMT): se a criança possui a mutação no alelo TPMT (MUT) ou se possui o 

alelo comum ou selvagem (WT- wild type), sendo assim codificado - um (1) homozigoto 

para o alelo selvagem e zero (0) heterozigoto para alguma das mutações estudadas no gene 

TPMT. 

 

- Sobrevida livre de eventos (SLE): tempo decorrido entre o diagnóstico e a ocorrência de 

qualquer um dos seguintes eventos: óbito em remissão ou ocorrência de recidiva da 

leucemia em qualquer sítio. 

 

- Variável de censura para sobrevida livre de eventos (CENS1), assim codificada: zero (0), 

paciente censurado na data da análise dos resultados porque não ocorreu qualquer evento; 

um (1) ocorrência de evento, como definido acima. 
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- Sobrevida Global (SG): tempo decorrido entre o diagnóstico e o óbito, independente da 

causa. 

 

- Variável de censura para sobrevida global (CENS2), assim codificada: zero (0), paciente 

censurado na data da análise dos resultados porque estava vivo;um (1) ocorrência do óbito 

 

Foi estudada a possível associação entre genótipo e as seguintes variáveis: gênero, 

média das doses de 6-MP, média das doses de MTX, dias de interrupção da quimioterapia, 

mediana das contagens de leucócitos e mediana das contagens de neutrófilos, dosagem dos 

metabólitos 6-TGN e MMP. 

Um paciente foi excluído dessas análises, uma vez que foi tratado com esquema 

quimioterápico diferente dos utilizados nos protocolos do GBTLI LLA (Identificação nº 

27- Anexo 8). Portanto, foram incluídos na maioria das análises estatísticas 115 pacientes. 

Cento e nove pacientes foram incluídos nas análises referentes às variáveis 6-MP, 

MTX e MEDLEU. Além do paciente número 27, seis pacientes foram excluídos porque 

receberam doses diferenciadas de 6-MP e MTX durante a fase de manutenção, de acordo 

com randomização prevista no estudo GBTLI LLA - 99 (Grupo 2- item 3.3.2).  

A mediana de neutrófilos (MEDNEU) foi calculada apenas para 100 pacientes. Foram 

excluídos os sete pacientes citados acima. Em outros nove casos não havia anotações 

suficientes no prontuário médico para o cálculo desta mediana. 

 

3.9- MÉTODOS ESTATÍSTICOS 

  

A eventual associação entre o genótipo e variáveis categóricas foi analisada com o 

teste do qui-quadrado.  

O teste t de Student foi utilizado para testar a possível associação do genótipo com 

variáveis contínuas que apresentaram distribuição normal. A possível associação do 

genótipo com variáveis contínuas que não apresentaram distribuição normal foi analisada 

com o teste estatístico não-paramétrico de Mann-Whitney.  
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O método de Kaplan-Meier foi utilizado para estimar a probabilidade de sobrevida 

global e de sobrevida livre de eventos (KAPLAN & MEIER, 1958). O teste de log-rank foi 

utilizado para comparação entre as curvas de sobrevida. Os cálculos e as curvas de 

sobrevida foram feitas no programa EGRET versão 026.6. 

Os cálculos foram feitos no programa MINITAB versão 13.0 e os gráficos no 

programa Grapad Prism 4. 

Em todos os testes estatísticos foi adotado como estatisticamente significativo o valor 

de p < 0,05 em relação ao erro alfa. 

 

 

. 
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4- RESULTADOS 

 

4.1- RESULTADOS GLOBAIS 

 

Foram admitidos no estudo 116 pacientes que iniciaram a fase de manutenção dos 

protocolos terapêuticos GBTLI LLA - 93 (n = 72) e GBTLI LLA - 99 (n = 44) no período 

de maio de 1993 a fevereiro de 2001. 

Apenas a criança com número de identificação 17 (Anexo 8) não havia terminado a 

quimioterapia na data de análise dos resultados (dezembro de 2006). Como havia 

completado 19 meses da fase de manutenção da quimioterapia e o término do tratamento 

estava previsto para janeiro de 2007, este paciente foi incluído em todas as análises.  

Nos casos em que a recidiva da leucemia ocorreu durante a fase de manutenção da 

quimioterapia, os dados clínicos e laboratoriais foram coletados até o momento da recidiva. 

Dos 116 pacientes analisados, 58 eram do sexo masculino e 58 do sexo feminino. 

A idade dos pacientes ao diagnóstico variou de seis meses a 16 anos, com mediana de 

4,4 anos. A leucometria ao diagnóstico variou de 594 a 376.000 células/mm3, com mediana 

de 7.800 células/mm3.  

A imunofenotipagem de 115 pacientes mostrou: 5 do tipo pré-B, 79 do tipo CALLA, 

15 do tipo T, 4 do tipo null e 1 indiferenciada. Em 11 casos a imunofenotipagem não foi 

realizada. O dado referente ao paciente 27 não estava disponível. 

A distribuição dos pacientes em grupos de risco para recidiva de acordo com os 

critérios do GBTLI LLA - 93 mostrou: 11 no grupo de Risco Básico Verdadeiro (RBV), 39 

no grupo de Risco Básico (RB) e 22 de Alto Risco (AR). De acordo com os critérios do 

protocolo GBTLI LLA - 99, 22 pacientes foram classificados como de baixo risco (BR) e 

22 de Alto Risco (AR). 

Vinte e oito pacientes apresentaram recidiva da doença (24,1%). Vinte (71,4%), 

dessas 28 crianças, faleceram. Os óbitos foram conseqüência de complicações relacionadas 

à recaída da doença. Na Tabela 6 estão relacionados o local e a época em que ocorreu a 

recidiva do processo leucêmico. Não houve perda de seguimento na casuística. 
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Tabela 6 - Local e momento da ocorrência da primeira recaída leucêmica em 28 crianças 

Local da recidiva Durante a fase de 

manutenção da 

quimioterapia 

Após a suspensão da 

quimioterapia 

Total 

Medular isolada 10 9 19 

SNC isolada 2 2 4 

Medular + SNC 2 1 3 

Testicular 0 1 1 

Medular + Testicular 0 1 1 

Total 14 14 28 

 

4.2- ISOLAMENTO DO DNA GENÔMICO 

 

Para o isolamento do DNA genômico de sangue periférico, foram testados os 

métodos do kit DNAzol  e o método fenol-clorofórmio (Figura 4). Os testes foram 

realizados com sangue recém coletado de pacientes sem doenças hematológicas. 
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possível o isolamento do DNA. Em 8 casos o DNA genômico foi isolado a partir de 

esfregaço de medula óssea. O isolamento foi realizado com sucesso nas 8 lâminas.  

Figura 4 – Produto de amplificação de indivíduos sem doença hematológica, extraídos 

pelos métodos do kit DNAzol e fenol-clorofórmio, utilizando o par de iniciadores β2M. 

Banda esperada 574pb. Amostras de DNA visualizadas em gel de acrilamida corado pela 

prata. O DNA foi extraído de dois indivíduos (canaletas 1, 2, 3, 7, 8, 9 indivíduo I1 e 

canaletas 4, 5, 6, 10, 11, 12 indivíduo I2). O DNA de cada paciente foi extraído em 

triplicata para cada método (canaletas 1 a 6 - método de extração DNAzol; canaletas 7 a 12 

método de extração Fenol-clorofórmio). Como controle positivo da reação (CP) foi 

utilizado uma amostra de DNA anteriormente testada. Como controle negativo (CN) o par 

de iniciadores sem DNA. MM = marcadores de tamanho molecular. pb = pares de bases. 

 

4.3- OTIMIZAÇÃO DA PCR ARMS ALELO ESPECÍFICA E MULTIPLEX 

 

Para a otimização da PCR alelo específica foram testadas as condições estabelecidas 

por ROBERTS e colaboradores (2004) e não foi possível amplificar amostras de DNA. 

Posteriormente, algumas concentrações de reagentes e o volume final da reação foram 

testados. Dentre as concentrações de Taq DNA polimerase a que apresentou melhor 

resultado foi 0,50U, de MgCl2 4,5mM, de iniciadores 10pmoles, de DNA 100ng e o volume 

final da reação foi 10µl.  

β2M (574pb)603pb

310pb

MM  1      2     3      4      5     6      7     8     9    10 11  12   CP  CN

DNAzol Fenol-clorofórmio
I1 I2 I1 I2

β2M (574pb)603pb

310pb

MM  1      2     3      4      5     6      7     8     9    10 11  12   CP  CN

DNAzol Fenol-clorofórmio
I1 I2 I1 I2
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A PCR alelo específica foi otimizada separadamente para cada par de iniciadores sob 

as mesmas condições de temperatura e concentração dos reagentes (ver item 3.6 do 

métodos) e, posteriormente, os iniciadores foram agrupados em multiplex (Figura 5).  

Nas amostras de DNA obtidas de concentrado de hemácias e esfregaço de medula 

óssea não foi possível agrupar os iniciadores em multiplex, provavelmente pela pequena 

quantidade de amostra de DNA obtida. Nestas amostras foi realizada a PCR alelo 

específica.  

β2M (574pb)

TPMT719WT (325pb)

MM  1    2    3     4    5    6     7    8    9   10  11  12

TPMT460WT (245pb)
TPMT238WT (194pb)

603

310

234
194

A)

TPMT460WT (245pb)
TPMT719WT (325pb)

603

310
234
194

β2M (574pb)

MM   1     2      3     4      5     6     7     8     9   CN B)

I1 I1 I1 I1

I1 I2 I3

pb

pb

TPMT238WT (194pb)

β2M (574pb)

TPMT719WT (325pb)

MM  1    2    3     4    5    6     7    8    9   10  11  12

TPMT460WT (245pb)
TPMT238WT (194pb)

603

310

234
194

A)

TPMT460WT (245pb)
TPMT719WT (325pb)

603

310
234
194

β2M (574pb)

MM   1     2      3     4      5     6     7     8     9   CN B)

I1 I1 I1 I1

I1 I2 I3

pb

pb

TPMT238WT (194pb)

 

Figura 5 - Produto de amplificação de DNA de indivíduos sem doença hematológica, 

extraído pelo método Fenol-clorofórmio, mostrando produtos de PCR com os iniciadores 

β2M, TPMT719WT, TPMT460WT e TPMT238WT alelo específicos. Amostras de DNA 

visualizadas em gel de acrilamida corado pela prata. A) PCR alelo específica expondo em 

cada trio de canaletas o fragmento de DNA amplificado com os quatro iniciadores 

separadamente. DNA de somente um indivíduo (I1), em triplicata, amplificado com o 

iniciador β2M (canaletas 1 a 3) e os inicadores direcionados para os alelos normais (WT-

wild type) TPMT238WT (canaletas 4 a 6),  TPMT460WT (canaletas 7 a 9) e TPMT719WT 
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(canaletas 10 a 12). B) PCR-multiplex expondo em cada canaleta os fragmentos de DNA 

amplificados, em uma mesma reação, pelos quatro iniciadores. Três indivíduos saudáveis 

em triplicata (I1, I2 e I3- cada  trio de canaleta corresponde a um paciente) mostrando os 

alelos β2M, TPMT719WT, TPMT460WT e TPMT238WT. CN = controle negativo; MM = 

marcadores de tamanho molecular. pb = pares de bases. 

 

Para o PCR-multiplex os iniciadores foram agrupados de forma a serem visualizados 

em uma canaleta alelos normais (WT) e mutados (MUT). Os grupos foram ARMS1, o qual 

continha os iniciadores para amplificar os alelos normais TPMT460, TPMT238 e o alelo 

mutado TPMT719. No ARMS2 foram colocados os pares de iniciadores para o alelo 

normal TPMT719 e para os mutados TPMT238 e TPMT460. Além do controle positivo 

β2M que está presente tanto no ARMS1 quanto no ARMS2 (Figura 6 e Tabela 5)  

(ROBERTS et al., 2004). 

 

4.4- FREQÜÊNCIA DOS ALELOS TPMT*1, TPMT*2, *3A, *3B E *3C  

 

Quando foram analisados os 116 pacientes incluídos no estudo, doze (10,3%) 

apresentaram mutação: um no alelo TPMT *2 (Figura 6 - canaleta 10), dois no *3C (Figura 

6 - canaleta 3) e nove no alelo *3A (Figura 6 - canaletas 5 a 8). Em nenhum paciente foi 

observado o alelo TPMT*3B. Todas as mutações foram observadas em heterozigose. Cento 

e quatro (89,7%) das 116 crianças não apresentaram mutação no gene TPMT (Figura 6 - 

canaletas 1 e 2).  

A seguinte distribuição da freqüência dos 232 alelos TPMT nos 116 pacientes 

estudados foi encontrada: a variante alélica TPMT*3A como a mais freqüente (9/232 alelos; 

3,9%), seguida pela *3C (2/232; 0,9%), *2 (1/232; 0,4%) e *3B (nenhum alelo; 0%) 

(Figura 7). 
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Frequência dos alelos TPMT  (n=232)
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Figura 7- Freqüência alélica do gene TPMT em uma população de 116 pacientes com LLA 

 

4.5- GENÓTIPO versus GÊNERO  

 

Não foi observada associação significativa entre a presença de mutação no gene 

TPMT e o gênero (p = 0,5). A Figura 8 representa a freqüência de indivíduos que possuem 

a mutação de acordo com o gênero. 
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Figura 8- Associação entre genótipo e gênero em 116 pacientes com LLA. WT/WT (wild 

type): paciente sem mutação no gene TPMT – WT/MUT: pacientes heterozigotos para as 

mutações estudadas (p = 0,5). 

 

4.6- MEDIANA DA CONTAGEM DE LEUCÓCITOS E NEUTRÓFILOS versus 

GENÓTIPO 

 

A mediana de leucócitos durante toda a fase de manutenção do tratamento variou de 

1.160 a 7.000 células/mm3, com mediana de 3.500 células/mm3 para todo o grupo. No 

grupo de pacientes com mutação no gene TPMT a mediana foi de 3.300 células/mm3. No 

grupo sem mutação a mediana foi de 3.500 células/mm3. Não foi observada associação 

significativa entre o genótipo e a mediana de contagem de leucócitos (p = 0,48) (Figura 9).  

Foram incluídos nesta análise 109 pacientes (ver item 3.8 dos métodos). 
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Figura 9 – Associação entre genótipo e mediana de contagem de leucócitos em 109 

pacientes com LLA – WT/WT: pacientes sem mutação no gene TPMT – WT/MUT: 

pacientes heterozigotos para as mutações estudadas. 

 

A mediana da contagem de neutrófilos variou de 647 a 4.200 células/mm3, com 

mediana de 1.674,5 células/mm3 para todo o grupo. No grupo de pacientes com mutação no 

gene TPMT a mediana foi de 1.608 células/mm3. No grupo sem mutação a mediana de 

1.681 células/mm3. Também não foi encontrada associação significativa entre o genótipo e 

a mediana da contagem de neutrófilos (p = 0,59) (Figura 10). Foram incluídos nesta análise 

100 pacientes (ver item dos métodos 3.8). 

 

 

 

p = 0,48 
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Figura 10– Associação de genótipo e mediana da contagem de neutrófilos em 100 pacientes 

com LLA – WT/WT: pacientes sem mutação no gene TPMT – WT/MUT: pacientes 

heterozigotos para as mutações estudadas. 

 

4.7- TEMPO DE INTERRUPÇÃO DA QUIMIOTERAPIA versus GENÓTIPO 

 

 O tempo total de interrupção da quimioterapia, que significa o número de dias em 

que o paciente permaneceu sem receber 6-MP e/ou MTX (ver item 3.8 dos métodos) 

durante a fase de manutenção, variou de 0 a 46% do tempo total de duração da manutenção 

(mediana de 7,25%). Na maioria dos casos houve interrupção simultânea das duas drogas. 

No grupo de pacientes sem mutação no gene TPMT a interrupção do tratamento 

variou de 0 a 35% com mediana de 7%. No grupo de pacientes portadores de mutação o 

tempo de interrupção da quimioterapia variou de 1% a 46% com mediana de 10%. Cinco 

pacientes não interromperam a quimioterapia, e nenhum destes possuía mutação. 

O tempo de interrupção da quimioterapia como variável contínua não mostrou 

associação significativa com o genótipo (p =0,26) (Figura 11).  

Na categorização da variável os pacientes foram distribuídos em dois grupos: grupo 1, 

aqueles pacientes com tempo de interrupção inferior a mediana (< 7,25%); grupo 2, 

pacientes com tempo de interrupção superior a mediana (> 7,25%). Também não foi 

encontrada associação entre o genótipo e o tempo de interrupção de quimioterapia, 

enquanto variável categórica (p = 0,25). 

p = 0,59 
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Figura 11- Associação entre genótipo e porcentagem de tempo de interrupção de 

quimioterapia (QT) como variável contínua em 115 pacientes com LLA – WT/WT: 

pacientes sem mutação no gene TPMT – WT/MUT: pacientes heterozigotos para as 

mutações estudadas. 

 

4.8- MÉDIAS DAS DOSES DE 6-MP E MTX versus GENÓTIPO 

 

Cento e nove pacientes foram incluídos na análise das médias das doses de 6-MP e 

MTX (ver item 3.8 dos métodos). 

A média das doses de 6-MP prescritas para todo o grupo de pacientes durante a fase 

de manutenção do tratamento variou de 18,5 a 74,9 mg/m2/dia (média 45.6 mg/m2/dia). No 

grupo de indivíduos com mutação, a dose de 6-MP prescrita variou de 18,47 a 59,3 

mg/m2/dia (média 38,9 mg/m2/dia). No grupo sem mutação, a dose de 6-MP variou de 19,1 

a 74,9 mg/m2/dia (média 46,08 mg/m2/dia).  Não foi observada diferença estatisticamente 

significativa entre as médias das doses de 6-MP prescritas para os grupos de pacientes com 

ou sem mutação (p = 0,181) (Figura 12). 

 

p = 0,26 
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Figura 12– Associação entre média da dose de 6-MP e genótipo em 109 pacientes com 

LLA. WT/WT: pacientes sem mutação no gene TPMT – WT/MUT: pacientes heterozigotos 

para as mutações estudadas.  

 
 A média das doses de MTX prescritas para o grupo de todos os pacientes variou de 

8,4 a 66,4 mg/m2/semana (média 23 mg/m2/semana). No grupo de pacientes com mutação 

no gene TPMT
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 Figura 13– Associação entre média da dose de MTX e genótipo em 109 pacientes com 

LLA. WT/WT: pacientes sem mutação no gene TPMT – WT/MUT: pacientes heterozigotos 

para as mutações estudadas. 

 

4.9- CONCENTRAÇÃO INTRA-ERITROCITÁRIA DOS METABÓLITOS MMP E 

6-TGN versus GENÓTIPO  

 

A concentração intra-eritrocitária dos metabólitos 6-TGN e MMP foi dosada em 

183 amostras de sangue periférico obtidas de 36 pacientes portadores de LLA (OLIVEIRA 

et al., 2004c). No anexo 7 estão discriminadas as doses de 6-MP e MTX prescritas para 

cada paciente nas últimas quatro semanas que antecederam a coleta de sangue para 

dosagem dos metabólitos da 6-MP e as dosagens obtidas em cada uma das 183 amostras 

analisadas  

As concentrações intra-eritrocitárias da 6-TGN nas amostras de pacientes variaram de 

2,2 a 1.934,1 pmol/8x108 hemácias (mediana 319,7; média 372,1 pmol/8x108 hemácias). 

Para a MMP a variação foi de 0 a 45,9 nmol/8x108 hemácias (mediana  6,3; média  8,3 

nmol/8x108 hemácias). 

A média das concentrações intra-eritrocitárias de 6-TGN das amostras de cada 

paciente variaram de 139 a 1.597,1 pmol/8x108 hemácias (mediana 329; média 367 

pmol/8x108 hemácias) e para a MMP a variação foi de 0,4 a 18,8 nmol/8x108 hemácias 

(mediana 7; média  7,9 nmol/8x108 hemácias).  

p = 0,1784 



 RESULTADOS 
 

 64

Apenas um dos 36 pacientes (identificação: 56) apresentou mutação no gene TPMT 

(TPMT*1/*3C). Diante disso, não foi possível a realização de análises estatísticas para 

avaliação da relação entre o genótipo e a concentração de metabólitos da 6-MP. Neste 

paciente foram encontradas altas concentrações intra-eritrocitárias de 6-TGN e baixas 

concentrações de MMP. 

Com caráter ilustrativo, foi realizada uma comparação entre as concentrações dos 

metabólitos observadas nos 35 pacientes que não apresentaram mutação e as concentrações 

observadas no paciente heterozigoto (Figuras 14 e 15).  
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Figura 14- Comparação da dosagem de 6-TGN e genótipo em 36 pacientes com LLA. 

WT/WT: pacientes sem mutação no gene TPMT – WT/MUT: paciente heterozigoto, 

genótipo TPMT*1/*3C. 
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Figura 15- Comparação da dosagem de MMP e genótipo em 36 pacientes com LLA. 

WT/WT: pacientes sem mutação no gene TPMT – WT/MUT: paciente heterozigoto, 

genótipo TPMT*1/*3C. 

 

4.10- ANÁLISES DE SOBREVIDA 

 

Os objetivos deste estudo não incluíam uma análise de sobrevida, considerando que 

o tamanho da amostra era insuficiente para uma avaliação adequada.  No entanto, optamos 

pela realização de uma análise preliminar. 

Dos 28 pacientes que apresentaram recidiva da doença, cinco possuíam mutação no 

gene TPMT. 

A probabilidade estimada de sobrevida livre de eventos (SLE) para todo o grupo aos 

8,5 anos foi de 73,4% (IC 95%:64,4% a 81,3%). A sobrevida global (SG) para todo o grupo 

foi de 75,1% (IC 95%: 60,8% a 84,8%).   

Não foi observada diferença estatisticamente significativa na SLE quando 

comparados os pacientes que apresentavam mutação com aqueles sem mutação. A SLE foi 

de 51,4% (IC 95%: 18,2% a 77,1%) e 76,2% (IC 95%: 66,3% a 83,6%) para cada um dos 

grupos, respectivamente (p = 0,06) (Figura 16). 

. 
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5- DISCUSSÃO  

 

O uso da quimioterapia combinada no tratamento da LLA surgiu na década de 80 

como um paradigma para a cura das neoplasias disseminadas. Vários desses princípios 

terapêuticos foram aplicados subseqüentemente no tratamento de outros tipos de câncer. De 

maneira similar, a elucidação da farmacogenômica da LLA e a sua tradução em novas 

abordagens terapêuticas poderá servir como modelo para a otimização do tratamento de 

outras neoplasias (CHEOK and EVANS, 2006). 

 O polimorfismo genético da TPMT é um dos melhores exemplos da aplicabilidade 

clínica da farmacogenética. Como as tiopurinas (6-MP e 6-Tioguanina) são drogas 

importantes na grande maioria dos protocolos de tratamento da LLA, a análise do gene 

TPMT pode contribuir para a otimização do uso desses quimioterápicos (CHEOK and 

EVANS, 2006). 

No presente estudo, o sistema multiplex de amplificação refratária a mutação 

(ARMS multiplex), descrito por ROBERTS e colaboradores (2004), foi o método escolhido 

para a pesquisa das mutações no gene TPMT.  O PCR-ARMS multiplex é um método 

rápido e eficaz na detecção de diversas mutações pontuais em uma mesma reação, 

dispensando o uso de enzimas de restrição e o sequenciamento do DNA (NEWTON et al., 

1989).  

Inicialmente, foram testadas as condições do PCR-ARMS multiplex estabelecidas 

por ROBERTS e colaboradores (2004), sendo necessárias modificações nas concentrações 

de MgCl2, Taq DNA polimerase e no volume final de reação. Após a padronização, o 

método foi considerado de fácil execução e adequado para detectar os polimorfismos do 

gene TPMT, que definem os alelos TPMT*2, *3A, *3B e *3C . 

Foram testados dois métodos para isolamento do DNA genômico a partir de sangue 

total, o método fenol-clorofórmio e o kit DNAzol (INVITROGEN). O método fenol-

clorofórmio é sabidamente mais tóxico e mais demorado. Considerando que algumas 

amostras estavam congeladas a –20o C, os resultados obtidos com este método foram 

indiscutivelmente superiores aos do kit DNAzol. Nas amostras congeladas não foi possível 

o isolamento do DNA genômico com esse kit. No entanto, para a incorporação da 

genotipagem na rotina dos protocolos de tratamento de pacientes com LLA, julgamos 
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importante que sejam feitas novas tentativas de padronização de métodos menos tóxicos e 

mais ágeis do que o fenol-clorofórmio. 

O isolamento de DNA genômico a partir de concentrado de hemácias armazenado a 

-20ºC e lâminas com esfregaço de medula óssea foi realizado com sucesso, o que propiciou 

a análise do genótipo de pacientes que já haviam falecido ou recebido alta hematológica. 

Os objetivos iniciais do estudo previam a determinação da freqüência dos alelos 

TPMT*2, *3A e *3C.  Não estava prevista a avaliação do alelo TPMT*3B, uma vez que este 

é raro (OTTERNESS et al., 1997, YATES et al., 1997; SCHAEFFELER et al., 2003; 

EICHELBAUM et al., 2006; SCHAEFFELER et al., 2006). Entretanto, como os 

iniciadores utilizados na PCR-ARMS multiplex possibilitam a detecção simultânea do 

polimorfismo dos nucleotídeos 238 G›C, 460G›A e 719A›G, que definem os alelos TPMT 

*2, TPMT*3A, TPMT *3B e TPMT *3C, o alelo TPMT *3B também foi incluído nas 

estimativas de freqüência alélica.  

Na presente casuística, o alelo TPMT*3A foi o mais freqüente (3,9%), seguido pelo 

TPMT*3C (0,9%), e o menos freqüente foi o TPMT*2 (0,4%). Essa distribuição de 

freqüências é semelhante à encontrada em Caucasianos (DE LA MOUREYRE et al., 

1998b; HON et al., 1999; McLEOD et al., 1999; GANIERE-MONTEIL et al., 2004; 

COROMINAS et al., 2006) (Tabela 2). 

 O polimorfismo da TPMT foi estudado em dois outros trabalhos brasileiros (REIS 

et al., 2003, BOSON et al., 2003), no entanto nenhum destes teve como objetivo principal a 

avaliação de pacientes com LLA. Um dos estudos avaliou indivíduos saudáveis (REIS et 

al., 2003). O outro incluiu pacientes de um hospital público, que não apresentavam 

diagnóstico de leucemia (BOSON et al., 2003).  

Nos estudos de REIS e colaboradores (2003) e BOSON colaboradores (2003) foi 

utilizada a PCR-RFLP alelo específica para o estudo do genótipo dos indivíduos. No 

presente estudo foi utilizado o PCR ARMS multiplex, sistema que permite amplificar 

simultaneamente mais de um loci. De acordo com ROBERTS e colaboradores (2004), o 

PCR AMRS multiplex, quando comparado com outros métodos, é uma opção simples, 

rápida, precisa e com boa relação custo-benefício. 
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 Os resultados encontrados nos dois trabalhos brasileiros foram diferentes dos 

observados na presente casuística. No estudo realizado pelos pesquisadores do Instituto 

Nacional do Câncer, o alelo mais freqüente foi o TPMT*3C (REIS et al., 2003). Os 

pesquisadores mineiros observaram maior freqüência do alelo TPMT*2 (BOSON et al., 

2003) (Tabela 8).  

 

Tabela 8 - Freqüência dos alelos TPMT*2,*3A,*3B, *3C,*5 e *6 em três estudos brasileiros 

Estudo TPMT*2 

(%) 

TPMT*3A

(%) 

TPMT*3B

(%) 

TPMT*3C

(%) 

TPMT*5 

(%) 

TPMT*6 

(%) 

N #

Presente 

casuística 

0,4 3,9 0 0,9 ¥ ¥ 116

Boson et al., 

2003 

2,2 1,5 0,2 1 0 0 202

Reis et al., 

2003 (Euro-

descendentes) 

0,76 2,03 0 2,54 ¥ ¥ - 

Reis et al., 

2003 

(miscigenados) 

0,60 1,81 0 1,80 ¥ ¥ - 

Reis et al., 

2003 (Afro-

descendentes) 

0 0 0 0 ¥ ¥ - 

# N = Número de pacientes 

¥ Nestes estudos a freqüência dos alelos TPMT*5 e *6 não foi avaliada 

- número não informado no artigo 

 

A freqüência e o padrão de distribuição dos principais alelos mutantes da TPMT 

variam de acordo com o grupo étnico estudado. Por exemplo, entre os Caucasianos, o alelo 

mutante mais freqüente é o TPMT*3A. No sudoeste asiático (Índia e Paquistão) observa-se 

uma menor freqüência de alelos mutantes e o alelo predominante é o TPMT*3A (COLLIE-

DUGUID et al., 1999). No leste e oeste da África a freqüência de alelos mutantes é 
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semelhante à encontrada entre os Caucasianos, mas o alelo mutante mais freqüente é o 

TPMT*3C (McLEOD et al., 1999). O alelo TPMT*3C também é o mais freqüente nas 

populações Afro-Americana (HON et al., 1999), Chinesa (COLLIE-DUGUID et al., 1999; 

ZHANG et al., 2006) e Japonesa (HIRATSUKA et al., 2000; OKADA et al., 2005). O 

alelo TPMT*2 não foi o de maior freqüência em nenhum dos grupos étnicos estudados e 

parece ter sua ocorrência restrita em Caucasianos (COLLIE-DUGUID et al., 1999)   

(Tabela 2). 

No estudo de REIS e colaboradores (2003), os indivíduos foram divididos em três 

grupos de acordo com a cor da pele e a ancestralidade declaradas pelo próprio participante. 

A freqüência dos alelos TPMT*3A e TPMT*3C não foi significativamente diferente quando 

comparados os três subgrupos (p = 0,88) A freqüência do alelo TPMT*2 observada na 

população do estudo, nos Euro-descendentes e no grupo miscigenado foi aproximadamente 

duas a três vezes maior do que a previamente relatada para Caucasianos e Afro-

Americanos. Os autores atribuíram esses achados à miscigenação racial e ao alto índice de 

mistura genética que caracterizam a população brasileira.   

Entretanto, PARRA e colaboradores (2003) e PIMENTA e colaboradores (2006) 

demonstraram, através de marcadores moleculares, que cor da pele determinada por 

avaliação física é um método insatisfatório para predizer a ancestralidade em brasileiros.  

O Brasil tem uma das populações mais heterogêneas no mundo. Essa 

heterogeneidade é resultado de cinco séculos de cruzamentos interétnicos, envolvendo 

indivíduos provenientes dos continentes Europeu, Africano, Asiático e Americano. Essa 

heterogeneidade tem implicações importantes nos estudos de farmacogenética, pois 

dificulta a extrapolação de dados derivados de grupos étnicos bem definidos para a maioria 

da população brasileira (CARVALHO-SILVA et al., 2001).  

  Estudos feitos no Brasil concluíram que os brasileiros possuem a impressão 

genética de ancestrais Europeus na linhagem materna (ALVES-SILVA et al., 2000) e 

paterna (CARVALHO-SILVA et al., 2001). Isto sugere que os alelos TPMT mais 

freqüentes em Caucasianos (TPMT*3A, *2,*3C) deveriam ser encontrados em brasileiros. 

No estudo de REIS e colaboradores (2003), a genotipagem e a fenotipagem foram 

combinadas para avaliação do polimorfismo da TPMT. Os resultados do estudo 

demonstraram que a ausência de mutações estava relacionada com alta atividade da enzima 
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TPMT. O único indivíduo com baixa atividade enzimática apresentava dois alelos 

mutantes, com genótipo TPMT*3A/TPMT*3C. Um alelo mutante foi detectado em 86,6% 

dos indivíduos com atividade enzimática intermediária. O nível de correspondência entre 

genótipo e fenótipo estava dentro da variação (78 a 95%) encontrada em outras populações. 

BOSON e colaboradores (2003) avaliaram, também, a concordância entre fenótipo e 

genótipo em dois pacientes com LLA que apresentaram mielotoxicidade importante, e que 

tiveram a dose de 6-MP prescrita na fase de manutenção reduzida para um terço da dose 

inicial. Uma das crianças era heterozigota no alelo TPMT*2 e outra no TPMT*3C.  

O presente estudo teve como um de seus objetivos correlacionar o genótipo com 

dados clínicos e laboratoriais obtidos durante a fase de manutenção da quimioterapia.  

Os resultados referentes a essas análises apresentam algumas limitações em 

decorrência do tamanho da amostra e do pequeno número de pacientes submetidos à 

dosagem de metabólitos da 6-MP. Mesmo considerando que as principais variantes alélicas 

foram avaliadas no presente estudo, é importante ressaltar que pacientes portadores de 

outras mutações no gene TPMT podem não ter sido identificados. Todas as mutações 

encontradas foram observadas em heterozigose com o alelo selvagem, não havendo, 

portanto, possibilidade de avaliar as características clínicas e laboratoriais em pacientes 

com deficiência de TPMT. A coleta dos dados clínicos e laboratoriais foi retrospectiva, o 

que dificultou a obtenção de alguns dados, principalmente aqueles relacionados às doses 

prescritas de MTX. A avaliação da atividade da TPMT não foi realizada. Esse dado 

possibilitaria uma melhor avaliação da correlação genótipo/fenótipo.  

Existem evidências de que a contagem de leucócitos e neutrófilos seria uma forma 

indireta de se avaliar a intensidade da quimioterapia. Parece haver uma correlação 
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mielotoxicidade durante tratamento com doses habituais de tiopurinas. Por sua vez, os 

pacientes heterozigotos apresentam risco intermediário de toxicidade medular 

(KRYNETSKI & EVANS, 1999; McLEOD et al., 2000).  
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1.674 células/mm3, respectivamente. Essas medianas foram consideradas muito elevadas, 

sugerindo que algumas crianças poderiam ter recebido doses mais altas de 6-MP e MTX do 

que as prescritas.  

Também era esperado que o grupo de pacientes com mutação no gene TPMT 

apresentasse períodos mais prolongados, ou mais freqüentes, de interrupção da 

quimioterapia, uma vez que as doses de 6-MP não foram ajustadas em função do genótipo. 

O polimorfismo genético da TPMT tem grande influência na tolerância aos regimes 

terapêuticos que contêm 6-MP, mesmo em pacientes heterozigotos (RELLING et al., 

1999a; McLEOD et al., 2000). No entanto não foi observada associação entre tempo de 

interrupção da quimioterapia e genótipo. É interessante relatar que o paciente que 

apresentou maior freqüência de dias de interrupção da quimioterapia (46% do tempo total 

de duração da fase de manutenção) apresentava mutação, com genótipo 

TPMT*1/TPMT*3A (Figura 11 do item 4.7 dos resultados). 

A interrupção da quimioterapia poderia influenciar o prognóstico da LLA de duas 

formas. As interrupções muito freqüentes e prolongadas poderiam ser causa de menor 

exposição às drogas, aumentando o risco de recidiva. Por sua vez, a tolerância à dose 

“plena” dos quimioterápicos por períodos prolongados, sem sinais mínimos de 

mielotoxicidade ou disfunção orgânica, também poderia ser um reflexo de exposição 

sistêmica insuficiente. Esta exposição insuficiente poderia ser decorrente tanto de 

prescrição de doses inadequadas, como de falhas na adesão ao tratamento (RELLING et 

al.1999b).  

Não foi observada diferença estatisticamente significativa entre a média das doses 

de 6-MP prescritas para os grupos de pacientes com e sem mutação (p = 0,181). Em ambos 

os grupos a média das doses prescritas foi inferior à dose de 6-MP preconizada no 

protocolo.  

É interessante observar que a média das doses prescritas no grupo de pacientes com 

mutação variou de 18,5 a 59,3 mg/m2/dia e que quatro pacientes receberam doses de 6-MP 

acima da preconizada. Dos doze pacientes nos quais foi detectada mutação, oito 

apresentaram a média das doses de 6-MP prescritas durante a fase de manutenção inferior à 

dose preconizada no protocolo (50 mg/m2/dose). A redução variou de 11% a 63% da dose 

prescrita.  
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Portanto, vários indícios encontrados no presente estudo sugerem que a intensidade 

da quimioterapia pode não ter sido suficiente para se alcançar uma mielossupressão 

adequada, especialmente no grupo de pacientes com mutação do gene da TPMT: a) 

mediana da contagem de leucócitos e neutrófilos durante o tratamento de manutenção 

acima da preconizada pelo protocolo; b) tempo de interrupção da quimioterapia semelhante 

nos dois grupos; c) média das doses prescritas de 6-MP abaixo da preconizada pelo 

protocolo. 

Alguns fatores podem ter contribuído para esses resultados como falhas na adesão 

dos pacientes ao tratamento, prescrição médica inadequada, fatores relacionados à 

biodisponibilidade e ao metabolismo da 6-MP, desenvolvimento de intolerância à 

incorporação de bases fraudulentas no DNA (COULTHARD et al., 1998; RELLING et al., 

1999a; McLEOD et al., 2000). Um outro fator importante é a existência de variabilidade na 

atividade da TPMT em pacientes heterozigotos (McLEOD et al., 2000). Existem relatos de 

pacientes heterozigotos para os alelos TPMT*3A, *9 e*19 que apresentavam atividade 

enzimática comparável à da proteína normal (HAMDAN-KHALIL et al., 2005; DE LA 

MOUREYERE et al., 1998b; SCHAEFFELER et al., 2004).  

Como relatado em outras secções deste estudo, existe uma correlação inversa entre 

atividade da TPMT e concentração de 6-TGN. Os pacientes portadores da deficiência da 

enzima TPMT apresentam concentrações intra-eritrocitárias de 6-TGN significativamente 

mais altas (RELLING et al., 1999b), e níveis de MMP significativamente inferiores 

(GILISSEN et al., 2007), aos observados em homozigotos para alta atividade da enzima 

TPMT (wild type). Os pacientes heterozigotos, ou seja, portadores de atividade enzimática 

intermediária, apresentam concentrações intermediárias desses metabólitos (RELLING et 

al., 1999a). 

Trinta e seis pacientes incluídos neste estudo haviam sido submetidos à dosagem de 

metabólitos da 6-MP (6 TGN e MMP). Apenas um desses indivíduos apresentava mutação 

no gene TPMT, apresentando o genótipo TPMT*1/*3C. Portanto, não foi possível a 

realização de análises estatísticas referentes a esses achados. O paciente citado apresentava 

altas concentrações intra-eritrocitárias de 6-TGN e baixas concentrações de MMP (Figuras 

14 e 15). A média das doses de 6-MP prescritas para esse indivíduo durante a fase de 



 DISCUSSÃO 
 

 75

manutenção foi correspondente a dois terços da dose preconizada no protocolo de 

tratamento. 

Os resultados do presente estudo não mostraram diferença significativa na SLE, 

quando comparados os grupos de pacientes com e sem mutação no gene TPMT. Como 

citado anteriormente, parece razoável supor que a intensidade da quimioterapia prescrita 

para ambos os grupos não foi suficiente para se alcançar uma mielossupressão adequada. 

Isso poderia explicar porque não se encontraram diferenças significativas no prognóstico 

dos grupos com e sem mutação do gene da TPMT. No entanto, deve ser ressaltado que os 

resultados dessas análises também podem ter sido comprometidos pelo tamanho 

relativamente pequeno da amostra. 

A preocupação com a hipótese de que a intensidade da quimioterapia poderia afetar 

o prognóstico das crianças portadoras de LLA não é recente. Nas últimas décadas diversos 

autores apresentaram estudos que chamavam a atenção para as variações interindividuais 

no metabolismo da 6-MP e do MTX, principalmente quando administrados por via oral. 

Crianças recebendo doses aparentemente semelhantes de 6-MP, quando calculadas de 

acordo com a superfície corporal, poderiam estar sistemicamente expostas a quantidades 

substancialmente diferentes da medicação. A preocupação subjacente a essas constatações é 

a de que crianças expostas a quantidades menores de quimioterapia possam estar mais 

sujeitas a recidivas medulares (SCHMIEGELOW et al., 2003). 

Os resultados de diferentes estudos reforçam a necessidade do uso de doses 

máximas de 6-MP, principalmente nos indivíduos com alta atividade da enzima TPMT, 

evitando-se, contudo, que a toxicidade seja tão intensa que leve a interrupções prolongadas 

da quimioterapia, comprometendo a intensidade da dose total e, conseqüentemente, o 

prognóstico dos pacientes (RELLING et al., 1999b). 

No St Jude Children´s Research Hospital, importante centro de pesquisa e 

tratamento das neoplasias na infância, as doses de 6-MP prescritas durante o tratamento da 

LLA são individualizadas de acordo com a atividade da TPMT, a determinação das 

concentrações dos metabólitos das tiopurinas e a tolerância clínica.  Essa estratégia é 

utilizada para o ajuste das doses de pacientes portadores de atividade da TPMT 

intermediária ou baixa, para o aconselhamento de pacientes com suspeita de não adesão ao 

tratamento devido a baixas concentrações de metabólitos da 6-MP, e no aumento das doses 
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prescritas para pacientes que mantém contagens de leucócitos persistentemente elevadas. 

Os pesquisadores acreditam que dessa forma é possível atenuar a toxicidade relacionada ao 

uso das tiopurinas sem comprometer a eficácia do tratamento  (RELLING et al, 2006) 

DOKMANOVIC e colaboradores (2006), em estudo no qual um dos objetivos era 

avaliar a relevância do estudo do polimorfismo da TPMT no manejo de crianças com LLA, 

concluíram que a realização da genotipagem antes do início do tratamento com tiopurinas 

parece justificada, pois possibilitaria que a toxicidade do tratamento nos portadores de 

mutação no gene TPMT fosse minimizada com o uso de doses reduzidas de 6-MP durante a 

fase de manutenção da quimioterapia.  

Entre os principais grupos para tratamento da LLA infantil, apenas os grupos do 

Reino Unido (MRC/UK), dos países nórdicos (NOPHO) e o grupo americano do St Jude 

Children´s Research Hospital utilizam a avaliação da atividade da TPMT de forma 

rotineira como um dos parâmetros para ajuste das doses de 6-MP em indivíduos 

heterozigotos e homozigotos para a deficiência da enzima TPMT. Os grupos alemão 

(BFM), holandês (DCOG) e europeu (EORTC) realizam a avaliação da atividade 

enzimática apenas em pacientes com intolerância ao tratamento (ARICÓ et al., 2005).  

Em estudo europeu, incluindo médicos do Reino Unido, Alemanha e Holanda, foi 

observada relutância por parte dos entrevistados em utilizar testes farmacogenéticos na sua 

prática clínica. Cinqüenta e três por cento dos médicos que empregavam tratamentos com 

drogas tiopurinas não utilizavam testes farmacogenéticos, 35% usavam estes testes, mas 

não em todos os pacientes. Quando foram questionados a respeito de barreiras para a 

utilização de testes para avaliação da atividade da TPMT, 25% dos entrevistados 

responderam que a utilidade clínica desses testes é baixa e 50% consideraram que são de 

grande utilidade. É importante destacar que os resultados do estudo apresentam limitações, 

uma vez que um pequeno número de questionários foi respondido. Dos 34 questionários 

respondidos, somente 16 foram completamente preenchidos (WOELDERINK et al., 2006). 

A relação custo-benefício da genotipagem, realizada antes do início do tratamento 

de crianças com LLA, foi avaliada em estudo que envolveu quatro países europeus 

(Alemanha, Holanda, Reino Unido e Irlanda). Os cálculos foram baseados na prevalência 

da deficiência da TPMT, taxas de mielossupressão induzida pelas tiopurinas em indivíduos 

com deficiência enzimática e custos das internações relacionadas a mielossupressão. Os 
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autores concluíram que a relação custo-benefício é favorável, indicando que a genotipagem 

deve ser seriamente considerada como parte integral dos cuidados de saúde necessários 

para o início da terapia com tiopurinas (MARLE et al., 2006).  

Apesar dos testes para determinação da atividade da TPMT estarem disponíveis em 

vários centros, esses exames ainda não foram incluídos na rotina de avaliação dos pacientes 

submetidos aos complexos regimes de tratamento da LLA. Parece haver um certo grau de 

ceticismo ou, talvez, de desconhecimento a respeito de sua utilidade (DAVIES, 2006). 

Determinações da atividade da TPMT em eritrócitos ou a determinação do genótipo 

através de estudos do DNA têm sido sugeridas como uma forma segura de se evitar a 

toxicidade desses medicamentos, obtendo-se o melhor resultado terapêutico possível com o 

uso da 6-MP (ANDERSEN et al., 1998). Diante dos resultados do presente estudo e dos 

dados da literatura, é possível concluir que a genotipagem é uma estratégia importante para 

detectar, prospectivamente, as deficiências de TPMT e minimizar os riscos de toxicidade do 

tratamento, contribuindo para fundamentar uma melhor abordagem diagnóstica e 

terapêutica, com repercussões na sobrevida e na qualidade de vida dos pacientes com LLA 

(COULTHARD & HOGARTH, 2005). 

 

5.1 - CONSIDERAÇÕES FINAIS  

 

O tratamento da LLA, assim como o de outras neoplasias, é complexo e envolve o 

uso de vários quimioterápicos com diferentes mecanismos de ação. A resposta à terapêutica 

depende de diversos fatores, incluindo características das células neoplásicas, presença de 

comorbidades, adesão ao tratamento e o protocolo de tratamento empregado (DAVIES, 

2006). 

Em conseqüência do uso de múltiplas drogas, diferentes genes podem estar 

envolvidos na resposta ao tratamento, podendo haver inclusive interações entre os mesmos.  

Torna-se cada vez mais importante um melhor entendimento de como esses 

múltiplos genes podem influenciar o resultado do tratamento. São necessários modelos 

farmacogenéticos poligênicos para que se possa estabelecer com maior segurança 

estratégias terapêuticas adequadas e individualizadas.  
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De acordo com DAVIES (2006), a medicina personalizada “para todos” não parece 

estar em um horizonte imediato, mas em um alvo ainda distante. No entanto, enquanto os 

estudos nesse sentido avançam, é importante que seja determinada a aplicabilidade e a 

importância clínica de estratégias que comprovadamente influenciam o resultado do 

tratamento da LLA, como a determinação do genótipo TPMT. 

As informações obtidas neste estudo sobre os vários aspectos relacionados ao 

polimorfismo do gene TPMT podem ser utilizadas em benefício dos pacientes. A 

incorporação da genotipagem à rotina de acompanhamento dos pacientes tratados no 

Serviço de Hematologia do Hospital das Clínicas da UFMG poderá contribuir para uma 

melhor abordagem diagnóstica e terapêutica.  

Como vários indícios encontrados no presente estudo sugerem que a intensidade da 

quimioterapia pode não ter sido suficiente para se alcançar uma mielossupressão adequada, 

principalmente no grupo de pacientes com mutação do gene TPMT, a genotipagem poderia 

ser uma ferramenta auxiliar na otimização das doses de 6-MP. Também seria útil na 

avaliação de casos com suspeita de falha na adesão ao tratamento. 

É importante que sejam elaborados programas e intervenções com a equipe 

assistencial e com a família/criança, tendo como base uma abordagem mais ampla para o 

problema da não adesão ao tratamento. Especial atenção deverá ser dada à questão da 

adesão médica aos protocolos de tratamento. 

Por fim, para complementação deste estudo, os pesquisadores pretendem ampliar o 

tamanho da população estudada e o tempo de seguimento dos pacientes, o que possibilitará 

a realização de análises de sobrevida mais adequadas.  
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6- CONCLUSÕES 
  

  

6.1 - O sistema PCR-ARMS, descrito por ROBERTS e colaboradores (2004), 

mostrou ser uma técnica rápida e eficaz na detecção de quatro mutações pontuais em 

reações alelo específicas isoladas e em multiplex.  

A freqüência dos alelos TPMT*2 (1/232; 0,4%), *3A (9/232; 3,9%), *3B (nenhum 

alelo; 0%) e *3C (2/232; 0,9%) na população estudada foi semelhante à encontrada em 

Caucasianos. Nessas populações o TPMT*3A é a variante alélica mais freqüente. No 

entanto, os resultados diferiram dos obtidos em dois outros estudos brasileiros, nos quais os 

alelos TPMT*2 e TPMT*3C foram os mais freqüentes. Essa diferença pode estar 

relacionada à miscigenação racial que caracteriza a população brasileira.   

Todas as mutações observadas estavam em heterozigose com o alelo selvagem (wild 

type).  

6.2- Não houve diferenças significativas nas medianas da contagem de leucócitos e de 

neutrófilos, nos grupos de pacientes com e sem mutação. Também o tempo de interrupção 

da quimioterapia de manutenção foi semelhante nos dois grupos. Como, ainda, a média das 

doses prescritas de 6-MP situou-se abaixo da dose preconizada pelo protocolo em ambos os 

grupos e a mediana da contagem de leucócitos e neutrófilos durante o tratamento de 

manutenção ficou acima da preconizada pelos protocolos de tratamento, parece razoável 

supor que a intensidade da quimioterapia prescrita para ambos os grupos não foi suficiente 

para se alcançar uma mielossupressão adequada. Isso explicaria porque não se encontraram 

diferenças significativas no prognóstico dos grupos com e sem mutação do gene da TPMT. 
6.3- Em apenas um dos 36 pacientes nos quais foi realizada a dosagem dos 

metabólitos da 6-MP (6-TGN e MMP) foi detectada mutação num dos alelos do gene 

TPMT (TPMT*1/*3C). Portanto, não foi possível a realização de análises estatísticas para 

avaliação da relação entre o genótipo e a concentração de metabólitos da 6-MP. O paciente 

por ser heterozigoto, teria uma atividade da TPMT menor que as demais. Em vista disso, 

seriam esperadas, e se confirmaram, altas concentrações intra-eritrocitárias de 6-TGN e 

baixas de MMP.  

6.4- A genotipagem é uma estratégia importante para detectar, prospectivamente, as 

deficiências de TPMT o que permitiria adequar e individualizar a dose de 6-MP, 
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minimizando os riscos de toxicidade e mantendo a eficácia do tratamento. A incorporação 

da genotipagem à rotina de acompanhamento dos pacientes tratados no Serviço de 

Hematologia do Hospital das Clínicas da UFMG poderá contribuir para uma melhor 

abordagem diagnóstica e terapêutica, com prováveis repercussões na sobrevida e na 

qualidade de vida dos pacientes.  
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8- ANEXOS 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

8.1- ANEXO 1:  APROVAÇÃO DA CÂMARA DO DEPARTAMENTO DE 

PEDIATRIA E NO SERVIÇO DE HEMATOLOGIA DO HOSPITAL DAS 

CLÍNICAS DA UFMG 
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8.2- ANEXO 2: APROVAÇÃO DA DIRETORIA DE ENSINO, PESQUISA E 

EXTENSÃO DO HOSPITAL DAS CLÍNICAS DA UFMG 
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8.3- ANEXO 3: APROVAÇÃO DO COMITÊ DE ÉTICA EM PESQUISA DA UFMG 

(COEP - UFMG) 
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8.4- ANEXO 4: TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO  
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Termo de consentimento livre e esclarecido. 
 
 Eu/nós____________________________________________________ 

_______________________________________________________________ 

responsável(eis) por__________________________________________ 

_______________________________________________________________ 

portador de leucemia linfocítica aguda (LLA) fui devidamente informado pelo 

médico pesquisador que a 6-Mercaptopurina (PurinetholR) é um dos principais 

medicamentos utilizados no tratamento da LLA. A ação desta medicação é 

determinada, em grande parte, por uma substância presente no organismo 

chamada enzima Tiopurina Metiltransferase. Algumas pessoas possuem uma 

alteração genética que causa uma diminuição da atividade desta substância. 

Estas pessoas necessitam de doses menores das 6-Mercaptopurina quando 

comparadas com as pessoas com atividade normal da enzima. Aqueles que 

apresentam a deficiência da enzima apresentam maior risco de infecções, de 

interrupção da quimioterapia por diminuição na contagem de leucócitos e 

plaquetas, o que pode influenciar no resultado obtido com o tratamento. Fui 

informado, ainda, que a identificação das pessoas que possuem esta alteração 

genética poderá ser útil para que as doses da 6-Mercaptopurina sejam 

adequadas para estes pacientes, e que o conhecimento destes aspectos é 

importante para que se possa melhorar o tratamento e as chances de cura da 

LLA. 

 Fui esclarecido sobre a proposta deste projeto de pesquisa 

“Polimorfismo do gene da Tiopurina Metiltransferase (TPMT) em uma 

população de crianças com Leucemia Linfocítica Aguda (LLA)”, que 
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pretende fazer o estudo genético da enzima Tiopurina Metiltransferase nos 

pacientes com LLA. Para participar do estudo estarei autorizando que os 

pesquisadores utilizem o sangue coletado de meu filho/a para a realização de 

hemograma para o estudo genético desta enzima. Fui esclarecido de que não 

será coletado sangue apenas para realização de pesquisa, que não será coletada 

maior quantidade de sangue do que a necessária para o exame de rotina, e que 

o sangue não será utilizado para outros estudos.  

Eu autorizo o médico pesquisador a incluir meu filho/a neste estudo. 

Também dou meu consentimento para o fornecimento dos dados clínicos e 

laboratoriais do meu filho/a para a as pessoas responsáveis pela coordenação 

geral da pesquisa para avaliação dos resultados deste estudo. Todas as 

avaliações serão feitas respeitando-se o segredo profissional e a proteção dos 

dados pessoais. 

 Reconheço que fui devidamente informado de que não ocorrerão 

mudanças no tratamento ou acompanhamento já instituído e que essa 

permissão pode ser retirada a qualquer momento que desejarmos sem que haja 

nenhuma penalidade. 

LOCAL:..........................................................DATA.......................... 

Assinatura dos Responsáveis: 
............................................................................................................................................................................................................................
................................ 

Médico assistente................................................................................. 

Médico pesquisador......................................................................  

Pesquisadores responsáveis: Prof. Marcos Borato Viana, Profa. Benigna Maria 

de Oliveira e Dra. Mitiko Murao. 

Telefones para contatos: 32489397 / 32489551 

Telefone do Comitê de Ética em Pesquisa – UFMG: 32489380
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8.5- ANEXO 5: ESQUEMA TERAPÊUTICO (GBTLI LLA - 93) 
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ESQUEMA TERAPÊUTICO (GBTLI-93) 
 

Terapia de indução para os grupos de Risco Básico Verdadeiro e Risco Básico 
Drogas Dose e via de administração Dias de administração 
Fase 1   

Dexametasona (DXM) 6mg/m2/dia –via oral 1 a 28 
Vincristina (VCR) 1,5mg/m2/dose - endovenoso 1, 8, 15 e 22 

Daunorrubicina (DNB) 25 mg/m2/dose - endovenoso 1, 8, 15 e 22 
MADIT* intratecal 1 e 29 

Fase 2   

L-asparaginase (L-ASP) 10.000 unidades/m2/dose – endovenoso (se plaquetas < 
50.000/mm3) ou intramuscular (se plaquetas > 

50.000/mm3) 

29,31,33,35,37,39,41,43 

Arabinosil citosina (ARA-C) 75/mg/m2/dose - subcutâneo 29 a 32 e 36 a 39 
MADIT intratecal 43 

* MADIT: methotrexate, 6 mg para crianças <1 ano, 8 mg para 1 a 2 anos, 10 mg para 2 a 3 anos, e 12 mg para ≥3 anos; 
arabinosil citosina: 20 mg para crianças <1 ano, 30 mg para 1 a 2 anos, 50 mg para 2 a 3 anos, e 70 mg para ≥3 anos; 
dexametasona: 2 mg/m2, dose máxima de 2 mg 
 

Terapia de indução para o grupo de Alto Risco 
Drogas Dose e via de administração Dias de administração 
Fase 1   

Dexametasona (DXM) 6mg/m2/dia –via oral 1 a 28 
Vincristina (VCR) 1,5mg/m2/dose - endovenoso 1, 8, 15 e 22 

Daunorrubicina (DNB) 25 mg/m2/dose - endovenoso 1, 8, 15 e 22 
L-asparaginase (L-ASP) 10.000 unidades/m2/dose– endovenoso (se plaquetas < 

50.000/mm3) ou intramuscular (se plaquetas > 50.000/mm3) 
15 a 22 

MADIT intratecal 1 e 29 

Fase 2 
  

Arabinosil citosina (ARA-C) 750/mg/m2/dose – endovenoso – de 12 em 12 horas 36,37 e 38 
L-asparaginase (L-ASP) 6.000 unidades/m2/dose - intramuscular 6 horas após o término da 

infusão do ARA-C 
MADIT intratecal 43 

 
 
 

Terapia de intensificação para os grupos Risco Básico Verdadeiro, Risco Básico e Alto Risco 
Drogas Dose e via de administração Dias de administração 

6-mercaptorpurina (6-MP) 50/mg/m2/dia – via oral 50 a 95 
Methotrexate 2g/m2/dose – endovenoso (infusão contínua em 

24 horas) 
50, 65, 8,0, 95 

Leucovorin 15mg/m2/dose, intramuscular, endovenoso ou via 
oral, de 6 em 6 horas, total de 4 doses 

Iniciar na hora 36 a partir do início da 
infusão do MTX 

MADIT Intratecal 50, 65, 80, 95 
 



 ANEXOS 

 108

Terapia de re-indução para os grupos Risco Básico Verdadeiro e Risco Básico 
Drogas Dose e via de administração Dias de administração 

Fase 1   

Dexametasona (DXM) 6mg/m2/dia –via oral 106 a 127 
Vincristina (VCR) 1,5mg/m2/dose - endovenoso 106, 113, 120 e 127 
L-asparaginase (L-ASP) 10.000 unidades/m2/dose - intramuscular 106,109, 113 e 116 
MADIT Intratecal 106 e127 

Fase 2 
  

6-mercaptorpurina (6-MP) 50/mg/m2/dia – via oral  134 a 148 
Arabinosil citosina (ARA-C) 75/mg/m2/dose - subcutâneo 134 a 137 e 141 a 144 
MADIT Intratecal 148 
 
 
 

Terapia de re-indução para o grupo Alto Risco 
Drogas Dose e via de administração Dias de administração 

Fase 1   

Dexametasona (DXM) 6mg/m2/dia –via oral 106 a 127 
Vincristina (VCR) 1,5mg/m2/dose - endovenoso 106, 113, 120 e 127 
L-asparaginase (L-ASP) 10.000 unidades/m2/dose - intramuscular 106,109, 113 e 116 
MADIT intratecal 106 e127 

Fase 2 
  

6-mercaptorpurina (6-MP) 50/mg/m2/dia – via oral  134 a 148 
Arabinosil citosina (ARA-C) 75/mg/m2/dose - subcutâneo 134 a 137 e 145 a 148 
MADIT intratecal 134, 141 e 148 
Radioterapia em SNC*  134 a 148 (10 a 12 frações) 
* Dose de radioterapia para pacientes sem infiltração em SNC: 10 Gy para crianças ≥1 ano e < 2anos, 12 Gy para ≥ 2 
anos e < 3 anos, 18 GY para > 3anos; para pacientes com infiltração em SNC: 12 Gy para crianças ≥1 ano e < 2anos, 18 
Gy para ≥ 2 anos e < 3 anos, 24 Gy para > 3anos. 
 
 

Primeira fase da terapia de manutenção para o grupo Alto Risco 
Drogas Dose, via de administração e dias de administração 

em cada ciclo 
Semanas do tratamento 

Bloco A 
 23, 32, 41, 50, 59 e 68 

Arabinosil citosina (ARA-C) 750/mg/m2/dose – endovenoso – de 12 em 12 horas – 
total de 6 doses 

 

L-asparaginase (L-ASP) 6.000 unidades/m2/dose – intramuscular - 6 horas após o 
término da infusão do ARA-C 

 

Bloco B 
 26, 35, 44, 53, 62 e 71 

6-mercaptopurina (6-MP) 75 mg/m2/ dia – via oral – dias 1 a 21  
Metotrexato (MTX) 40 mg/m2/semana –intramuscular – dias 1, 8 e 15  
Bloco C  29, 38, 47, 56, 65 e 74 
Prednisona 40 mg/m2/dia – via oral – dias 1 a 14  
Vincristina 1 mg/m2/dose (máximo de 2mg) – dias 1, 8 e 15  
  
 

- A terapia de manutenção do GBTLI LLA- 93 está descrita no item 3.3.1. 
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8.6- ANEXO 6: ESQUEMA TERAPÊUTICO PARA O GBTLI LLA - 99 
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ESQUEMA TERAPÊUTICO (GBTLI LLA - 99) 
GRUPO DE BAIXO RISCO DE RECIDIVA 

 

Terapia de indução para o grupo de Baixo Risco 
Drogas Dose e via de administração Dias de administração 

Prednisona (PDN) 40mg/m2/dia –via oral 1 a 28 
Vincristina (VCR) 1,5mg/m2/dose - endovenoso 1, 8, 15 e 22 

Daunoblastina (DNB) 25 mg/m2/dose - endovenoso 1, 8, 15 e 22 
L-asparaginase (L-ASP) 5000 UI/m2/dose – intramuscular 9 doses  

Ciclofosfamida  1g/m2 – via endovenosa com MESNA 300mg/m2/dose na 
hora 0 e 4 

28 

Citarabina (ARA-C) 75/mg/m2/dose SC 28 a 31, 35 a 38 (total: 8 
doses) 

6-MP 50mg/m2/dia – via oral 28 ao 42 
 

MADIT (Metotrexato /ARA-
C/ Dexametasona) 

 
intratecal 

 
0, 14, 28 

* MADIT: metotrexato (MTX), 8 mg para crianças <1 ano, 10 mg para 2 anos, 12 mg para 3 a 8 anos, e 15 mg para ≥ 9 anos; 
ARA-C: 16 mg para crianças <1 ano, 20 mg para 2 anos, 24 mg para 3 a 8 anos, e 30 mg para ≥ 9 anos; dexametasona 
(DXM): 2 mg/m2, dose máxima de 2 mg 
 

 
Terapia de intensificação para o grupo de Baixo Risco 

Drogas Dose e via de administração Semana do tratamento 
MTX 2g/m2/ EV (infusãoem 6 horas), a cada 2 semanas, com 

leucovorin 15mg/ m2/dose, de 6 em 6 horas, a partir da 
hora 36 – via endovenosa 

7, 9, 11,13 

6-MP 50mg/m2/dia – via oral 7 a 13 
MADIT intratecal 8,10, 12, 14 

 
 
Terapia da consolidação tardia para o grupo de Baixo Risco 

Drogas Dose e via de administração Semana do tratamento 
Dexametasona (DXM) 6mg/m2/dia –via oral  14, 16, 18 (7 dias / semana) 

Vincristina (VCR) 1,5mg/m2/dose - endovenoso 14 a 18 (1 dose/semana total: 5 doses) 
Doxorrubicina  30 mg/m2/dose - endovenoso 15 e 17 (1 dose/semana total: 2 doses) 

L-asparaginase (L-ASP) 5000 UI/m2/dose – intramuscular 15 e 16 (2 doses/semana total: 4 doses) 
Ciclofosfamida  1g/m2 –via endovenosa com MESNA 

300mg/m2/dose na hora 0 e 4 
19 (dose única) 

Citarabina (ARA-C) 75/mg/m2/dose SC 19, 20, 21 (4 doses/semana  total: 12 doses) 
6-Mercaptopurina 50mg/m2/dia – via oral 19 a 21 (21 dias) 

MADIT  intratecal 14, 18, 22  
 
 
 
 

- A terapia de manutenção para os Grupos 1 e 2 do Baixo Risco de recidiva está descrita no 

item 3.3.2.1 dos pacientes e métodos. 
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ESQUEMA TERAPÊUTICO (GBTLI LLA - 99) 

 GRUPO DE ALTO RISCO DE RECIDIVA 

 
 

Terapia de indução para o grupo de Alto Risco 
Drogas Dose e via de administração Dia da administração 

Prednisona (PDN) 40mg/m2/dia –via oral 1 a 28 
Vincristina (VCR) 1,5mg/m2/dose - endovenoso 1, 8, 15 e 22 

Daunoblastina (DNB) 25 mg/m2/dose - endovenoso 1, 8, 15 e 22 
L-asparaginase (L-ASP) 5000 UI/m2/dose – intramuscular 9 doses  

Ciclofosfamida  1g/m2 – via endovenosa com MESNA 300mg/m2/dose na 
hora 0 e 4 

28 

Citarabina (ARA-C) 75/mg/m2/dose SC  28 a 31, 35 a 38 (total: 8 
doses) 

6-MP 50mg/m2/dia – via oral 28 ao 42 
 

MADIT    (Metotrexato / 
ARA-C/ Dexametasona) 

 
intratecal 

 
0, 14, 28 

* MADIT: metotrexato (MTX), 8 mg para crianças <1 ano, 10 mg para 2 anos, 12 mg para 3 a 8 anos, e 15 mg para ≥9 anos; 
ARA-C: 16 mg para crianças <1 ano, 20 mg para 2 anos, 24 mg para 3 a 8 anos, e 30 mg para ≥9 anos; dexametasona (DXM): 
2 mg/m2, dose máxima de 2 mg 

 
 
 

Terapia de intensificação para o grupo de Alto Risco - BLOCO A   
Drogas Dose e via de administração Dia da administração 

(semana 8) 
MTX 2g/m2, via endovenosa (infusão em 6 horas)  1 

Leucovorin 15mg/m2/dose,via endovenosa,  6/6h (4 doses), a partir da 
hora 36 do início do MTX 

 

6-mercaptopurina 75 mg/m2/dia – via oral 2 a 5 
Citarabina (ARA-C) 2g/m2, dose única, via endovenosa 5 

Ciclofosfamida  200mg/m2/dose, 12/12h (total: 5 doses), via endovenosa  6 a 8 
MADIT (MTX/ARA-

C/DEXA) 
intratecal 8 

 

Terapia de intensificação para o grupo de Alto Risco - BLOCO B  
Drogas Dose e via de administração Dia da administração 

(semana 10) 
MTX 2g/m2, via endovenosa (infusão em 6 horas) 1 

Leucovorin 15mg/m2/dose, via endovenosa, 6/6h (4 doses), a partir da 
hora 36 do início do MTX 

 

6-MP 150mg/m2/dia, via oral 2 a 5 
Citarabina (ARA-C) 2g/m2, dose única, via endovenosa 5 

MTX 50mg/m2, via endovenosa (infusão em 4 horas) 7 
MADIT  intratecal 8 
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Terapia de intensificação para o grupo de Alto Risco 

Drogas Dose e via de administração Semana do tratamento 
Dexametasona (DXM) 6mg/m2/dia – via oral  12,14,16 (7 dias / semana) 

Vincristina (VCR) 1,5mg/m2/dose - endovenoso 12 a 16 (1 dose /semana total: 
5 doses) 

Doxorrubicina  30 m g/m2/dose - endovenoso 13 e 15 (1 dose/semana 
total: 2 doses) 

L-asparaginase (L-ASP) 5000 UI/m2/dose – intramuscular 13 e 14 (2 doses/semana 
total: 4 doses)  

Ciclofosfamida  1g/m2 –via endovenosa com MESNA 300mg/m2/dose na 
hora 0 e 4 

17 (dose única) 

Citarabina (ARA-C) 75/mg/m2/dose SC 17, 18, 19 (4 doses/semana  
total: 12 doses) 

6-Mercaptopurina 50mg/m2/dia – via oral 17 a 19 (21 dias)  
MADIT  intratecal 17, 20  

 
 
Terapia de intensificação para o grupo de Alto Risco BLOCO C  

Drogas Dose e via de administração Dia da administração 
(semana 21) 

MTX 2g/m2, via endovenosa (infusão em 6 horas) 1 
Leucovorin 15mg/m2/dose, via endovenosa, 6/6h (4 doses), a partir da 

hora 36 do início do MTX 
 

6-MP 150mg/m2/dia, via oral 2 a 5 
Etoposídeo 150mg/m2/dia, via endovenosa  5,6,7 (total:3doses) 

Citarabina (ARA-C) 2g/m2, dose única, via endovenosa 8 
 
 
Terapia de intensificação para o grupo de Alto Risco  BLOCO D  

Drogas Dose e  via de administração Dia da administração 
(semana 23) 

Ifosfamida 1,8 g/m2/dia – via endovenosa, com MESNA 
400mg/m2/dose, na hora 0, 4 e 8 

1 ao 4 (total: 4 doses) 

Etoposídeo 150mg/ m2/dia - via endovenosa 1 ao 4 (total: 4 doses) 
MADIT  intratecal 8 

 
 
Terapia da consolidação tardia para o grupo de Alto Risco 

Drogas Dose e via de administração Semana do tratamento 
Dexametasona (DXM) 6mg/m2/dia –via oral  25, 27, 29 (7 dias / semana) 

Vincristina (VCR) 1,5mg/m2/dose - endovenoso 25 a 29 (1 dose/semana total: 5 doses) 
Doxorrubicina  30 mg/m2/dose - endovenoso 26 e 28 (1 dose/semana total: 2 doses) 

L-asparaginase (L-ASP) 5000 UI/m2/dose – intramuscular 26,27,28 (2 doses/semana total: 6 
doses)  

Ciclofosfamida  1g/m2 –via endovenosa com MESNA 
300mg/m2/dose na hora 0 e 4 

36 (dose única) 

Citarabina (ARA-C) 75/mg/m2/dose SC 36, 37, 38 (4 doses/semana  total: 12 doses) 
6-Mercaptopurina 50mg/m2/dia – via oral 36 a 38 (21 dias) 

MADIT  intratecal 30, 32  
 
 

- A terapia de manutenção para o Grupo de Alto Risco de recidiva está escrita no item 3.3.2.2 

dos pacientes e métodos. 
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, 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

8.7- ANEXO 7: DOSES PRESCRITAS DE 6-MP E MTX E DOSAGENS DA 6-MP, 6-

TGN E MMP EM 183 AMOSTRAS DE SANGUE COLETADAS DE 36 CRIANÇAS 

COM LLA 
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Número de 

identificação 
 Dosagem dos  metabólitos  Dose dos medicamentos    

70 Amostra 6-TGN 6-MP MMP  6-MP  MTX Leucócitos 
  2 193,1 0,8 12,1 73,5 36,7 4500 
  10 224,7 45,7 18,3 102,9 36,7 4000 
  21 155,3 8,3 14,6 89,2 35,7 2200 
  37 219,8 22,1 11,8 71,4 28,5 3600 
  47 187,9 28,0 8,1 71,4 28,5 3300 
  97 278,4 28,5 17,3 81,0 34,7 3400 
  Média 209,9 22,3 13,7       
  Mediana 206,5 25,0 13,4       

101 Amostra 6-TGN 6-MP MMP  6-MP  MTX Leucócitos 
  1 139,6 0,0 4,6 42,3 25,4 5100 
  11 243,2 0,0 3,2 53,7 29,0 1600 
  18 84,3 0,6 0,7 40,3 29,0 3500 
  39 110,0 0,0 3,3 40,3 28,1 4400 
  51 162,5 8,6 2,6 40,3 28,1 8400 
  99 126,8 14,0 3,6 36,7 26,4 4900 
  124 106,8 4,2 4,8 34,7 25,0 3600 
  Média 139,0 3,9 3,3       
  Mediana 126,8 0,6 3,3       

83,0 Amostra 6-TGN 6-MP MMP  6-MP  MTX Leucócitos 
  5 96,3 0,0 1,6 55,5 30,0 4300 
  32 142,8 21,7 5,9 52,0 28,1 2300 
  42 133,3 0,0 6,6 52,0 28,1 2800 
  77 232,5 9,6 13,2 50,5 30,3 2700 
  98 181,3 0,0 6,6 49,0 28,9 3900 
  115 266,7 0,0 15,8 55,1 36,7 3300 
  182 144,2 0,0 9,4 55,1 36,7 2800 
  Média 171,0 4,5 8,5       
  Mediana 144,2 0,0 6,6       

66 Amostra 6-TGN 6-MP MMP  6-MP  MTX Leucócitos 
  4 351,8 0,0 1,1 56,4 25,4 6400 

  17 403,7 12,8 1,0 52,9 25,4 4900 

  24 312,2 21,2 2,9 53,8 25,8 3300 

  Média 355,9 11,4 1,7       

  Mediana 351,8 12,8 1,1       

80 Amostra 6-TGN 6-MP MMP  6-MP  MTX Leucócitos 
  22 349,2 23,3 17,3 81,7 37,3 2000 

  43 330,4 0,0 10,5 58,4 28,0 4100 

  53 306,9 18,0 11,1 61,1 53,0 4400 

  87 299,7 0,0 23,9 64,6 32,3 2600 

  131 180,4 0,0 14,5 64,0 29,9 3000 

  132 225,0 0,0 24,7 64,0 29,9 3400 

  200 375,9 6,8 20,1 62,5 31,3 2300 

  Média 295,4 6,9 17,5       

  Mediana 306,9 0,0 17,3       

64 Amostra 6-TGN 6-MP MMP  6-MP  MTX Leucócitos 
  33 228,0 8,1 7,7 46,2 23,6 3300 

  40 335,8 7,3 5,7 46,2 23,6 4000 

  54 389,8 19,5 9,7 46,2 23,6 2800 

  75 244,9 13,6 8,1 40,0 10,8 3800 

  101 279,3 14,2 8,0 40,0 7,6 2800 

  Média 295,6 12,5 7,8       

  Mediana 279,3 13,6 8,0       
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74 

 
 
Amostra 

 
 

6-TGN 

 
 

6-MP 

 
 

MMP 

 
  

6-MP 

 
  

MTX 

 
 

Leucócitos 
  20 163,6 0,0 2,5 53,5 31,4 3200 

  41 139,6 0,0 10,8 65,7 26,3 3300 

  61 124,3 0,0 3,3 42,1 25,3 2500 

  83 205,3 0,0 6,9 41,6 30,0 5000 

  134 159,4 0,0 19,5 78,1 31,3 4200 

  190 149,9 15,0 14,8 79,3 35,7 2500 

  Média 157,0 2,5 0,0       

  Mediana 154,7 9,6 8,8       

22 Amostra 6-TGN 6-MP MMP  6-MP  MTX Leucócitos 
  69 411,7 0,0 6,2 64,8 33,3 4500 

  127 347,7 0,0 6,0 41,6 27,7 3700 

  160 289,5 8,4 0,0 45,7 27,4 3300 

  181 237,1 0,0 5,5 45,7 27,4 3800 

  188 354,1 11,8 13,1 52,6 31,5 2700 

  231 333,7 30,3 6,2 52,6 31,5 2100 

  Média 329,0 8,4 6,2       

  Mediana 340,7 4,2 6,1       

73 Amostra 6-TGN 6-MP MMP  6-MP  MTX Leucócitos 
  78 366,1 14,9 5,9 46,8 25,2 3100 

  121 224,3 46,8 6,9 45,7 24,7 3100 

  143 264,1 11,8 7,1 43,4 23,4 2400 

  162 262,5 16,7 4,6 43,4 23,4 2800 

  196 234,8 0,0 5,4 60,7 23,4 7100 

  239 221,9 8,4 2,4 38,6 15,4 1500 

  279 330,7 28,6 2,0 25,0 12,2 2000 

  Média 272,0 18,2 4,9       

  Mediana 262,5 14,9 5,4       

69 Amostra 6-TGN 6-MP MMP  6-MP  MTX Leucócitos 
  79 282,0 0,1 3,6 47,4 25,3 5200 

  145 373,8 0,0 5,6 50,2 30,1 6500 

  179 343,1 0,0 7,0 56,8 34,0 4800 

  192 376,2 0,0 14,9 57,4 34,4 1800 

  234 566,8 23,4 7,2 55,5 33,3 2600 

  254 368,8 43,4 4,5 54,9 32,9 1500 

  277 444,4 14,7 6,1 54,9 32,9 3000 

  Média 393,6 11,7 7,0       

  Mediana 373,8 6,1 6,1       

47 Amostra 6-TGN 6-MP MMP  6-MP  MTX Leucócitos 
  90 379,6 0,0 2,9 48,4 24,4 3600 

  137 334,6 17,9 1,0 45,7 30,4 2600 

  171 2,2 0,0 0,0 49,0 23,5 4600 

  197 435,4 19,5 11,5 55,5 27,7 3500 

  253 410,3 0,0 1,5 45,7 21,9 4100 

  288 575,3 0,0 3,3 54,9 25,5 2600 

  395 452,4 5,6 2,5 44,3 24,4 4100 

  Média 370,0 6,1 3,2       

  Mediana 410,3 0,0 2,5       

4 Amostra 6-TGN 6-MP MMP  6-MP  MTX Leucócitos 
  251 322,5 5,3 1,0 28,4 14,2 3400 

  284 278,4 0,0 0,5 28,4 14,2 1600 

  304 276,6 0,0 0,3 27,9 13,9 2500 

  338 555,3 0,0 2,8 27,6 13,8 3160 

  Média 358,2 1,3 1,1       

  Mediana 300,4 0,0 0,7       
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26 Amostra 6-TGN 6-MP MMP  6-MP  MTX Leucócitos 
  144 443,3 3,4 16,2 55,5 25,9 4500 

  168 415,1 62,7 19,2 55,1 25,7 3300 

  189 435,3 60,6 16,8 75,7 30,3 3700 

  216 455,7 68,9 9,0 59,5 27,3 3400 

  258 351,9 79,1 1,6 39,6 23,8 2900 

  Média 420,3 54,9 15,3       

  Mediana 435,3 62,7 16,2       

18 Amostra 6-TGN 6-MP MMP  6-MP  MTX Leucócitos 
  320 215,5 19,4 0,9 39,7 20,0 3340 
  349 298,7 0,0 1,7 45,4 24,5 8600 
  391 218,7 10,6 9,4 61,7 29,6 2900 
  Média 244,3 10,0 4,0       
  Mediana 218,7 10,6 1,7       

56 Amostra 6-TGN 6-MP MMP  6-MP  MTX Leucócitos 
  246 1519,5 0,0 0,7 38,3 21,4 600 

  286 1934,1 0,0 1,0 43,0 22,5 1900 

  322 1337,7 0,0 0,5 49,3 24,3 2000 

  Média 1597,1 0,0 0,7       

  Mediana 1519,5 0,0 0,7       

24 Amostra 6-TGN 6-MP MMP  6-MP  MTX Leucócitos 
  130 222,8 0,0 0,3 37,8 22,7 2300 

  193 37,9 0,0 0,8 50,5 30,3 4700 

  236 258,0 20,8 1,0 46,2 27,7 4400 

  263 416,8 15,3 3,4 46,2 27,7 3500 

  317 526,9 14,5 6,5 46,2 27,7 5000 

  335 540,6 15,6 7,7 57,8 27,7 6500 

  Média 333,8 11,0 3,3       

  Mediana 337,4 14,9 2,2       

2 Amostra 6-TGN 6-MP MMP  6-MP  MTX Leucócitos 
  89 791,6 0,0 19,8 62,5 33,3 2300 

  148 147,8 18,1 6,0 55,5 25,0 4300 

  233 171,1 2,9 13,0 74,6 29,8 2500 

  281 252,7 16,4 12,4 50,6 27,0 4100 

  337 232,7 23,4 5,7 56,3 27,0 4300 

  Média 319,2 12,1 9,0       

  Mediana 232,7 16,4 12,4       

7 Amostra 6-TGN 6-MP MMP  6-MP  MTX Leucócitos 
  140 387,9 64,9 10,0 65,7 35,5 4800 
  156 308,3 0,0 13,7 64,1 34,6 3800 
  177 268,6 31,2 13,6 63,2 34,1 2600 
  210 377,4 25,7 17,0 73,8 34,1 2100 
  265 422,7 51,3 13,0 60,2 14,4 3500 
  306 518,8 8,7 15,3 70,2 7,2 3300 
  Média 380,6 30,3 13,8       
  Mediana 382,6 28,4 13,7       

72 Amostra 6-TGN 6-MP MMP  6-MP  MTX Leucócitos 
  139 637,2 7,3 14,1 54,0 23,1 3100 

  159 407,0 32,2 12,7 57,8 27,7 3600 

  267 487,4 0,0 12,4 52,0 22,7 4200 

  324 514,8 77,3 30,4 63,1 30,3 3800 

  358 520,2 29,5 26,7 63,1 30,3 2600 

  394 410,2 0,0 12,4 45,6 21,8 4200 

  432 643,5 73,8 23,0 53,5 28,5 4500 

  Média 517,2 31,4 18,8       

  Mediana 514,8 29,5 14,1       
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107 Amostra 6-TGN 6-MP MMP  6-MP  MTX Leucócitos 
  150 267,4 22,9 18,1 52,9 23,8 2900 

  204 315,8 0,0 14,6 50,5 25,0 2500 

  237 328,1 23,8 4,2 37,8 25,0 2100 

  299 388,2 0,0 7,7 48,3 23,9 3200 

  373 584,2 0,0 13,2 48,3 20,2 3580 

  399 387,8 0,0 16,7 52,0 25,0 2650 

  445 399,2 0,0 13,0 52,0 25,0 1900 

  Média 381,5 6,7 12,5       

  Mediana 387,8 0,0 13,2       

85 Amostra 6-TGN 6-MP MMP  6-MP  MTX Leucócitos 
  157 323,0 22,3 2,6 55,5 33,3 13400 

  175 696,2 46,8 16,0 65,1 39,0 4100 

  203 519,9 105,8 45,9 91,1 46,8 3100 

  274 579,1 0,0 13,1 87,0 37,3 3000 

  400 432,7 0,0 11,0 49,0 36,7 3700 

  450 546,7 0,0 6,3 73,5 44,1 4200 

  Média 516,3 29,1 15,8       

  Mediana 533,3 11,1 12,1       

75 Amostra 6-TGN 6-MP MMP  6-MP  MTX Leucócitos 
  178 271,3 21,7 8,6 51,3 23,2 4000 

  212 191,0 0,0 3,4 51,3 23,2 4200 

  222 256,3 0,0 6,8 54,1 27,2 2700 

  Média 239,6 7,2 6,3       

  Mediana 256,3 0,0 6,8       

38 Amostra 6-TGN 6-MP MMP  6-MP  MTX Leucócitos 
  211 219,5 0,0 0,0 52,9 23,5 4300 

  252 411,6 0,0 7,5 58,1 23,2 4600 

  305 73,4 0,0 0,3 58,1 23,2 3300 

  379 331,8 0,0 4,7 47,8 24,1 3170 

  427 455,5 16,6 3,8 55,5 25,5 4750 

  451 384,1 19,6 4,2 55,5 25,5 4800 

  542 349,0 0,0 1,4 38,8 25,0 6600 

  Média 317,9 5,2 3,1       

  Mediana 349,0 0,0 3,8       

1 Amostra 6-TGN 6-MP MMP  6-MP  MTX Leucócitos 
  214 428,2 0,0 12,2 47,1 23,5 2600 

  262 490,0 0,0 2,4 35,3 23,5 4700 

  328 319,7 0,0 0,9 33,4 22,3 4900 

  381 389,2 0,0 4,2 33,4 22,3 4470 

  457 409,4 12,3 5,4 36,5 26,3 3860 

  501 523,2 7,9 2,6 43,8 26,3 5870 

  550 623,5 11,1 12,8 51,6 26,3 4820 

  Média 386,3 4,8 4,5       

  Mediana 399,3 0,0 4,0       

42 Amostra 6-TGN 6-MP MMP  6-MP  MTX Leucócitos 
  206 177,8 0,0 0,0 66,6 33,3 4600 

  248 109,1 0,0 12,3 48,7 24,6 5000 

  330 247,6 0,0 22,5 63,2 40,5 3900 

  376 526,4 97,8 30,5 62,5 40,0 2600 

  424 243,7 48,3 21,9 62,5 37,5 2130 

  478 208,2 79,1 17,5 60,9 24,3 3500 

  Média 252,1 37,5 17,5       

  
 

Mediana 225,9 24,2 19,7       
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10 Amostra 6-TGN 6-MP MMP  6-MP  MTX Leucócitos 
  228 608,5 0,0 13,1 72,1 25,0 5300 

  303 465,9 0,0 12,4 60,6 24,5 5300 

  372 287,2 0,0 0,0 29,7 22,8 2600 

  436 316,6 24,1 5,6 28,2 22,0 5850 

  492 307,0 0,0 2,6 27,3 24,5 4410 

  552 197,5 0,0 1,4 30,2 24,1 3340 

  634 282,2 0,0 3,5 37,3 26,8 3850 

  Média 352,2 3,4 5,5       

  Mediana 307,0 0,0 3,5       

13 Amostra 6-TGN 6-MP MMP  6-MP  MTX Leucócitos 
  250 550,0 64,9 16,5 75,7 30,9 4100 

  323 243,4 0,0 14,6 56,4 28,8 2500 

  374 505,8 0,0 24,9 84,7 35,5 4200 

  435 483,8 43,9 14,9 69,4 31,6 3600 

  487 397,6 43,6 11,2 55,5 26,6 3800 

  540 624,4 25,6 5,3 53,7 25,8 2900 

  Média 467,5 29,7 14,6       

  Mediana 494,8 34,6 14,8       

45 Amostra 6-TGN 6-MP MMP  6-MP  MTX Leucócitos 
  245 308,2 13,8 7,0 51,2 24,6 3700 

  310 228,1 0,0 4,6 37,8 30,3 3600 

  331 120,7 0,0 7,2 37,8 30,3 4700 

  387 205,3 0,0 2,3 36,7 44,1 2340 

  460 375,6 37,5 15,6 46,9 28,1 2680 

  610 161,2 20,7 6,6 33,3 33,3 2400 

  626 232,4 0,0 7,7 32,8 33,3 1550 

  Média 233,1 10,3 7,3       

  Mediana 228,1 0,0 7,0       

15 Amostra 6-TGN 6-MP MMP  6-MP  MTX Leucócitos 
  249 738,7 41,2 14,4 54,1 23,3 3000 

  294 698,9 0,0 11,1 48,7 23,3 3600 

  359 488,7 0,0 0,0 45,7 23,0 2200 

  413 1007,0 19,2 15,1 53,5 25,0 2520 

  475 708,8 0,0 6,3 50,3 25,6 3760 

  518 859,1 16,4 6,3 54,8 19,7 2480 

  Média 750,2 12,8 8,9       

  Mediana 723,7 8,2 8,7       

12 Amostra 6-TGN 6-MP MMP  6-MP  MTX Leucócitos 
  93 206,8 16,6 4,3 57,5 36,3 5200 

  136 259,9 41,1 12,5 61,3 30,6 3500 

  Média 233,3 28,8 8,4       

  Mediana 233,3 28,8 8,4       

109 Amostra 6-TGN 6-MP MMP  6-MP  MTX Leucócitos 
  221 777,8 22,0 2,3 48,3 21,7 3200 

  261 508,6 0,0 3,0 48,6 21,8 5000 

  300 477,1 22,2 3,5 49,3 22,2 3700 

  375 251,7 0,0 1,3 34,2 17,1 3700 

  Média 503,8 11,1 2,5       

  Mediana 492,8 11,0 2,7       

113 Amostra 6-TGN 6-MP MMP  6-MP  MTX Leucócitos 
  297 409,9 64,2 17,1 41,6 20,8 3300 

  343 297,1 0,0 12,4 41,6 20,8 4100 

  365 254,5 64,7 14,1 48,6 25,0 2900 

  385 407,2 0,0 16,0 41,6 25,0 4200 

  Média 342,2 32,2 14,9       

  Mediana 352,2 32,1 15,1       
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29 Amostra 6-TGN 6-MP MMP  6-MP  MTX Leucócitos 
  417 334,2 0,0 0,0 35,0 18,0 2500 

  463 258,7 0,0 5,8 30,0 18,0 3200 

  Média 296,4 0,0 2,9       

  Mediana 296,4 0,0 2,9       

36 Amostra 6-TGN 6-MP MMP  6-MP  MTX Leucócitos 
  500 210,0 0,0 0,8 24,6 16,4 2270 

  559 126,5 0,0 0,1 24,5 16,3 3170 

  601 194,0 0,0 0,0 24,5 16,3 3150 

  644 176,3 18,1 0,5 24,6 16,4 2200 

  Média 176,7 4,5 0,4       

  Mediana 185,1 0,0 0,3       

101 Amostra 6-TGN 6-MP MMP  6-MP  MTX Leucócitos 
  489 1247,6 0,0 0,1 52,9 39,6 3600 

  541 1350,8 7,7 2,6 59,5 39,6 3600 

  604 894,7 0,0 1,1 56,8 37,8 2780 

  642 1220,0 8,5 1,8 56,8 37,8 3400 

  Média 1178,3 4,0 1,4       

  Mediana 1233,8 3,8 1,4       

68 Amostra 6-TGN 6-MP MMP  6-MP  MTX Leucócitos 
  483 209,0 0,0 2,1 38,3 24,1 4030 

  519 296,1 0,0 2,1 38,3 24,1 4300 

  573 240,7 19,8 4,3 50,2 28,7 3790 

  639 202,6 0,0 4,8 57,4 28,7 3480 

  Média 237,1 5,0 3,3       

  Mediana 224,8 0,0 3,2       

  
- Dose de 6-MP:  Dose prescrita nas quatro semanas que antecederam a coleta do sangue - 

para dosagem dos metabólitos (mg/m2/dia) 

- Dose MTX: Dose prescrita nas quatro semanas que antecederam a coleta do sangue para 

dosagem dos metabólitos (mg/m2/semana) 

- 6-TGN- concentração intra-eritrocitária de 6-TGN (pmol/8x108 hemácias/200µl) 

- 6-MP- concentração intra-eritrocitária de 6-MP (pmol/8x108 hemácias/200µl) 

- MMP- concentração intra-eritrocitária de MMP (nmol/8x108 hemácias/200µl) 
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8.8- ANEXO 8: TABELA COM OS DADOS CLÍNICOS E LABORATORIAIS DOS 116 

PACIENTES COM LLA INCLUÍDOS NO ESTUDO 
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ID SEXO IDADE-
DX 

LEUINI MEDLEU MEDNEU 6MP MTX QTT TPMT GENÓTIPO 6-TGN MMP 

1 1 7,0 25300 3900 2155 42,36 22,97 0,045 1 TPMT*1/*1 386,3 4,5 
2 1 3,3 8400 4000 1702,5 52,78 24,36 0,08 1 TPMT*1/*1 319,2 9,0 
3 1 2,5 2000 3350 1600 39,3 22,1 0,18 1 TPMT*1/*1     
4 1 11,9 1000 2600 1200 28,2 14,21 0,05 1 TPMT*1/*1 358,2 1,1 
5 2 2,0 5700 6900   59,3 27,85 0,46 0 TPMT*1/*3A     
6 2 3,1 88100 2275 647 42,6 23 0,06 1 TPMT*1/*1     
7 2 11,3 180700 3500 1325 33,5 15,6 0,042 1 TPMT*1/*1     
8 1 5,5 24900 3685 2130 46,3 22,14 0,151 1 TPMT*1/*1     
9 1 6,3 3100 3000 1182     0,22 1 TPMT*1/*1     
10 1 3,9 4600 3015 1416 31,53 14,13 0,128 1 TPMT*1/*1     
11 1 4,8 7390 4050 2262     0,235 1 TPMT*1/*1     
12 2 14,3 187000 4800 3052 55 27,19 0,08 1 TPMT*1/*1 233,3 8,4 
13 2 1,9 32000 4000 1976 51,1 24,8 0,095 1 TPMT*1/*1 467,5 14,6 
14 2 1,3 62300 4233   56,7 28,6 0,07 1 TPMT*1/*1     
15 2 4,8 2200 2970 1484 45 17,7 0,088 1 TPMT*1/*1 750,2 8,9 
16 2 8,8 31600 3800 1808 48,4 12,4 0,12 1 TPMT*1/*1     
17 2 2,0 157000 3070 1409,8 31,1 11,34 0,15 0 TPMT*1/*3A     
18 2 1,7 55800 3340 2464 43,25 21,39 0,12 1 TPMT*1/*1 244,3 4,0 
19 1 9,9 374000 2750 752,5 31,5 15,9 0,12 1 TPMT*1/*1     
20 1 12,5 7600 3280 1968 26,45 16,5 0,3324 1 TPMT*1/*1     
21 2 1,5 26000 3750 1798 53,4 23,1 0,02 1 TPMT*1/*1     
22 2 8,1 5900 3500 1561 49 28,2 0,053 1 TPMT*1/*1 329,0 6,2 
23 1 14,7 18800 2750 1820 44,43 22,79 0,11 0 TPMT*1/*3C     
24 2 3,3 19300 3650 1596 47,89 27,3 0,08 1 TPMT*1/*1 333,8 3,3 
25 1 4,0 44000 3065 1404 45 20,7 0,06 1 TPMT*1/*1     
26 2 6,7 2100 3900 2257 50,96 24,02 0,075 1 TPMT*1/*1 420,3 15,3 
27 2 0,0             1 TPMT*1/*1     
28 2 3,3 9900 3700 1215     0,289 1 TPMT*1/*1     
29 2 10,9 4700 2850 1652 24,6 16,9 0,16 1 TPMT*1/*1 296,4 2,9 
30 1 4,9 10000 3000 1105,5 57,6 17,97 0,148 1 TPMT*1/*1     
31 1 14,4 10300 3775 2303 44,6 15,45 0 1 TPMT*1/*1     
32 1 5,8 40700 3350 1683     0,213 1 TPMT*1/*1     
33 1 5,1 3400 3940 1984 57,1 27,8 0 1 TPMT*1/*1     
34 2 3,3 6400 3500 1601 45,7 25,5 0,04 1 TPMT*1/*1     
35 2 5,6 24900 3730 1606 51,3 28 0,05 0 TPMT*1/*3A     
36 1 16,3 2000 3000 1587 26,4 16,2 0,07 1 TPMT*1/*1 176,7 0,4 
37 1 1,7 138000 5500 2226 53,95 24,92 0,156 1 TPMT*1/*1     
38 1 5,8 5000 3800 1932 46,1 22,9 0,089 1 TPMT*1/*1 317,9 3,1 
39 1 1,6 6500 3680 1637 39,12 12,06 0,069 1 TPMT*1/*1     
40 1 3,3 1400 3675 1428 60 27,5 0,04 1 TPMT*1/*1     
41 1 2,7 61100 4475 2677,5 72,9 33 0,06 1 TPMT*1/*1     
42 2 4,2 5700 3500 1259 53,9 31,3 0,082 1 TPMT*1/*1 252,1 17,5 
43 2 9,0 3000 2500 1518,5 40,13 14,06 0,055 1 TPMT*1/*1     
44 1 4,3 6380 2460 1567,5 29,1 15,53 0,106 0 TPMT*1/*2     
45 2 2,9 3300 3300 1258 35,09 27,5 0,135 1 TPMT*1/*1 233,1 7,3 
46 2 2,5 900 2800 1000 19,1 12,64 0,06 1 TPMT*1/*1     
47 2 8,1 1000 3400 1836 45,85 24,19 0,062 1 TPMT*1/*1 370,0 3,2 
48 1 10,0 106000 6200 3717 52,7 27,4 0,07 1 TPMT*1/*1     
49 2 7,6 6900 3505 2402 43 18,9 0,04 1 TPMT*1/*1     
50 1 3,6 4300 3100 1466 49,2 22,7 0,02 1 TPMT*1/*1     
51 1 13,2 5600 3115 1800 34,63 18,9 0,07 1 TPMT*1/*1     
52 1 3,6 35100 3750 1798 48,4 25,3 0,025 1 TPMT*1/*1     
53 1 1,8 43000 3900 1500 43,36 21,54 0,166 1 TPMT*1/*1     
54 1 4,0 3600 3400   57,7 26,5 0,09 0 TPMT*1/*3A     
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55 2 2,0 800 7000 3871 52,9 25 0 1 TPMT*1/*1     
56 2 11,3 2200 3050 1610 34,5 16,7 0,187 0 TPMT*1/*3C 1597,1 0,7 
57 2 3,0 1000 3710 1505 38,2 18,1 0,15 1 TPMT*1/*1     
58 2 13,3 9600 1334   52,8 28 0,04 1 TPMT*1/*1     
59 2 2,8 7850 3670 1858 31,13 11,62 0,068 1 TPMT*1/*1     
60 2 3,2 28000 3200 1740 35,71 14,92 0,12 0 TPMT*1/*3A     
61 2 12,6 1600 3655 2220 38,43 8,4 0,098 1 TPMT*1/*1     
62 2 9,0 12900 3500 2387 50,6 66,4 0,03 1 TPMT*1/*1     
63 2 3,7 96000 2945 1401,5 49 46,2 0,09 1 TPMT*1/*1     
64 2 2,4 20700 3400 1580 40,7 17,6 0,104 1 TPMT*1/*1 295,6 7,8 
65 2 2,8 120000 1505   46,3 17,9 0,15 1 TPMT*1/*1     
66 1 2,5 800 4100 1917 45,4 22,6 0,19 1 TPMT*1/*1 355,9 1,7 
67 1 5,6 10200 3030 1680 39,3 19,63 0,04 1 TPMT*1/*1     
68 1 3,1 196000 3760 2279 47,02 25,6 0 1 TPMT*1/*1 237,1 3,3 
69 2 7,7 8600 3500 1663 51,8 30,3 0,027 1 TPMT*1/*1 393,6 7,0 
70 1 2,7 5600 3850 1656 63,6 29,1 0,075 1 TPMT*1/*1 209,9 13,7 
71 1 1,2 52200 4400 1794 56,92 31,55 0,143 1 TPMT*1/*1     
72 2 6,8 5100 4200 4200 52,4 31,68 0,05 1 TPMT*1/*1 517,2 18,8 
73 2 7,5 700 2550 1374 33,46 19,14 0,088 1 TPMT*1/*1 272,0 4,9 
74 2 5,6 6400 3700 1669 59,2 26,16 0,116 1 TPMT*1/*1 157,0 0,0 
75 2 4,8 2300 4100 1947 46,05 21,68 0,11 1 TPMT*1/*1 239,6 6,3 
76 1 3,3 36100 3700 1332 56,63 21,59 0,099 1 TPMT*1/*1 380,6 13,8 
77 2 9,2 5100 4070 2779 45,7 21,4 0,16 1 TPMT*1/*1     
78 1 6,7 92900 4000 2120 44,22 28,42 0,03 1 TPMT*1/*1     
79 1 3,5 5200 4180 2670 74,9 19,6 0,13 1 TPMT*1/*1     
80 1 8,5 2100 3300 1470 58,77 29,1 0,055 1 TPMT*1/*1 295,4 17,5 
81 1 1,2 14800 5100 2247 52,7 38,44 0,012 1 TPMT*1/*1     
82 1 10,8 3350 2900 1608,5 45,97 23,81 0,029 1 TPMT*1/*1     
83 2 3,3 42300 3300 1853 53,36 30,71 0,009 1 TPMT*1/*1 171,0 8,5 
84 2 3,6 1900 3100 1834 41,7 18,2 0,13 1 TPMT*1/*1     
85 1 3,5 16300 4300 2016 66,9 34,6 0,065 1 TPMT*1/*1 516,3 15,8 
86 1 0,6 32800 5100 2439 59,39 26,04 0,136 1 TPMT*1/*1     
87 1 4,5 25500 3250 1532 45,1 24,8 0,08 1 TPMT*1/*1     
88 1 12,2 2600 2920 1295 32,73 20,11 0,01 1 TPMT*1/*1     
89 2 6,4 3400 3550   52,6 30,9 0,01 1 TPMT*1/*1     
90 2 4,1 9300 2375 1567 41,87 20,47 0,23 1 TPMT*1/*1     
91 1 3,3 2600 4000 1133 58,3 26,24 0,066 1 TPMT*1/*1     
92 1 5,9 7500 3520 1809 31,47 15,56 0,057 1 TPMT*1/*1     
93 2 13,1 359000 3920 2517 57,77 26,41 0,015 0 TPMT*1/*3A     
94 1 3,1 2900 1160   55,6 35,1 0,09 1 TPMT*1/*1     
95 2 9,8 5600 3000 1209 42 17,2 0,14 1 TPMT*1/*1     
96 1 5,9 48400 3500 2185 29,87 23 0,055 1 TPMT*1/*1     
97 2 3,4 6610 3200 1246     0,15 1 TPMT*1/*1     
98 2 8,6 5980 3265 1955,5 52,8 24,06 0 1 TPMT*1/*1     
99 1 6,4 7800 2490 1348 18,47 13,54 0,091 0 TPMT*1/*3A     
100 2 2,2 11800 3350 1565 42,3 27,8 0,039 1 TPMT*1/*1     
101 2 1,5 272000 3500 1833 42,8 30,05 0,182 1 TPMT*1/*1 139,0 3,3 
102 2 3,5 7700 3850 2052 48,2 14,68 0,025 1 TPMT*1/*1     
103 2 7,8 9100 3110 1367 30,7 16,5 0,09 1 TPMT*1/*1     
104 2 6,1 2800 3600 1137 38,3 21,5 0,064 0 TPMT*1/*3A     
105 2 3,0 6400 4130 1610 45,92 21,71 0,065 1 TPMT*1/*1     
106 2 2,4 5000 4615 2157 40,54 23,54 0,055 1 TPMT*1/*1 352,2 5,5 
107 1 2,9 22300 2790 1225 48,9 23,5 0,009 1 TPMT*1/*1 381,5 12,5 
108 1 3,6 36800 4000   61,3 35 0,03 1 TPMT*1/*1     
109 1 10,9 2600 3500 1936 41,66 19,26 0,043 1 TPMT*1/*1 503,8 2,5 
110 1 1,9 4300 3250 1360 46,26 22,1 0,059 1 TPMT*1/*1     
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111 1 10,4 376000 4260 2595 51,87 22,42 0,034 1 TPMT*1/*1     
112 1 5,9 150000 2700 1458 47,05 21,94 0,082 1 TPMT*1/*1     
113 2 7,4 49000 3700   40,16 20,08 0,142 1 TPMT*1/*1 342,2 14,9 
114 1 2,6 594 4880 1903     0,35 1 TPMT*1/*1     
115 1 15,4 89600 3500 1266,5 30,29 12,08 0,036 1 TPMT*1/*1     
116 1 7,7 33200 4300 2440 43,05 16,91 0,07 0 TPMT*1/*3A     
 

- ID – número de identificação 

- SEX0: 1- masculino e 2- feminino. 

- IDADEDX: idade ao diagnóstico em anos número fracionado em meses, obtido pela 

subtração da data de nascimento em relação à data do diagnóstico de leucemia. 

- LEUINI: leucometria global ao diagnóstico. 

- MEDLEU: mediana da contagem de leucócitos durante a fase de manutenção do tratamento. 

- MEDNEU: mediana da contagem de neutrófilos durante a fase de manutenção do tratamento. 

- 6-MP: média das doses de 6-MP prescritas para cada criança durante a fase de manutenção 

(mg/m2/dia).  

- MTX: média das doses de MTX prescritas para cada criança durante a fase de manutenção 

(mg/m2/semana). 

- QTT: tempo total de interrupção da quimioterapia durante a fase de manutenção (número de 

dias sem quimioterapia/ total de dias de duração da fase de manutenção). 

- TPMT: 0- criança com mutação em algum dos alelos TPMT estudados e 1- criança sem 

mutação nos alelos TPMT estudados. 

- 6-TGN: média das dosagens do metabólito 6-TGN apresentadas pelo paciente durante a fase 

de manutenção do tratamento (pmol/8x108 hemácias).  

- MMP: média das dosagens do metabólito MMP apresentadas pelo paciente durante a fase de 

manutenção do tratamento (nmol/8x108 hemácias).  

- GENÓTIPO: se o paciente é homozigoto para o alelo normal (TPMT*1/*1) ou se é 

heterozigoto para as mutações (TPMT*1/*2 ou TPMT*1/*3A ou TPMT*1/*3C). 
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