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“A wife who loses a husband is called a widow. A husband who loses a wife is called a
widower. A child who loses his parents is called an orphan. There is no word for a parent who

loses a child. That’s how awful the loss is.”

Trecho do livro An Orphan’s Tale de Jay Neugeboren.



RESUMO

A leucemia é a neoplasia pediátrica mais comum, sendo uma doença heterogênea em

que seus subtipos diferem de acordo com características celulares e moleculares, resposta à

terapia e risco de recorrência, traçando assim diferentes desfechos. Estudos que investigam

mecanismos biológicos envolvidos com esta neoplasia e possíveis alvos moleculares são de

extrema importância para o melhor entendimento da doença, prognóstico e definição de novos

tratamentos. Sabe-se que alterações nos níveis de neurotrofinas (NT), fatores de crescimento

envolvidos na sobrevivência neuronal e processos de plasticidade, estão associados com o

desenvolvimento de cânceres. Trabalhos recentes do nosso grupo de pesquisa demonstraram

que baixos níveis do Fator Neurotrófico Derivado do Cérebro (BDNF) em Medula Óssea

(MO) e Sangue Periférico (SP) estão relacionados com o pior prognóstico e doença ativa em

pacientes pediátricos. Porém, os motivos que causam esse desfecho são desconhecidos. Este

trabalho, portanto, objetiva caracterizar o papel das NTs em leucemia linfoide aguda (LLA) a

partir de uma amostragem populacional, investigando a relação dessas proteínas com

características clínicas da doença. Para isto, amostras (MO e SP) de pacientes pediátricos

diagnosticados com LLA e atendidos nos serviços de Oncologia Pediátrica do Hospital de

Clínicas de Porto Alegre (HCPA/RS) e do Hospital da Criança Conceição (GHC/RS) foram

coletadas entre 2011 e 2021. Os níveis de Nerve Growth Factor (NGF), BDNF e pro-BDNF

foram analisados por teste de ELISA. Além disso, a avaliação da expressão gênica de

componentes da via de sinalização de NTs, como seus receptores e proteínas que clivam suas

moléculas precursoras (pro-neurotrofinas - pro-NT), foi realizada com ferramentas de

bioinformática. Em relação à expressão gênica, encontrou-se NGF e sortilin menos expressos

em amostras tumorais quando comparados com amostras de indivíduos saudáveis. BDNF e o

receptor de neurotrofina P75NTR foram encontrados superexpressos em amostras de LLA do

tipo T, quando comparadas com LLA do tipo B. As enzimas de conversão de pro-NTs a NTs

foram encontradas superexpressas em amostras de pacientes pediátricos com LLA. Quanto

aos níveis proteicos, observou-se uma tendência de níveis menores de NTs em amostras

coletadas no diagnóstico de LLA, quando comparadas com amostras de indivíduos saudáveis.

Uma correlação positiva entre BDNF e pro-BDNF foi encontrada. Dessa forma, é possível

afirmar que existe um desbalanço das NTs no microambiente tumoral de LLA. Poucos dados

estão disponíveis na literatura para comparação e este trabalho contribui para o embasamento

científico no contexto de leucemias pediátricas.

Palavras chaves: neurotrofinas - leucemia pediátrica - BDNF - leucemia linfoide aguda



ABSTRACT

Leukemia is the most common pediatric cancer. It is a heterogeneous disease in which its

subtypes differ according to cellular and molecular characteristics, response to therapy and

risk of recurrence, tracing different outcomes. Studies that investigate biological mechanisms

and possible molecular targets in this context are extremely important for improving the

understanding of the disease, the patient’s prognosis and the emergence of new treatments.

Altered levels of neurotrophins (NT), a family of growth factors well known for its

involvement in neuronal development, survival and plasticity, is associated with cancer’s

development. A recent work by our research group has shown that low levels of Brain

Derived Neurotrophic Factor (BDNF) in Bone Marrow (BM) and Peripheral Blood (PB) are

related to poor prognosis and active disease in pediatric patients. However, the reasons for this

outcome are unknown. Then, the present work aims to characterize the role of NTs in acute

lymphoid leukemia (ALL), investigating the relationship of these proteins with clinical

features of the disease. For this purpose, samples (BM or PB) from pediatric patients

diagnosed with ALL and treated at the Pediatric Oncology services of the Porto Alegre

Clinical Hospital (HCPA/RS) and the Conceição Children's Hospital (GHC/RS) were

collected between 2011 and 2021. The levels of Nerve Growth Factor (NGF), BDNF and

pro-BDNF were analyzed by ELISA. The gene expression of NT’s signaling pathway

components, such as their receptors and proteins that cleave their precursor molecules

(pro-neurotrophins - pro-NTs), was performed using bioinformatics tools. NGF and sortilin

were found less expressed in tumor samples when compared with health samples, while

BDNF and P75NTR were found overexpressed in T-cell tumor and B-cell tumor samples,

respectively. Enzyme convertases from pro-NTs to NTs were overexpressed in disease

samples. Protein levels were lower in samples at diagnosis when compared to healthy

individuals. A correlation between pro-BDNF and BDNF levels during disease was found.

Therefore, it is possible to affirm that NTs are altered in tumor-microenvironment in

childhood ALL. Further studies are required to understand their complete role in this context.

Keywords: neurotrophins - childhood leukemia - prognosis - BDNF - ALL
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1. INTRODUÇÃO

1.1 Câncer infantil

O câncer infantil representa de 0,5 % a 3 % de todos tumores na maioria das

populações, sendo as neoplasias pediátricas mais comuns as leucemias, os tumores do sistema

nervoso central e os linfomas (BRASIL, 2017). No ano de 2020, foi estimado um total de

8.460 novos casos de câncer infantil no Brasil pelo Instituto Nacional do Câncer José Alencar

Gomes da Silva (INCA), sendo 4.310 para o sexo masculino e 4.150 para o sexo feminino

(INCA, 2020).

O câncer infantil é uma doença invasiva e possui um crescimento mais acelerado que

os tumores que acometem os adultos. A doença atinge preferencialmente células

indiferenciadas, principalmente dos tecidos sanguíneo e de sustentação, e por esta razão a

resposta ao tratamento oncológico é melhor quando comparada aos cânceres adultos, que

atingem preferencialmente células especializadas. Dessa forma, existem boas chances de cura

e um bom prognóstico associado (BRASIL, 2006), sendo extremamente importante o seu

diagnóstico precoce, pois assim se possibilita o tratamento da doença em seus estágios

iniciais, além de menos tempo de exposição das crianças e adolescentes aos agentes

quimio-radioterápicos (GRABOIS, 2011).

Ao contrário dos tumores adultos, os quais possuem causas multifatoriais bem

descritas, como fatores genéticos determinantes e exposição contínua a fatores de risco, as

causas do câncer infantil são pouco detalhadas na literatura. Entre as causas já reportadas,

estão as alterações no início do processo embrionário para neuroblastomas, bem como

anomalias congênitas para tumores de Wilms e também condições genéticas, tais como

síndrome de Down para leucemias e síndrome de Li-Fraumeni para osteossarcomas

(GRABOIS, 2011).

Apesar do bom prognóstico, o câncer infantil é a primeira causa de morte por doenças

entre crianças e adolescentes no Brasil. No ano de 2018 foram registradas 2.565 mortes no

Atlas de Mortalidade por Câncer do INCA. Desta forma, a fim de melhorar esses números,

deve-se priorizar políticas públicas em saúde para o diagnóstico precoce da doença, além da

condução de estudos que identifiquem seus mecanismos causais proporcionando melhorias no

entendimento científico e avanços na terapêutica.
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1.2 Leucemias pediátricas

As leucemias são caracterizadas pelo acúmulo de leucócitos mal formados na medula

óssea e no sangue, o qual resulta na perda da capacidade funcional do tecido hematopoiético

(HOFFBRAND et al, 2006; SILVA-JUNIOR, 2019). Conforme a Classificação Internacional

de Doenças para a Oncologia da Organização Mundial da Saúde (OMS), a categorização das

leucemias é descrita a partir de diferenças morfológicas, imunofenotípicas e citogenéticas

entre as linhagens leucocitárias (ORGANIZAÇÃO MUNDIAL DA SAÚDE, 2013).

O estágio de maturação das células determina se a doença será classificada como

aguda ou crônica, uma vez que a primeira é derivada da proliferação de células imaturas

progenitoras das células sanguíneas na medula óssea, chamadas blastos, e a segunda é

derivada de células já maduras (GRIMWADE, 2016). Das leucemias agudas, a leucemia

linfoide aguda (LLA) acomete as células precursoras dos linfócitos B ou T, enquanto que na

leucemia mieloide aguda (LMA) ocorre a proliferação clonal de precursores de mielócitos,

neutrófilos, monócitos eritrócitos e megacariócitos (SETH & SINGH, 2015; GRIMWADE,

2016) (figura 1).

Figura 1 - Formação das células sanguíneas (hematopoiese)

Fonte: Adaptado de Mateos et al, 2015.

Embora seja considerada uma doença rara e esporádica, a leucemia em crianças e

adolescentes é o tipo de câncer infantil mais frequente. Os sintomas são decorrentes da

proliferação clonal de blastos leucêmicos na medula óssea e incluem fadiga, palidez, dispneia
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aos esforços, febre, dor de cabeça, tontura e quase síncope. Estes, ocorrem devido a diferentes

graus de anemia, trombocitopenia e neutropenia. Também é possível a infiltração da doença

além da medula óssea, com a apresentação clínica de linfadenopatia, hepatomegalia,

esplenomegalia e lesões renais (KAPLAN, 2019). Dessa forma, reconhecer os sintomas assim

que eles se mostram presentes é essencial para a identificação por familiares e responsáveis

resultando no diagnóstico precoce.

O diagnóstico é realizado através da correlação entre os sintomas clínicos e os

resultados laboratoriais como a contagem de blastos e de leucócitos no sangue e medula

óssea. O aspirado de medula óssea é necessário para o diagnóstico final de leucemia, sendo

responsável por determinar seu subtipo através das técnicas de análise morfológica e

citometria de fluxo (KAPLAN, 2019). Uma vez estabelecido o diagnóstico, define-se também

a conduta terapêutica a ser implementada, com base nas características de cada subtipo da

doença e de como ela se manifesta em cada paciente.

1.3 Leucemia Linfoide Aguda

A LLA é a neoplasia mais comum na infância, correspondendo a 40 % dos casos de

câncer nessa faixa etária (SETH & SINGH, 2015). Seu pico de incidência ocorre entre 2 e 5

anos de idade, com uma leve prevalência em meninos, sendo quatro vezes mais frequente que

a LMA (PUI et al, 2008; SILVA, 2009; SOUSA et al, 2015). É uma doença heterogênea na

qual os subtipos diferem de acordo com características celulares e moleculares, resposta à

terapia e risco de recorrência, traçando assim diferentes desfechos (SOUSA et al, 2015).

Aproximadamente 85 % dos diagnósticos de LLA possuem os precursores dos

linfócitos do tipo B acometidos, caracterizando o subtipo LLA do tipo B (LLA-B) (JASINSKI

et al, 2020). Estudos citogenéticos já demonstraram que alterações no número cromossômico

bem como translocações cromossômicas nessas células estão relacionadas à patogênese do

subtipo, possuindo implicações diretas no prognóstico e contribuindo para determinar o risco

durante a estratificação (BHOJWANI, 2015). Por exemplo, pacientes que apresentam a

translocação t(12;21) [ETV6-RUNX1] ou hiperdiploidismo (> 50 cromossomos) geralmente

possuem bons prognósticos e uma sobrevida global de mais de 90 %, quando comparados à

pacientes de mesma faixa etária e com outras alterações genéticas (MOORMAN, 2016;

CHILTON et al, 2014, MOORMAN, 2010).
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A LLA do tipo T (LLA-T), a qual acomete células precursoras dos linfócitos T,

somada a outros subtipos raros, completa os diagnósticos de LLA em aproximadamente 15 %

(JASINSKI et al, 2020) dos casos. Historicamente, pacientes com estes subtipos apresentam

piores prognósticos do que os pacientes com LLA-B (RAETZ & TEACHEY, 2016), porém

esse desfecho vêm sendo diferente nos últimos anos, representado por melhorias na sobrevida

dos pacientes como resposta aos tratamentos de intensificação com drogas específicas, como

dexametasona, asparaginase e altas doses de metotrexato (BHOJWANI, 2015). Aliado a isto,

a utilização dos dados de Doença Residual Mínima (DRM), a qual é caracterizada como a

detecção de células leucêmicas em menores proporções quando comparadas à avaliação

morfológica, pode indicar o prognóstico nesse subtipo da doença. Estudos demonstraram que

resultados de DRM negativos ao final do tratamento de indução são preditores de melhores

desfechos tanto em LLA-T quanto em LLA-B, enquanto que a apresentação de DRM

negativo de forma tardia - após o final do tratamento de indução - também é um preditor de

sobrevida e bom desfecho em LLA-T. Da mesma forma, se a DRM for positiva nesse

momento, as chances de recaída são aumentadas (SCHRAPPE et al., 2011; PUI et al, 2017).

Além das características biológicas da doença e da resposta ao tratamento avaliado

pela DRM, outros fatores são tradicionalmente levados em consideração para análise de

prognóstico, estratificação de risco e definição de protocolo terapêutico em LLA, como a

idade ao diagnóstico e a contagem de leucócitos. Estudos clínicos demonstraram que crianças

com LLA diagnosticadas na faixa etária de 1-9 anos, possuíam melhores desfechos de

sobrevida do que crianças diagnosticadas antes de completarem 1 ano de vida ou então em

uma idade mais avançada da infância ou já na adolescência (figura 2) (PUI et al, 2008; PUI et

al, 2001). Ademais, uma alta contagem de leucócitos (> 50.000 leucócitos por mm³) também

é um fator associado ao alto risco pelos critérios do National Cancer Institute (NCI-HR)

(KATO & MANABI, 2018) e a um pior desfecho clínico (PUI et al, 1998). Em LLA-T, a alta

contagem de leucócitos foi associada a um maior risco de recaída em Sistema Nervoso

Central (SNC) (PUI, 2006). A utilização desses dois critérios - idade e contagem leucocitária -

para criação de um sistema de classificação de risco foi essencial para as comparações de

tratamentos de crianças com LLA. Atualmente, sabe-se que aproximadamente ⅔ das crianças

diagnosticadas na faixa de 1-9 anos e que possuem uma contagem de leucócitos menor que

50x109/L são classificadas com um risco de recaída baixo ou intermediário (PUI et al, 2001;

PUI et al, 2008).
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Figura 2 - Curva de Sobrevida Kaplan-Meier de acordo com a idade ao diagnóstico de LLA

Fonte: Adaptado de PUI et al, 2008.

Todas essas características são fundamentais para a conduta terapêutica escolhida para

cada paciente. A escolha do tratamento baseado na estratificação de risco é uma importante

estratégia terapêutica utilizada para crianças com LLA. Essa abordagem permite que crianças

que são classificadas como de baixo risco, utilizem terapias menos invasivas e menos tóxicas,

enquanto que crianças consideradas de alto risco e com um pior prognóstico, sejam

submetidas a um tratamento mais intensivo e que aumente suas chances de cura (NATIONAL

CANCER INSTITUTE, 2021).

Para o sucesso do tratamento, o controle da doença em medula óssea ou demais

tecidos afetados é necessário, bem como a prevenção da extensão da doença em

sítios-santuários, locais os quais são de difícil acesso terapêutico, como o SNC e testículos

(SETH & SING, 2015). Atualmente, há diversos protocolos de tratamento disponíveis,

desenvolvidos através de estudos clínicos colaborativos promovidos por organizações

internacionais de apoio à pesquisa e combate às leucemias infantis (PUI, et al, 2019; KATO &

MANABE, 2018).

O tratamento para LLA tipicamente consiste nas seguintes fases: indução, seguida de

consolidação e manutenção do tratamento por 1 a 2,5 anos com um esquema terapêutico

menos invasivo (KATO & MANABE, 2018). A fase de indução tem o objetivo de eliminar as
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células leucêmicas da medula óssea a ponto da doença entrar em remissão, caracterizada por

apresentar um percentual menor que 5 % de blastos ao final deste período, por avaliação

morfológica (KAPLAN, 2019). Sabe-se que pacientes que atingem esse objetivo entre o dia 7

e 14 da indução possuem melhores prognósticos do que os pacientes que atingem esse

objetivo tardiamente. Já os pacientes que não atingem a contagem de blastos >5% ao final da

indução possuem um alto risco de recaída (SETH & SING, 2015). O período de consolidação

ocorre para erradicar células leucêmicas residuais, utilizando combinações de agentes

citotóxicos, e é importante para evitar metástase no SNC (PUI et al, 2009). Para pacientes

com recaída precoce, nesse momento pode-se então realizar um tratamento de re-indução

(BUCHANAN et al, 1998). Uma vez que a remissão da doença é atingida, inicia-se o período

de manutenção, o qual é o menos intenso do tratamento e possui objetivo de impedir a

recorrência da doença (KAPLAN, 2019). As principais drogas utilizadas em cada fase do

tratamento estão descritas na figura 3.

Figura 3 - Esquema de tratamento para pacientes pediátricos com LLA

Fonte: Adaptado de KATO & MANABE, 2018.

Nos últimos anos, houve um aumento de aproximadamente 90 % nas taxas de

sobrevivência de crianças acometidas com LLA (PUI et al, 2008). Isto se explica tanto por

avanços na facilidade de acesso aos serviços de saúde que proporcionaram uma melhora nos

diagnósticos adiantados, quanto pelo desenvolvimento de novos tratamentos baseados em

alvos terapêuticos específicos (SOUSA et al, 2015). A medicina de precisão, a qual utiliza

medicamentos para inibir a progressão do câncer através do bloqueio do mecanismo de ação

de moléculas específicas (ELZAGALLAAI et al, 2020), visa não apenas diminuir o número

de óbitos de crianças e adolescentes com leucemias, mas também diminuir os efeitos que os

tratamentos convencionais, como a quimioterapia, podem acarretar ao longo prazo

(FORREST, 2018). Da mesma forma, a imunoterapia é uma abordagem terapêutica
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promissora para a melhora dos desfechos em LLA, principalmente para os casos de recaída

e/ou relapso (VROOMAN & SILVERMAN, 2016).

Entretanto, apesar de todos os avanços terapêuticos, a leucemia ainda é a principal

causa de morte entre os cânceres em crianças e adolescentes no Brasil e na América Latina

(TORRES-ROMAN et al, 2020). Um estudo recente demonstrou que as taxas de mortalidade

de crianças e adolescentes com leucemias linfóides agudas estão aumentadas no período entre

2006-2010 (SILVA et al, 2014) no Brasil. Dessa forma, estudos que elucidem os mecanismos

biológicos e a variabilidade genética por trás da doença são de extrema importância para a

diminuição dessas taxas. Além disso, estudos que investigam possíveis marcadores

biológicos e novos alvos terapêuticos também podem contribuir para a definição de um

melhor ou pior prognóstico ao diagnóstico, bem como para a escolha e a condução do

tratamento pela equipe médica.

Recentemente, em um estudo desenvolvido pelo grupo de pesquisa do Laboratório de

Câncer e Neurobiologia do Hospital de Clínicas de Porto Alegre em colaboração com o

Instituto do Câncer Infantil, foi demonstrado que níveis diminuídos da proteína BDNF,

avaliada em Medula Óssea e Sangue Periférico, ao diagnóstico estão associados ao pior

prognóstico e à doença ativa em leucemias infantis (PORTICH et al, 2016). Desfechos

similares foram identificados em neuroblastomas (THIELE et al, 2009) e tumores de Wilms

(EGGERT et al, 2001), porém os motivos que levam a esses resultados ainda são

desconhecidos.

1.4 Neurotrofinas

As neurotrofinas (NTs) são fatores de crescimento amplamente conhecidos por

atuarem no desenvolvimento, sobrevivência e plasticidade dos neurônios (HILLIS et. al,

2016). A família é formada por 4 proteínas: Fator de Crescimento Nervoso (Nerve Growth

Factor - NGF), Fator Neurotrófico Derivado do Cérebro (Brain Derived Neurotrophic Factor

- BDNF), Neurotrofina 3 (Neurotrophin-3 - NT-3) e Neurotrofina 4 (Neurotrophin-4 - NT-4).

Cada neurotrofina se liga a um receptor transmembrana específico, com alta afinidade.

Respectivamente, NGF se liga ao receptor de tropomiosina relacionado à quinase A

(tropomyosin receptor kinase A - TrkA), BDNF e NT-4 ao receptor de tropomiosina

relacionado à quinase B (tropomyosin receptor kinase B - TrkB) e NT-3 ao receptor de

tropomiosina relacionado à quinase C (tropomyosin receptor kinase C - TrkC). Ainda, as

neurotrofinas ligam-se com baixa afinidade ao pan receptor p75NTR. A ligação entre
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NT-receptor desencadeia uma cascata de sinalização que pode levar à proliferação celular ou a

apoptose, dependendo do contexto celular e do complexo NT-receptor ativado (COSTA et al,

2018).

As neurotrofinas são sintetizadas por moléculas precursoras maiores, com uma

sequência de propeptídeo adicionada à cadeia terminal N, chamadas pro-neurotrofinas

(pro-NTs). Essas proteínas são biologicamente ativas e ligam-se com alta afinidade ao

complexo formado pelo pan receptor p75NTR e o seu co-receptor sortilin, desencadeando

também uma via de sinalização induzindo a célula a apoptose. As pro-NTs, quando liberadas

na matriz extracelular, são proteoliticamente clivadas para neurotrofinas por enzimas da

família das plasminas ou por metaloproteases (MMPs) (LEE et al, 2001; GRAY&ELLIS,

2008). Intracelularmente, são clivadas por enzimas da família das furinas. Essa reação

proteolítica interfere crucialmente para expressão da proteína madura e consequentemente

para o desfecho celular, visto que quando as pro-NTs não estão clivadas em neurotrofinas o

efeito biológico é antagônico - a morte celular - ao da via tradicional - a proliferação celular.

Além disso, sabe-se que o desfecho celular também é influenciado pela expressão e

interações de NTs e seus receptores. A co-expressão de receptores TRKs e p75NTR modula a

especificidade de ligação de cada NT ao seu receptor específico, pela indução de mudanças

conformacionais nos domínios intra e extracelulares dos receptores (ESPOSITO et al, 2001).

Da mesma forma, os níveis das pro-NT também parecem ser modulados pela expressão de

p75NTR, encontrando-se aumentados quando este encontra-se superexpresso (KEFEE, 2016),

resultando em desfechos apoptóticos para as células (MASOUDI, 2009).

Um exemplo da via de sinalização de NTs é demonstrado na figura 4. Caso BDNF

ligue-se a TrkB, seu receptor de alta afinidade, desencadeia-se 3 cascatas de ativação

intracelular com PLCγ, PI3K e ERK, levando à fosforilação do fator de transcrição CREB, o

qual medeia a transcrição de genes essenciais para a sobrevivência e diferenciação celular. Por

outro lado, a ligação entre pro-BDNF - a pro-neurotrofina a precursora de BDNF - e o

receptor p75NTR pode desencadear duas rotas celulares, uma que leva à apoptose através da

proteína JNK e outra que leva à sobrevivência celular através da proteína NF-kB (Figura 4).
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Figura 4 - Vias de sinalização de BDNF

Fonte: CUNHA et al, 2010.

Historicamente, a primeira neurotrofina descrita foi o NGF pela cientista Rita

Levi-Montalcini em 1956, revolucionando o campo de estudos em neurologia e rendendo-a o

prêmio Nobel de Fisiologia e Medicina em 1986. A partir de então, as outras neurotrofinas

foram identificadas e suas funções, bem como seu mecanismo de ação acima descrito, foram

amplamente estudados. Atualmente, seu papel de formar uma rede de fatores de crescimento

que orquestram a geração e a manutenção de diversas populações neuronais é bem

estabelecido (ICHIN et al, 2012).

Ao passo que as referências sobre neurotrofinas se construíam sólidas para o sistema

nervoso central e periférico, também se estudava a expressão e secreção dessas proteínas em

outras células e tecidos. Dessa forma, se reconhece hoje o papel das neurotrofinas no

desenvolvimento cardíaco, na neovascularização e no balanceamento homeostático do sistema

imune (VEGA, 2003; REICHARDT, 2006). Para este último, sabe-se que linfócitos,

monócitos, neutrófilos e eosinófilos secretam neurotrofinas que atuam tanto de forma

autócrina quanto de forma parácrina para a diferenciação, proliferação, ativação e

sobrevivência dessas células (VEGA, 2003; SKAPER, 2018). Justamente por atuar dualmente

com funções de proliferação celular ou ativando mecanismos de apoptose, desbalanços nas

vias das neurotrofinas estão relacionados tanto com doenças neuropsiquiátricas como

Alzheimer e depressão (MITRE et al, 2016),  quanto diversos tipos de cânceres (SHI, 2014).

1.5 Neurotrofinas e cânceres
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A comunicação entre o sistema nervoso e o tumor, conhecido como nerve-cancer

crosstalk, é um tópico efervescente que vem sendo bastante estudado e apontado como

tendência para avanços investigacionais no cenário do câncer (WANG, 2021). Trabalhos

recentes evidenciam que a infiltração nervosa em tumores sólidos e a consequente liberação

de neurotransmissores e fatores de crescimento induzem a proliferação e crescimento das

células tumorais, bem como o avanço da doença para metástases (JOBLING et al, 2015;

BOILLY et al, 2017). Nesse sentido, a complexidade das vias de ativação a partir da ligação

NT-receptor está relacionada a uma diversidade de funções controladas pelas NTs e pro-NTs

em diferentes processos celulares, incluindo a tumorigênese (GRIFFIN et al, 2018).

O papel das neurotrofinas em cânceres difere entre tumores sólidos e hematológicos,

bem como depende diretamente de cada etiologia tumoral. Para tumores sólidos, em geral, as

NTs estão relacionadas com a proliferação e a diferenciação celular, observada em

neuroblastomas, câncer de mama, pulmão e próstata (SHI, 2014; VAISHNAVI, 2015;

DESMET & PEEPER, 2006), além de baixo prognóstico e risco aumentado de metástases

(CHOI et al, 2016; TANAKA et al, 2014). Em câncer colorretal, a expressão de BDNF e TrkB

foi associada com metástases peritoneais, linfonodais e hepáticas. Além disso, pacientes com

maior coexpressão de BDNF-TrkB tiveram um pior prognóstico da doença (TANAKA, 2014).

Resultados semelhantes foram encontrados para glioma, nos quais a alta expressão de

pro-BDNF, p75NTR e sortilin foram associados com a malignidade tumoral. Ainda, em câncer

pancreático, a via de sinalização ativada a partir da ligação de NGF-TrkA regula a

proliferação e a invasão das células tumorais pancreáticas (JIANG, 2020).

Entretanto, para doenças hematopoiéticas, o papel das neurotrofinas não é tão bem

definido como em tumores sólidos, apresentando resultados controversos. Primariamente,

NGF e BDNF estão relacionados com diferenciação, proliferação e sobrevivência de células

hematopoiéticas como linfócitos B e T, neutrófilos, monócitos e mastócitos (VEGA, 2003).

Em condições de estresse, a secreção de BDNF demonstrou-se aumentada e exerceu um efeito

anti-apoptótico em cultura celular de linfócitos B, enquanto que pro-BDNF diminuiu nas

mesmas condições (FAUCHAIS, 2008). Em sangue periférico (SP) de pacientes com mieloma

múltiplo, CHU et al (2013) encontraram níveis aumentados de BDNF quando comparados a

SP de indivíduos saudáveis, induzindo ao processo de angiogênese por aumento da migração

celular. Além disso, em linfomas de Burkitt sem a infecção pelo vírus de Epstein-Barr, a

ativação da via de sinalização PI3K pela ligação de NGF-TrkA medeia a inibição da apoptose

(HILLIS, 2016). Já em linfoma difuso de grandes células B, a exposição a rituximabe - um
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agente imunoterápico utilizado para o tratamento da doença - induz a secreção de NGF e

BDNF, sendo essa regulada por condições apoptóticas (BELANGER, 2011). Em leucemia

linfocítica crônica, Talbot (2009) verificou que BDNF é uma parte importante do secretoma

de células de leucemia linfocítica crônica, o que induz um efeito de pro-sobrevivência dessas

células.

Juntos, esses dados corroboram com os achados para tumores sólidos, os quais

apontam as neurotrofinas como proteínas que estimulam a tumorigênese e a proliferação

celular. Todavia, outros trabalhos reportam que baixos níveis de BDNF podem estar

associados com um pior prognóstico em leucemia linfocítica crônica e a uma resposta lenta ao

tratamento em mieloma múltiplo. Nesse sentido, também foi verificado que o NGF inibe a

proliferação de células leucêmicas por regulação negativa da proteína ciclina A1, essencial

para a progressão da doença (CHAN, 2009). Em um trabalho de revisão recente, Azoulay e

Horowitz (2021) abordam que os resultados que relacionam BDNF à proliferação celular em

sua maioria são realizados in vitro, e os poucos estudos com amostragem de pacientes

acometidos por doenças hematológicas, relacionam altos níveis de BDNF com um melhor

desfecho da doença. Ainda, é importante levar em consideração o microambiente tumoral, o

qual não é possível reproduzir in vitro.

Dessa forma, é possível afirmar que os níveis de neurotrofinas parecem ser

influenciados pela própria doença hematológica em si, sendo impossível uma generalização

de seu papel nesse grupo patológico. Com exceção do trabalho anterior do nosso grupo de

pesquisa, propulsor deste estudo, especificamente para leucemias infantis, ainda não há

literatura prévia que investigue o papel das NTs nessa doença.



22

2. JUSTIFICATIVA

A leucemia é a principal causa de morte entre patologias que acometem crianças e

adolescentes. Uma vez que essa doença se caracteriza justamente pela proliferação

desregulada de células precursoras dos linfócitos na medula óssea e no sangue, investigar vias

de sinalização que estejam intrinsecamente ligada a manutenção dessas células é essencial

para descobertas que geram tanto um melhor entendimento da doença, quanto que suportem

cientificamente avanços na terapêutica.

Utilizando como propulsor um estudo recente do grupo de pesquisa, o qual identificou

baixos níveis de BDNF ao diagnóstico em pacientes pediátricos com leucemias, o presente

estudo busca compreender melhor o papel das neurotrofinas no contexto do câncer

hematopoiético pediátrico, tendo em vista que alterações nessas vias podem levar a diferentes

desfechos da doença. Dessa forma, este trabalho tem como hipótese inicial que níveis de

BDNF, pro-BDNF e NGF em pacientes pediátricos com leucemias apresentarão alterações

quando comparados a níveis destas mesmas proteínas em crianças e adolescentes saudáveis.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Este trabalho tem como objetivo geral caracterizar o papel das neurotrofinas em

leucemia pediátrica a partir de uma amostragem populacional, investigando a relação dessas

proteínas com características clínicas da doença.

3.2 Objetivos específicos

- Mensurar os níveis de BDNF, NGF e pro-BDNF em amostras de medula óssea ou

sangue periférico de pacientes acometidos com leucemia linfoide aguda infantil por

teste imuno-enzimático (ELISA), em diferentes momentos da doença.

- Mensurar por ELISA os níveis de BDNF, NGF e pro-BDNF em amostras de sangue

periférico de indivíduos saudáveis por teste imuno-enzimático (ELISA).

- Analisar a expressão diferencial de neurotrofinas e seus receptores (BDNF, NGF,

TrkA, TrkB, p75NTR, sortilin) a partir de amostras de leucemia infantil disponíveis em

banco de dados públicos por ferramentas de bioinformática.

- Analisar a expressão diferencial de enzimas conversoras de pro-NTs a NTs (MMP2,

MMP3, MMP7, MMP9, furina e plasmina) a partir de amostras de leucemia infantil

disponíveis em banco de dados públicos por ferramentas de bioinformática.

- Analisar a resposta de células de pacientes acometidos com leucemia linfoide aguda

em meio de cultura ao tratamento com BDNF.

- Relacionar os níveis de neurotrofinas avaliados com características clínicas da doença:

risco, subtipo, recorrência, remissão e prognóstico.
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5. CONCLUSÕES E PERSPECTIVAS

Embora as neurotrofinas sejam amplamente conhecidas pela manutenção e

desenvolvimento de diversas células e tecidos, no contexto do câncer, seu papel se

confunde e se combina com outros fatores, como a etiologia e a agressividade da

doença. Torna-se necessário, então, avaliar essas proteínas de forma específica a cada

tipo de câncer. Para neoplasias hematopoiéticas, os resultados da literatura são

escassos, principalmente de estudos que avaliem a família em amostras biológicas de

pacientes. De forma inédita, este trabalho investigou o comportamento das

neurotrofinas em leucemia infantil, contribuindo para elucidar os mecanismos da sua

via de sinalização em um microambiente em desbalanço. A partir de três abordagens

diferentes - gênica, proteica e celular - desenhou-se um caminho para tentar entender

em qual ponto as neurotrofinas poderiam contribuir neste desequilíbrio, refletindo em

características clínicas como recaída e um pior prognóstico. Foi possível apontar

importantes diferenças quando comparados grupos de indivíduos saudáveis e

indivíduos acometidos com a doença. Mesmo sem força estatística devido ao pequeno

número de pacientes em cada momento avaliado, percebeu-se que as três neurotrofinas

(pro-BDNF, BDNF e NGF) estão diminuídas ao diagnóstico quando comparados com

momentos em que a doença está em remissão ou com os indivíduos saudáveis. Além

disso, também foi possível descartar uma disfunção na conversão entre

pro-neurotrofinas e neurotrofinas como causa da alteração em leucemias, já que

encontrou-se uma correlação positiva entre pro-BDNF e BDNF e os níveis de ambas

seguem o mesmo padrão durante os momentos da doença. Com os resultados de

expressão gênica, é possível inferir que a complexa relação entre neurotrofinas e seus

receptores varia entre os próprios subtipos de leucemia, e que as enzimas de conversão

de pro-neurotrofinas a neurotrofinas estão atuantes no contexto da doença.

Encorajamos mais trabalhos que possam contribuir para desvendar o mecanismo de

ação dessas proteínas em leucemias pediátricas para que assim seja viável explorar as

neurotrofinas como moléculas marcadoras e indicadoras de prognóstico.
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ANEXO A - CARTA DE APROVAÇÃO DE COMITÊ DE ÉTICA EM PESQUISA -
INSTITUTO DO CÂNCER INFANTIL / HOSPITAL DE CLÍNICAS DE PORTO ALEGRE
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ANEXO B - CARTA DE APROVAÇÃO DE COMITÊ DE ÉTICA - HOSPITAL DA
CRIANÇA CONCEIÇÃO/GRUPO HOSPITALAR CONCEIÇÃO
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ANEXO C - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA
RESPONSÁVEIS - HOSPITAL DE CLÍNICAS DE PORTO ALEGRE
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ANEXO D - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA
RESPONSÁVEIS - HOSPITAL DA CRIANÇA CONCEIÇÃO
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ANEXO E - TERMO DE ASSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO - HOSPITAL DE
CLÍNICAS DE PORTO ALEGRE
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ANEXO F - TERMO DE ASSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO - HOSPITAL DA
CRIANÇA CONCEIÇÃO


