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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 ¢ a neoplasia pediatrica mais comum, sendo uma doenca heterogénea em
que seus subtipos diferem de acordo com caracteristicas celulares e moleculares, resposta a
terapia e risco de recorréncia, tracando assim diferentes desfechos. Estudos que investigam
mecanismos biologicos envolvidos com esta neoplasia e possiveis alvos moleculares sao de
extrema importancia para o melhor entendimento da doenga, prognoéstico e defini¢do de novos
tratamentos. Sabe-se que alteragdes nos niveis de neurotrofinas (NT), fatores de crescimento
envolvidos na sobrevivéncia neuronal e processos de plasticidade, estdo associados com o
desenvolvimento de canceres. Trabalhos recentes do nosso grupo de pesquisa demonstraram
que baixos niveis do Fator Neurotrofico Derivado do Cérebro (BDNF) em Medula Ossea
(MO) e Sangue Periférico (SP) estdo relacionados com o pior progndstico e doencga ativa em
pacientes pediatricos. Porém, os motivos que causam esse desfecho sdo desconhecidos. Este
trabalho, portanto, objetiva caracterizar o papel das NTs em leucemia linfoide aguda (LLA) a
partir de uma amostragem populacional, investigando a relagdo dessas proteinas com
caracteristicas clinicas da doenca. Para isto, amostras (MO e SP) de pacientes pediatricos
diagnosticados com LLA e atendidos nos servigos de Oncologia Pediatrica do Hospital de
Clinicas de Porto Alegre (HCPA/RS) e do Hospital da Crianga Concei¢do (GHC/RS) foram
coletadas entre 2011 e 2021. Os niveis de Nerve Growth Factor (NGF), BDNF e pro-BDNF
foram analisados por teste de ELISA. Além disso, a avaliacdo da expressdo génica de
componentes da via de sinalizagdo de NTs, como seus receptores e proteinas que clivam suas
moléculas precursoras (pro-neurotrofinas - pro-NT), foi realizada com ferramentas de
bioinformatica. Em relagdao a expressao génica, encontrou-se NGF e sortilin menos expressos
em amostras tumorais quando comparados com amostras de individuos saudaveis. BDNF e o
receptor de neurotrofina P75N™ foram encontrados superexpressos em amostras de LLA do
tipo T, quando comparadas com LLA do tipo B. As enzimas de conversdo de pro-NTs a NTs
foram encontradas superexpressas em amostras de pacientes pedidtricos com LLA. Quanto
aos niveis proteicos, observou-se uma tendéncia de niveis menores de NTs em amostras
coletadas no diagnostico de LLLA, quando comparadas com amostras de individuos saudaveis.
Uma correlagdo positiva entre BDNF e pro-BDNF foi encontrada. Dessa forma, ¢ possivel
afirmar que existe um desbalango das NTs no microambiente tumoral de LLA. Poucos dados
estdo disponiveis na literatura para comparagao e este trabalho contribui para o embasamento
cientifico no contexto de leucemias pediatricas.

Palavras chaves: neurotrofinas - leucemia pediatrica - 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 Concei¢do 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 P75™™ 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. INTRODUCAO
1.1 Cancer infantil

O cancer infantil representa de 0,5 % a 3 % de todos tumores na maioria das
populagdes, sendo as neoplasias pediatricas 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 cancer infantil no Brasil pelo Instituto Nacional do Cancer José Alencar
Gomes da Silva (INCA), sendo 4.310 para o sexo masculino ¢ 4.150 para o sexo feminino

(INCA, 2020).

O cancer infantil ¢ uma doencga invasiva e possui um crescimento mais acelerado que
os tumores que acometem os adultos. A doenga atinge preferencialmente células
indiferenciadas, principalmente dos tecidos sanguineo e de sustentagdo, e por esta razdo a
resposta ao tratamento oncologico ¢ melhor quando comparada aos canceres adultos, que
atingem preferencialmente células especializadas. Dessa forma, existem boas chances de cura
e um bom prognoéstico associado (BRASIL, 2006), sendo extremamente importante o seu
diagndstico precoce, pois assim se possibilita o tratamento da doenga em seus estigios
iniciais, além de menos tempo de exposicado das criangas e adolescentes aos agentes

quimio-radioterapicos (GRABOIS, 2011).

Ao contrario dos tumores adultos, os quais possuem causas multifatoriais bem
descritas, como fatores genéticos determinantes e exposi¢do continua a fatores de risco, as
causas do cancer infantil sdo pouco detalhadas na literatura. Entre as causas ja reportadas,
estdo as alteracdes no inicio do processo embriondrio para neuroblastomas, bem como
anomalias congénitas para tumores de Wilms e também condi¢cdes genéticas, tais como
sindrome de Down para leucemias e sindrome de Li-Fraumeni para osteossarcomas

(GRABOIS, 2011).

Apesar do bom prognoéstico, o cancer infantil € a primeira causa de morte por doengas
entre criangas ¢ adolescentes no Brasil. No ano de 2018 foram registradas 2.565 mortes no
Atlas de Mortalidade por Cancer do INCA. Desta forma, a fim de melhorar esses niimeros,
deve-se priorizar politicas publicas em satde para o diagnostico precoce da doenca, além da
conduc¢do de estudos que identifiquem seus mecanismos causais proporcionando melhorias no

entendimento cientifico e avancos na terapéutica.
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1.2 Leucemias pediatricas

As leucemias sdo caracterizadas pelo acimulo de leucdcitos mal formados na medula
Ossea e no sangue, o qual resulta na perda da capacidade funcional do tecido hematopoiético
(HOFFBRAND et al, 2006; SILVA-JUNIOR, 2019). Conforme a Classificacao Internacional
de Doengas para a Oncologia da Organizagao Mundial da Saude (OMS), a categorizagao das
leucemias ¢ descrita a partir de diferengas morfoldgicas, imunofenotipicas e citogenéticas

entre as linhagens leucocitarias (ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2013).

O estagio de maturacdo das células determina se a doenga sera classificada como
aguda ou cronica, uma vez que a primeira ¢ derivada da proliferagdo de células imaturas
progenitoras das células sanguineas na medula dssea, chamadas blastos, e a segunda ¢
derivada de células ja maduras (GRIMWADE, 2016). Das leucemias agudas, a leucemia
linfoide aguda (LLA) acomete as células precursoras dos linfécitos B ou T, enquanto que na
leucemia mieloide aguda (LMA) ocorre a proliferacdo clonal de precursores de mielocitos,
neutrdéfilos, monocitos eritrocitos e megacariocitos (SETH & SINGH, 2015; GRIMWADE,
2016) (figura 1).

Figura 1 - Formacgao das células sanguineas (hematopoiese)
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Fonte: Adaptado de Mateos et al, 2015.

Embora seja considerada uma doenca rara e esporadica, a leucemia em criangas e

J4

adolescentes ¢ o tipo de cancer infantil mais frequente. Os sintomas sdo decorrentes da

proliferagdo clonal de blastos leucémicos na medula 6ssea e incluem fadiga, palidez, dispneia
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aos esforgos, febre, dor de cabeca, tontura e quase sincope. Estes, ocorrem devido a diferentes
graus de anemia, trombocitopenia e neutropenia. Também ¢ possivel a infiltragdo da doenca
além da medula Ossea, com a apresentacao clinica de linfadenopatia, hepatomegalia,
esplenomegalia e lesdes renais (KAPLAN, 2019). Dessa forma, reconhecer os sintomas assim
que eles se mostram presentes ¢ essencial para a identificacdo por familiares e responsaveis

resultando no diagnoéstico precoce.

O diagndstico ¢ realizado através da correlagdo entre os sintomas clinicos e os
resultados laboratoriais como a contagem de blastos e de leucdcitos no sangue e medula
ossea. O aspirado de medula Ossea € necessario para o diagnostico final de leucemia, sendo
responsdvel por determinar seu subtipo através das técnicas de andlise morfoldgica e
citometria de fluxo (KAPLAN, 2019). Uma vez estabelecido o diagndstico, define-se também
a conduta terapé€utica a ser implementada, com base nas caracteristicas de cada subtipo da

doenca e de como ela se manifesta em cada paciente.
1.3 Leucemia Linfoide Aguda

A LLA ¢ a neoplasia mais comum na infancia, correspondendo a 40 % dos casos de
cancer nessa faixa etaria (SETH & SINGH, 2015). Seu pico de incidéncia ocorre entre 2 e 5
anos de idade, com uma leve prevaléncia em meninos, sendo quatro vezes mais frequente que
a LMA (PUI et al, 2008; SILVA, 2009; SOUSA et al, 2015). E uma doenga heterogénea na
qual os subtipos diferem de acordo com caracteristicas celulares e moleculares, resposta a

terapia e risco de recorréncia, tracando assim diferentes desfechos (SOUSA et al, 2015).

Aproximadamente 85 % dos diagndsticos de LLA possuem os precursores dos
linfocitos do tipo B acometidos, caracterizando o subtipo LLA do tipo B (LLA-B) (JASINSKI
et al, 2020). Estudos citogenéticos ja demonstraram que alteragdes no niumero cromossdémico
bem como translocagdes cromossdmicas nessas células estdo relacionadas a patogénese do
subtipo, possuindo implicacdes diretas no progndstico e contribuindo para determinar o risco
durante a estratificagdo (BHOJWANI, 2015). Por exemplo, pacientes que apresentam a
translocagdo t(12;21) [ETV6-RUNXI1] ou hiperdiploidismo (> 50 cromossomos) geralmente
possuem bons progndsticos € uma sobrevida global de mais de 90 %, quando comparados a
pacientes de mesma faixa etaria e com outras alteracdes 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 linfocitos T,
somada a outros subtipos raros, completa os diagnosticos de LLA em aproximadamente 15 %
(JASINSKI et al, 2020) dos casos. Historicamente, pacientes com estes subtipos apresentam
piores progndsticos do que os pacientes com LLA-B (RAETZ & TEACHEY, 2016), porém
esse desfecho vém sendo diferente nos Gltimos anos, representado por melhorias na sobrevida
dos pacientes como resposta aos tratamentos de intensificacdo com drogas especificas, como
dexametasona, asparaginase ¢ altas doses de metotrexato (BHOJWANI, 2015). Aliado a isto,
a utilizagdo dos dados de Doenga Residual Minima (DRM), a qual ¢ caracterizada como a
deteccdo de células leucémicas em menores propor¢des quando comparadas a avaliacdo
morfoldgica, pode indicar o prognostico nesse subtipo da doenga. Estudos demonstraram que
resultados de DRM negativos ao final do tratamento de indugdo sdo preditores de melhores
desfechos tanto em LLA-T quanto em LLA-B, enquanto que a apresentacio de DRM
negativo de forma tardia - apos o final do tratamento de indugdo - também ¢ um preditor de
sobrevida e bom desfecho em LLA-T. Da mesma forma, se a DRM for positiva nesse

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

Além das caracteristicas biologicas da doenca e da resposta ao tratamento avaliado
pela DRM, outros fatores sdo tradicionalmente levados em consideragdo para analise de
prognostico, estratificagdo de risco e definicdo de protocolo terapéutico em LLA, como a
idade ao diagnostico e a contagem de leucdcitos. Estudos clinicos demonstraram que criangas
com LLA diagnosticadas na faixa etdria de 1-9 anos, possuiam melhores desfechos de
sobrevida do que criancas diagnosticadas antes de completarem 1 ano de vida ou entdo em
uma idade mais avancada da infancia ou j& na adolescéncia (figura 2) (PUI et al, 2008; PUI et
al, 2001). Ademais, uma alta contagem de leucocitos (> 50.000 leucocitos por mm?) também
¢ um fator associado ao alto risco pelos critérios do National Cancer Institute (NCI-HR)
(KATO & MANABI, 2018) e a um pior desfecho clinico (PUI et al, 1998). Em LLA-T, a alta
contagem de leucdcitos foi associada a um maior risco de recaida em Sistema Nervoso
Central (SNC) (PUI, 2006). A utilizagdo desses dois critérios - idade e contagem leucocitaria -
para criacdo de um sistema de classificacdo de risco foi essencial para as comparagdes de
tratamentos de criancas com LLA. Atualmente, sabe-se que aproximadamente % das criangas
diagnosticadas na faixa de 1-9 anos e que possuem uma contagem de leucocitos menor que
50x10°/L sdo classificadas com um risco de recaida baixo ou intermediario (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 diagnéstico de LLA

09 -
0.8 —
O? -
[ 7]
B 06+
B
3 05-
=]
<]
o 04 4
03 — 1-9 anos (n=598)
— =15 anos (n=78)
02 — 10-15 anos (n=153)
— < 12 meses [n=18)
01
0 T T I T I I I 1
0 2 4 6 8 10 12 14 16

Anos desde o diagnodstico

Fonte: Adaptado de PUI et al, 2008.

Todas essas caracteristicas sao fundamentais para a conduta terapéutica escolhida para
cada paciente. A escolha do tratamento baseado na estratificagdo de risco € uma importante
estratégia terapéutica utilizada para criancas com LLA. Essa abordagem permite que criangas
que sdo classificadas como de baixo risco, utilizem terapias menos invasivas € menos toxicas,
enquanto que criancas consideradas de alto risco € com um pior progndstico, sejam
submetidas a um tratamento mais intensivo € que aumente suas chances de cura (NATIONAL

CANCER INSTITUTE, 2021).

Para o sucesso do tratamento, o controle da doenca em medula 6ssea ou demais
tecidos afetados ¢ necessario, bem como a prevencdo da extensdo da doenca em
sitios-santuarios, locais os quais sao de dificil acesso terapéutico, como o SNC e testiculos
(SETH & SING, 2015). Atualmente, ha diversos protocolos de tratamento disponiveis,
desenvolvidos através de estudos clinicos colaborativos promovidos por organizagdes
internacionais de apoio a pesquisa e combate as leucemias infantis (PUL ef al, 2019; KATO &

MANABE, 2018).

O tratamento para LLA tipicamente consiste nas seguintes fases: inducdo, seguida de
consolidagdo e manutencdo do tratamento por 1 a 2,5 anos com um esquema terapéutico

menos invasivo (KATO & MANABE, 2018). A fase de indugdo tem o objetivo de eliminar as
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células leucémicas da medula ¢ssea a ponto da doenca entrar em remissdo, caracterizada por
apresentar um percentual menor que 5 % de blastos ao final deste periodo, por avaliagao
morfologica (KAPLAN, 2019). Sabe-se que pacientes que atingem esse objetivo entre o dia 7
e 14 da inducdo possuem melhores prognosticos do que os pacientes que atingem esse
objetivo tardiamente. J4 os pacientes que ndo atingem a contagem de blastos >5% ao final da
inducdo possuem um alto risco de recaida (SETH & SING, 2015). O periodo de consolidacao
ocorre para erradicar células leucémicas residuais, utilizando combinac¢des de agentes
citotoxicos, e ¢ importante para evitar metastase no SNC (PUI et al, 2009). Para pacientes
com recaida precoce, nesse momento pode-se entdo realizar um tratamento de re-inducdo
(BUCHANAN et al, 1998). Uma vez que a remissao da doenca ¢ atingida, inicia-se o periodo
de manutengdo, o qual ¢ o menos intenso do tratamento e possui objetivo de impedir a
recorréncia da doenca (KAPLAN, 2019). As principais drogas utilizadas em cada fase do

tratamento estdo descritas na figura 3.

Figura 3 - Esquema de tratamento para pacientes pediatricos com LLA

INDUCAO INTENSIFICACAO RE-INDUCAO MANUTENCAO \W
E?ter?id_es Ermerca_ptopur'lna Metrotexato Esteroides 6-mercaptopurina 6-mercaptopurina
Vincristina Citarabina Outros agentes || vincristina Citarabina Metrotexato
Asparaginase Ciclofosfamida Asparaginase Ciclofosfamida
Antraciclinas Antraciclinas ~

Fonte: Adaptado de KATO & MANABE, 2018.

Nos ultimos anos, houve um aumento de aproximadamente 90 % nas taxas de
sobrevivéncia de criangas acometidas com LLA (PUI et al, 2008). Isto se explica tanto por
avancos na facilidade de acesso aos servicos de saude que proporcionaram uma melhora nos
diagnosticos adiantados, quanto pelo desenvolvimento de novos tratamentos baseados em
alvos terapéuticos especificos (SOUSA et al, 2015). A medicina de precisdo, a qual utiliza
medicamentos para inibir a progressao do cancer através do bloqueio do mecanismo de agao
de moléculas especificas (ELZAGALLAALI et al, 2020), visa ndo apenas diminuir o nlimero
de obitos de criancas 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 ¢ uma abordagem terapéutica
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promissora para a melhora dos desfechos em LLA, principalmente para os casos de recaida

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

Entretanto, apesar de todos os avangos terapéuticos, a leucemia ainda ¢ a principal
causa de morte entre os canceres em criangas € adolescentes no Brasil e na América Latina
(TORRES-ROMAN et al, 2020). Um estudo recente demonstrou que as taxas de mortalidade
de criangas e adolescentes com leucemias linfoides agudas estdo aumentadas no periodo entre
2006-2010 (SILVA et al, 2014) no Brasil. Dessa forma, estudos que elucidem os mecanismos
biologicos e a variabilidade genética por trds da doenca sdo de extrema importancia para a
diminui¢do dessas taxas. Além disso, estudos que investigam possiveis marcadores
biologicos e novos alvos terapéuticos também podem contribuir para a definicdo de um
melhor ou pior prognostico ao diagndstico, bem como para a escolha e a conducdo do

tratamento pela equipe médica.

Recentemente, em um estudo desenvolvido pelo grupo de pesquisa do Laboratorio de
Cancer e Neurobiologia do Hospital de Clinicas de Porto Alegre em colaboracdo com o
Instituto do Cancer Infantil, foi demonstrado que niveis diminuidos da proteina BDNF,
avaliada em Medula Ossea e Sangue Periférico, ao diagnostico estdo associados ao pior
prognéstico e a doenga 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 sdo

desconhecidos.
1.4 Neurotrofinas

As neurotrofinas (NTs) sdo fatores de crescimento amplamente conhecidos por
atuarem no desenvolvimento, sobrevivéncia e plasticidade dos neurdénios (HILLIS et. al,
2016). A familia ¢ formada por 4 proteinas: Fator de Crescimento Nervoso (Nerve Growth
Factor - NGF), Fator Neurotréfico 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 especifico, com alta afinidade.
Respectivamente, NGF se liga ao receptor de tropomiosina relacionado a quinase A
(tropomyosin receptor kinase A - TrkA), BDNF e NT-4 ao receptor de tropomiosina
relacionado a quinase B (tropomyosin receptor kinase B - TrkB) e NT-3 ao receptor de
tropomiosina relacionado a quinase C (tropomyosin receptor kinase C - TrkC). Ainda, as

neurotrofinas ligam-se com baixa afinidade ao pan receptor p75N™®. A ligag¢do entre
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NT-receptor desencadeia uma cascata de sinalizagdo que pode levar a proliferacdo celular ou a
apoptose, dependendo do contexto celular e do complexo NT-receptor ativado (COSTA et al,
2018).

As neurotrofinas sdao sintetizadas por moléculas precursoras maiores, com uma
sequéncia de propeptideo adicionada a cadeia terminal N, chamadas pro-neurotrofinas
(pro-NTs). Essas proteinas sdo biologicamente ativas e ligam-se com alta afinidade ao
complexo formado pelo pan receptor p75N™ e o seu co-receptor sortilin, desencadeando
também uma via de sinalizagao induzindo a célula a apoptose. As pro-NTs, quando liberadas
na matriz extracelular, sdo proteoliticamente clivadas para neurotrofinas por enzimas da
familia das plasminas ou por metaloproteases (MMPs) (LEE et al, 2001; GRAY&ELLIS,
2008). Intracelularmente, sdo clivadas por enzimas da familia das furinas. Essa reacao
proteolitica interfere crucialmente para expressao da proteina madura € consequentemente
para o desfecho celular, visto que quando as pro-NTs ndo estdo clivadas em neurotrofinas o
efeito bioldgico ¢ antagdnico - a morte celular - ao da via tradicional - a proliferagdo celular.

Além disso, sabe-se que o desfecho celular também ¢ influenciado pela expressao e

SNTR modula a

interacdes de NTs e seus receptores. A co-expressao de receptores TRKs e p7
especificidade de ligacdo de cada NT ao seu receptor especifico, pela inducdo de mudancas
conformacionais nos dominios intra e extracelulares dos receptores (ESPOSITO et al, 2001).
Da mesma forma, os niveis das pro-NT também parecem ser modulados pela expressao de

5NTR " encontrando-se aumentados quando este encontra-se superexpresso (KEFEE, 2016),

p7
resultando em desfechos apoptoticos para as células (MASOUDI, 2009).

Um exemplo da via de sinaliza¢do de NTs ¢ demonstrado na figura 4. Caso BDNF
ligue-se a TrkB, seu receptor de alta afinidade, desencadeia-se 3 cascatas de ativagdo
intracelular com PLCy, PI3K e ERK, levando a fosforilagao do fator de transcricdo CREB, o
qual medeia a transcri¢ao de genes essenciais para a sobrevivéncia e diferenciagao celular. Por
outro lado, a ligacdo entre pro-BDNF - a pro-neurotrofina a precursora de BDNF - ¢ o

5NTR

receptor p7 pode desencadear duas rotas celulares, uma que leva a apoptose através da

proteina JNK e outra que leva a sobrevivéncia celular através da proteina NF-kB (Figura 4).
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Figura 4 - Vias de sinalizacio de BDNF
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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
prémio Nobel de Fisiologia e Medicina em 1986. A partir de entdo, as outras neurotrofinas
foram identificadas e suas fungdes, bem como seu mecanismo de acao acima descrito, foram
amplamente estudados. Atualmente, seu papel de formar uma rede de fatores de crescimento
que orquestram a geracdo e a manutencdo de diversas populagdes neuronais ¢ bem

estabelecido (ICHIN et al, 2012).

Ao passo que as referéncias sobre neurotrofinas se construiam solidas para o sistema
nervoso central e periférico, também se estudava a expressao e secre¢ao dessas proteinas em
outras células e tecidos. Dessa forma, se reconhece hoje o papel das neurotrofinas no
desenvolvimento cardiaco, na neovascularizacao ¢ no balanceamento homeostatico do sistema
imune (VEGA, 2003; REICHARDT, 2006). Para este ultimo, sabe-se que linfbcitos,
mondcitos, neutréfilos e eosindfilos secretam neurotrofinas que atuam tanto de forma
autoécrina quanto de forma paracrina para a diferenciagdo, proliferagdo, ativagao e
sobrevivéncia dessas células (VEGA, 2003; SKAPER, 2018). Justamente por atuar dualmente
com fungdes de proliferacao celular ou ativando mecanismos de apoptose, desbalangos nas
vias das neurotrofinas estdo relacionados tanto com doengas neuropsiquiatricas como

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

1.5 Neurotrofinas e canceres
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A comunicacdo entre o sistema nervoso € o tumor, conhecido como nerve-cancer
crosstalk, ¢ um topico efervescente que vem sendo bastante estudado e apontado como
tendéncia para avangos investigacionais no cenario do cancer (WANG, 2021). Trabalhos
recentes evidenciam que a infiltragdo nervosa em tumores solidos e a consequente liberagao
de neurotransmissores e fatores de crescimento induzem a proliferacdo e crescimento das
células tumorais, bem como o avango da doencga para metastases (JOBLING et al, 2015;
BOILLY et al, 2017). Nesse sentido, a complexidade das vias de ativacao a partir da ligagao
NT-receptor esta relacionada a uma diversidade de funcdes controladas pelas NTs e pro-NTs

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

O papel das neurotrofinas em céanceres difere entre tumores solidos e hematologicos,
bem como depende diretamente de cada etiologia tumoral. Para tumores s6lidos, em geral, as
NTs estdo relacionadas com a proliferagdo e a diferenciacdo celular, observada em
neuroblastomas, cancer de mama, pulmdo e préstata (SHI, 2014; VAISHNAVI, 2015;
DESMET & PEEPER, 2006), além de baixo progndstico e risco aumentado de metéstases
(CHOI et al, 2016; TANAKA et al, 2014). Em cancer colorretal, a expressdo de BDNF e TrkB
foi associada com metdstases peritoneais, linfonodais e hepaticas. Além disso, pacientes com
maior coexpressao de BDNF-TrkB tiveram um pior progndstico da doenca (TANAKA, 2014).
Resultados semelhantes foram encontrados para glioma, nos quais a alta expressdo de
pro-BDNF, p75N™® ¢ sortilin foram associados com a malignidade tumoral. Ainda, em cancer
pancreatico, a via de sinalizacdo ativada a partir da ligacdo de NGF-TrkA regula a

proliferagdo e a invasao das células tumorais pancreaticas (JIANG, 2020).

Entretanto, para doengas hematopoiéticas, o papel das neurotrofinas nao ¢ tdo bem
definido como em tumores solidos, apresentando resultados controversos. Primariamente,
NGF e BDNF estdo relacionados com diferenciacdo, proliferacdo e sobrevivéncia de células
hematopoiéticas como linfocitos B e T, neutrofilos, monocitos e mastocitos (VEGA, 2003).
Em condigdes de estresse, a secregdo de BDNF demonstrou-se aumentada e exerceu um efeito
anti-apoptotico em cultura celular de linfocitos B, enquanto que pro-BDNF diminuiu nas
mesmas condi¢des (FAUCHALIS, 2008). Em sangue periférico (SP) de pacientes com mieloma
multiplo, CHU et al (2013) encontraram niveis aumentados de BDNF quando comparados a
SP de individuos saudéveis, induzindo ao processo de angiogénese por aumento da migragao
celular. Além disso, em linfomas de Burkitt sem a infeccdo pelo virus de Epstein-Barr, a
ativacdo da via de sinalizagdo PI3K pela ligacdo de NGF-TrkA medeia a inibi¢do da apoptose

(HILLIS, 2016). Ja em linfoma difuso de grandes células B, a exposi¢do a rituximabe - um
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agente imunoterapico utilizado para o tratamento da doenga - induz a secrecao de NGF e
BDNF, sendo essa regulada por condigdes apoptodticas (BELANGER, 2011). Em leucemia
linfocitica cronica, Talbot (2009) verificou que BDNF ¢ uma parte importante do secretoma
de células de leucemia linfocitica cronica, o que induz um efeito de pro-sobrevivéncia dessas

células.

Juntos, esses dados corroboram com os achados para tumores sdlidos, os quais
apontam as neurotrofinas como proteinas que estimulam a tumorigénese e a proliferagao
celular. Todavia, outros trabalhos reportam que baixos niveis de BDNF podem estar
associados com um pior prognostico em leucemia linfocitica cronica e a uma resposta lenta ao
tratamento em mieloma multiplo. Nesse sentido, também foi verificado que o NGF inibe a
proliferacdo de células leucémicas por regulacdo negativa da proteina ciclina Al, essencial
para a progressao da doenga (CHAN, 2009). Em um trabalho de revisdo recente, Azoulay e
Horowitz (2021) abordam que os resultados que relacionam BDNF a proliferagao celular em
sua maioria sdo realizados in vitro, e 0os poucos estudos com amostragem de pacientes
acometidos por doencas hematoldgicas, relacionam altos niveis de BDNF com um melhor
desfecho da doenga. Ainda, ¢ importante levar em consideragdo o microambiente tumoral, o

qual nao ¢ possivel reproduzir in vitro.

Dessa forma, ¢ possivel afirmar que os niveis de neurotrofinas parecem ser
influenciados pela propria doenga hematologica em si, sendo impossivel uma generalizacao
de seu papel nesse grupo patoldgico. Com excecdo do trabalho anterior do nosso grupo de
pesquisa, propulsor deste estudo, especificamente para leucemias infantis, ainda ndo ha

literatura prévia que investigue o papel das NTs nessa doenca.
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2. JUSTIFICATIVA

A leucemia ¢ a principal causa de morte entre patologias que acometem criangas e
adolescentes. Uma vez que essa doenca se caracteriza justamente pela proliferagdo
desregulada de células precursoras dos linfocitos na medula dssea e no sangue, investigar vias
de sinalizagdo que estejam intrinsecamente ligada a manutengao dessas células ¢ essencial
para descobertas que geram tanto um melhor entendimento da doenga, quanto que suportem

cientificamente avangos na terapéutica.

Utilizando como propulsor um estudo recente do grupo de pesquisa, o qual identificou
baixos niveis de BDNF ao diagnostico em pacientes pedidtricos com leucemias, o presente
estudo busca compreender melhor o papel das neurotrofinas no contexto do cancer
hematopoiético pediatrico, tendo em vista que alteragdes nessas vias podem levar a diferentes
desfechos da doenca. Dessa forma, este trabalho tem como hipdtese inicial que niveis de
BDNF, pro-BDNF e NGF em pacientes pediatricos com leucemias apresentardo alteragdes

quando comparados a niveis destas mesmas proteinas em criangas e adolescentes saudaveis.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Este trabalho tem como objetivo geral caracterizar o papel das neurotrofinas em
leucemia pediatrica a partir de uma amostragem populacional, investigando a relagdo dessas

proteinas com caracteristicas clinicas da doenca.
3.2 Objetivos especificos

- Mensurar os niveis de BDNF, NGF e pro-BDNF em amostras de medula 6ssea ou
sangue periférico de pacientes acometidos com leucemia linfoide aguda infantil por
teste imuno-enzimatico (ELISA), em diferentes momentos da doenga.

- Mensurar por ELISA os niveis de BDNF, NGF e pro-BDNF em amostras de sangue
periférico de individuos saudéveis por teste imuno-enzimatico (ELISA).

- Analisar a expressdo diferencial de neurotrofinas e seus receptores (BDNF, NGEF,
TrkA, TrkB, p75™™, sortilin) a partir de amostras de leucemia infantil disponiveis em
banco de dados publicos por ferramentas de bioinformatica.

- Analisar a expressao diferencial de enzimas conversoras de pro-NTs a NTs (MMP2,
MMP3, MMP7, MMP9, furina e plasmina) a partir de amostras de leucemia infantil
disponiveis em banco de dados publicos por ferramentas de bioinformatica.

- Analisar a resposta de células de pacientes acometidos com leucemia linfoide aguda
em meio de cultura ao tratamento com BDNF.

- Relacionar os niveis de neurotrofinas avaliados com caracteristicas clinicas da doenca:

risco, subtipo, recorréncia, remissao e prognostico.
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5. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Embora as neurotrofinas sejam amplamente conhecidas pela manutencdo e
desenvolvimento de diversas células e tecidos, no contexto do cancer, seu papel se
confunde e se combina com outros fatores, como a etiologia e a agressividade da
doenca. Torna-se necessario, entdo, avaliar essas proteinas de forma especifica a cada
tipo de cancer. Para neoplasias hematopoiéticas, os resultados da literatura sdo
escassos, principalmente de estudos que avaliem a familia em amostras biologicas de
pacientes. De forma inédita, este trabalho investigou o comportamento das
neurotrofinas em leucemia infantil, contribuindo para elucidar os mecanismos da sua
via de sinalizagdo em um microambiente em desbalanco. A partir de trés abordagens
diferentes - génica, proteica e celular - desenhou-se um caminho para tentar entender
em qual ponto as neurotrofinas poderiam contribuir neste desequilibrio, refletindo em
caracteristicas clinicas como recaida e um pior prognostico. Foi possivel apontar
importantes diferengas quando comparados grupos de individuos saudaveis e
individuos acometidos com a doenca. Mesmo sem forca estatistica devido ao pequeno
numero de pacientes em cada momento avaliado, percebeu-se que as trés neurotrofinas
(pro-BDNF, BDNF e NGF) estdo diminuidas ao diagnostico quando comparados com
momentos em que a doenga esta em remissdao ou com os individuos saudaveis. Além
disso, também foi possivel descartar uma disfuncdo na conversdo entre
pro-neurotrofinas e neurotrofinas como causa da alteragdo em leucemias, ja que
encontrou-se uma correlacao positiva entre pro-BDNF e BDNF e os niveis de ambas
seguem o mesmo padrao durante os momentos da doenca. Com os resultados de
expressdo génica, ¢ possivel inferir que a complexa rela¢do entre neurotrofinas e seus
receptores varia entre os proprios subtipos de leucemia, e que as enzimas de conversdo
de pro-neurotrofinas a neurotrofinas estdo atuantes no contexto da doenca.
Encorajamos mais trabalhos que possam contribuir para desvendar o mecanismo de
acdo dessas proteinas em leucemias pediatricas para que assim seja vidvel explorar as

neurotrofinas como moléculas marcadoras e indicadoras de prognostico.
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Apresentacao do Projeto:

O cancer infantil representa de 0,5% a 3% de todos tumores na maioria das populacdes, sendo a leucemia a
neoplasia mais comum na infancia. A leucemia caracteriza-se pelo acimulo de leucécitos mal formados na
medula éssea e no sangue, o qual resulta na perda da capacidade funcional do tecido hematopoiético e
oportuniza o estabelecimento de infecges e outras enfermidades. Além disso, é uma doenca heterogénea
em que seus subtipos diferem de acordo com caracteristicas celulares e moleculares, resposta a terapia e
risco de recorréncia, tragando assim diferentes desfechos. Estudos que investiguem mecanismos biolégicos
envolvidos com esta neoplasia e possiveis alvos moleculares sdo de extrema importancia para o melhor
entendimento da doenca, prognostico e definigdo de novos tratamentos. Sabe-se que alteragtes nos niveis
de neurotrofinas, uma familia de proteinas conhecidas pela plasticidade neural, estdo associados com o
desenvolvimento de patologias, como doengas mentais e canceres. Trabalhos recentes do nosso grupo de
pesquisa demonstraram que baixos niveis do Fator Neurotréfico Derivado do Cérebro (BDNF) estéo
relacionados com o pior prognéstico e doenca ativa em pacientes pediatricos. Porém, os motivos que
causam esse desfecho ainda sdo desconhecidos. Este trabalho, portanto, objetiva investigar a via de

sinalizagdo entre BDNF e seus receptores (TrkB e p75NTR), ao avaliar tanto os
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niveis das proteinas quanto a atividade enzimatica envolvida neste processo. Propde-se, também, elucidar o
papel da proteina precursora do BDNF, proBDNF na cascata de ativagao celular gerada quando esta se
encontra ativa. Por fim, espera-se relacionar os resultados das analises biolégicas com as caracteristicas
clinicas dos pacientes, como os fatores de risco (idade e contagem de leucocitos ao diagndstico) e a
resposta ao tratamento. Desta forma, este trabalho contribuira para o aumento do embasamento cientifico
no quadro das leucemias pediatricas, bem como para o melhor entendimento dos prognoésticos e estagios

da doenga.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario:

Este trabalho tem como objetivo principal investigar os niveis de proBNDF-p75NTR e BNDF-TrkB em
pacientes pediatricos com leucemias e em sujeitos saudaveis, avaliando as vias de sinalizagao envolvidas
neste processo.

Objetivo Secundario:

- Verificar os niveis plasmaticos das proteinas proBDNF, BDNF, TrkB e p75NTR através da técnica de
Western Blott, em amostras de sangue e/ou medula 6ssea de sujeitos saudaveis e pacientes pediatricos.
- Analisar a expressdo génica das proteinas BDNF, trkB e p75NTR a partir da quantificagcdo de seus
respectivos RNAm.

- Avaliar a atividade enzimatica das enzimas envolvidas na clivagem de proBDNF em BDNF (furinas,
plasminas e metaloproteases) pelas técnicas de imunofluorescéncia (ELISA e Western Blott).

- Realizar a caracterizagado clinica dos pacientes através dos dados disponiveis em prontuarios médicos das
instituicées envolvidas, com informacdes referentes ao diagnédstico, subtipe da doenga, estagio, tratamento,
resposta ao tratamento e desfecho clinico.

- Relacionar os niveis de BDNF e das demais proteinas avaliadas com os dados do diagnoéstico, estagios

pré tratamento, durante e pés tratamento e desfecho clinicos dos pacientes.

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:
Riscos: Ndo sdo conhecidos riscos pela participacdo na pesquisa, entretanto possiveis riscos ou
desconfortos relacionados ao procedimento de coleta podem ocorrer. O participante da pesquisa pode sentir

algum desconforto durante a coleta de sangue periférico como mal-estar passageiro
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ou mancha roxa no local da coleta. Durante a coleta de medula 6ssea podem ocorrer complicagdes
relacionadas a anestesia e a coleta propriamente dita, como dor local, que é facilmente controlada com
analgésicos comuns. A participagdo na pesquisa ndo agrega riscos a estes procedimentos que ja sao
realizados na rotina dos procedimentos do tratamento ou de doagio. Caso ocorra alguma intercorréncia ou

dano, resultante da pesquisa, o participante recebera todo o atendimento necessario.

Beneficios: A participagdo na pesquisa ndo trara beneficios diretos aos participantes, porém, contribuira
para o aumento do conhecimento sobre o assunto estudado, e, podera nos ajudar a entender melhor esta
doenga e beneficiar futuros pacientes.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

Trata-se de emenda 1 com a seguinte justificativa:

A unica alteracdo realizada na Emenda 1 do supracitado projeto foi no campo de ndmero de CNPJ da
Instituicdo Colaboradora (Hospital Nossa Senhora da Conceigdo). Esclarece-se

que o CNPJ anteriormente cadastrado nao estava vinculado ao Comité de Etica em Pesquisa do Hospital

Nossa Senhora da Conceigdo, ndo migrando automaticamente o projeto para aprovagdo nesta Instituicao.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:

Apresentados.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes:

Nao apresenta pendéncias.

Consideragbes Finais a critério do CEP:

Emenda 1 aprovada.

Parecer liberado Ad-Referendum anterior a data prevista de relatoria, visando agilizar a sua tramitacéo.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacdo
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Apresentagao do Projeto:

Pendéncia:"Com os dados de identificag&o na ficha clinica consegue-se reconhecer o paciente da unidade,
que deve ser protegido, assim, na ficha clinica, deve-se identificar o paciente por numero ( cédigo) ao invés
de nome ou iniciais."

Resposta: " O campo que identificava o paciente com suas iniciais foi retirado e substituido pelo cédigo do

paciente, que sera numerado de forma corrida conforme o fluxo de coletas em cada instituigdo.”

Objetivo da Pesquisa:
Resposta a pendéncia para ajuste no sigilo da identificagao do paciente.

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:
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Bairro: CRISTO REDENTOR CEP: 91.350-200
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Continuagédo do Parecer: 3.933.982

Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:
Recomendagodes:

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacgoes:
pendéncia respondida

Consideragoes Finais a critério do CEP:

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

oo >

mo

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacao
Informagdes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 17/03/2020 Aceito
do Projeto ROJETO 1509055 .pdf 19:34:.05
Projeto Detalhado / |projeto_v5.pdf 17/03/2020 |Caroline Brunetto de | Aceito
Brochura 19:33:28 |Farias
Investigador
Outros Resposta_Diligencia_ GHC.pdf 17/03/2020 |Caroline Brunetto de | Aceito
19:33:18 |[Farias

Outros termodeanuencia_v2.pdf 20/02/2020 |Caroline Brunetto de | Aceito
23:42:06 | Farias

Outros Emenda_01_20190695.pdf 01/02/2020 | Caroline Brunetto de | Aceito
10:04:11 Farias

Outros resposta_pendencia.docx 24/12/2019 |Caroline Brunetto de | Aceito
09:46:00 [Farias

Outros termo_relatorio_parcial.pdf 24/12/2019 | Caroline Brunetto de | Aceito
09:42:27 |Farias

Outros anuencia_.pdf 24/12/2019 | Caroline Brunetto de | Aceito
09:41:53 | Farias

Outros relacao_integrantes_pesquisa.pdf 24/12/2019 | Caroline Brunetto de | Aceito
09:41:17 | Farias

Outros curriculo_daniela_roth.pdf 24/12/2019 |Caroline Brunetto de | Aceito
09:37:15 | Farias

Outros curriculo_karine_andrade.pdf 24/12/2019 | Caroline Brunetto de | Aceito
09:37:02 | Farias

Outros curriculo_rafael_santos.pdf 24/12/2019 | Caroline Brunetto de | Aceito
09:32:31 Farias

Qutros curriculo_Rafael_roesler.pdf 24/12/2019 |Caroline Brunetto de | Aceito
09:32:20 | Farias

Outros curriculo_mariane_jaeger.pdf 24/12/2019 | Caroline Brunetto de | Aceito
09:32:09 |Farias

Outros curriculo_livia_fratini.pdf 24/12/2019 | Caroline Brunetto Aceito
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Outros curriculo_livia_fratini.pdf 09:31:56 |de Farias Aceito

Outros curriculo_lauro_gregianin.pdf 24/12/2019 | Caroline Brunetto de | Aceito
09:30:23 | Farias

Outros curriculo_jiseh_loss.pdf 24/12/2019 | Caroline Brunetto de | Aceito
09:30:02 | Farias

Outros curriculo_caroline_brunetto.pdf 24/12/2019 | Caroline Brunetto de | Aceito
09:29:46 | Farias

Outros curriculo_bruna_almeida.pdf 24/12/2019 | Caroline Brunetto de | Aceito
09:28:56 | Farias

TCLE / Termos de |TCLE_responsaveis_GHC_v1.docx 24/12/2019 | Caroline Brunetto de | Aceito

Assentimento / 09:27:39 |Farias

Justificativa de

Auséncia

TCLE / Termos de  [TCLE_maiores_GHC_v1.docx 24/12/2019 | Caroline Brunetto de | Aceito

Assentimento / 09:27:22 |Farias

Justificativa de

Auséncia

TCLE / Termos de [TALE_GHC_v1.docx 24/12/2019 | Caroline Brunetto de | Aceito

Assentimento / 09:27:08 |Farias

Justificativa de

Auséncia

Projeto Detalhado / |projeto_submissao_v4.docx 24/12/2019 | Caroline Brunetto de | Aceito

Brochura 09:25:22 |Farias

Investigador

Projeto Detalhado / |projeto_submissao_v4.pdf 24/12/2019 | Caroline Brunetto de | Aceito

Brochura 09:25:08 |Farias

Investigador

Projeto Detalhado / |projeto_submissao_v4_alteracoes_destal] 24/12/2019 | Caroline Brunetto de | Aceito

Brochura cadas.pdf 09:24:53 |Farias

Investigador

Qutros pendencias_CEP.pdf 05/11/2019 |Caroline Brunetto de | Aceito
08:53:20 | Farias

Outros delegacao_funcoes.pdf 05/11/2019 | Caroline Brunetto de | Aceito
08:52:36 | Farias

TCLE / Termos de  |tcle_responsaveis_v3.pdf 05/11/2019 | Caroline Brunetto de | Aceito

Assentimento / 08:50:56 |Farias

Justificativa de

Auséncia

TCLE / Termos de  [tcle_doadores_v3.pdf 05/11/2019 | Caroline Brunetto de | Aceito

Assentimento / 08:50:41 Farias

Justificativa de

Auséncia

TCLE / Termos de [tale_menores_v2.pdf 05/11/2019 |Caroline Brunetto de | Aceito

Assentimento / 08:50:27 |Farias

Justificativa de

Auséncia
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Situacao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagao da CONEP:

Nao

PORTO ALEGRE, 25 de Margo de 2020
Assinado por:
Daniel Demétrio Faustino da Silva
(Coordenador(a))
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ANEXO C - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA
RESPONSAVEIS - HOSPITAL DE CLINICAS DE PORTO ALEGRE

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO - responsaveis

Titulo do Projeto: Entendendo a via de sinalizagdo do Fator Neurotréfico
Derivado do Cérebro (BDNF) em leucemias pediatricas

A crianca ou adolescente pela qual vocé é responsavel estd sendo
convidada a participar de uma pesquisa cujo objetivo € investigar proteinas que
podem estar envolvidas com o desenvolvimento de leucemias. Esta pesquisa
esta sendo realizada pelo Instituto do Céancer Infantii com participacéo dos
Servicos de Oncologia Pediatrica do Hospital de Clinicas de Porto Alegre e do
Hospital da Crianca Conceigao.

Se vocé permitir a participacao da crianga ou do adolescente pelo qual é
responsavel nesta pesquisa, apenas durante procedimentos que ja fazem parte
da rotina clinica do mesmo, iremos solicitar que o médico atendente colete 4
mL adicionais de sangue periférico ou medula 6ssea que serao enviados para
o laboratério do estudo. Além disso, iremos acompanhar a evolugao do
paciente através da consulta de dados no prontuario.

N&o sdo conhecidos riscos pela participacdo do paciente na pesquisa,
entretanto possiveis riscos ou desconfortos relacionados ao procedimento de
coleta podem ocorrer. O participante da pesquisa pelo qual vocé é responsavel
pode sentir algum desconforto durante a coleta de sangue periférico como
mal-estar passageiro ou mancha roxa no local da coleta. Durante a coleta de
medula éssea podem ocorrer complicacdes relacionadas a anestesia e a coleta
propriamente dita, como dor local, que é facilmente controlada com analgésicos
comuns. E importante que vocé saiba que a participagdo na pesquisa n&o
agrega riscos a estes procedimentos que ja sdo realizados na rotina
assistencial e fazem parte do tratamento da crianca ou adolescente pelo qual
vocé é responsavel. Caso ocorra alguma intercorréncia ou dano, resultante da
pesquisa, o paciente recebera todo o atendimento necessario.

A participacdo na pesquisa ndo trarda beneficios diretos aos

participantes, porém, contribuird para o aumento do conhecimento sobre o

Rubrica do responsével Rubrica do pesquisador Pégina 1 de 3
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO - responsaveis

assunto estudado, e, poderd nos ajudar a entender melhor a doenca e
beneficiar futuros pacientes.

A participagdo na pesquisa é totalmente voluntaria, ou seja, ndo €
obrigatéria. Caso vocé decida ndo autorizar a participacdo da crianga ou
adolescente pelo qual é responsavel, ou ainda, desistir da autorizagdo e
retira-la, ndo havera nenhum prejuizo ac atendimento que o paciente pelo qual
vocé é responsavel recebe ou possa vir a receber na instituicao.

Nao estd previsto nenhum tipo de pagamento pela participacdo da
crianga ou adolescente pelo qual vocé é responsavel na pesquisa e também
nao havera nenhum custo com respeito aos procedimentos envolvidos.

Caso ocorra alguma intercorréncia ou dano, resultante da participacao
do paciente na pesquisa, ele recebera todo o atendimento necessario, sem
nenhum custo pessoal.

Os dados coletados durante a pesquisa serdo sempre tratados
confidencialmente. Os resultados serdo apresentados de forma conjunta, sem
a identificacdo dos participantes, ou seja, 0 nomes do paciente pelo qual vocé é
responsavel ndo aparecera na publicacio dos resultados.

Caso vocé tenha duvidas, podera entrar em contato com o pesquisador
responsavel, Dra Caroline Brunetto de Farias, pelo telefone 51 3359.7616 ou
com o Comité de Etica em Pesquisa do Hospital de Clinicas de Porto Alegre
(HCPA), pelo telefone (51) 33597640, ou no 2° andar do HCPA, sala 2227, de

segunda a sexta, das 8h as 17h.

Esse Termo é assinado em duas vias, sendo uma para o responsavel

legal do participante e outra para os pesquisadores.

Rubrica do responsavel Rubrica do pesquisador Pagina 2 de 3
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO - responsaveis

Nome do responsavel do participante da pesquisa

Assinatura

Nome do pesquisador que aplicou o Termo

Assinatura

Local e Data:

Rubrica do responsavel Rubrica do pesquisador

CEP Hospital de Clinicas de Porto Alegre (MR 05/11/2015)

Pagina 3 de 3

46



47

ANEXO D - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA
RESPONSAVEIS - HOSPITAL DA CRIANCA CONCEICAO

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA RESPONSAVEIS

Titulo do projeto de pesquisa: Entendendo a via de sinalizagdo do Fator Neurotréfico Derivado do
Cérebro (BDNF) em leucemias pediatricas

Pesquisador responsavel: Dra. Caroline Brunetto de Farias

Telefone de contato: (51) 3359-7616

Nome do participante do estudo:

Idade: anos

Enderego:

Nome do representante legal:

Grau de parentesco com o participante da pesquisa:

Enderego:

Vocé, na condigdo de pai/mae ou representante legal, esta sendo convidado a participar de
uma pesquisa de cunho académico do Programa de Poés Graduagdo em Farmacologia e Terapéutica
da Universidade Federal do Rio Grande do Sul intitulada: “Entendendo a via de sinalizagéo do Fator
Neurotréfico Derivado do Cérebro (BDNF) em leucemias pediatricas”, que tem como objetivo principal
investigar proteinas que podem estar envolvidas com o desenvolvimento de leucemias. O tema
escolhido se justifica pela importancia de estudar os mecanismos biolégicos dessa doenga a fim de
proporcionar conhecimento cientifico para avangos nos tratamentos. O trabalho esta sendo realizado
pela bidloga Karine Pereira de Andrade e sob a supervisdo e orientagdo da Dra. Caroline Brunetto de
Farias.

Para alcancar os objetivos do estudo, apenas durante procedimentos que ja fazem parte da
rotina clinica da crianca/adolescente a qual vocé é responsavel, iremos solicitar que o médico dela
colete 4 mL adicionais de sangue periférico ou medula éssea que serdo enviados para o laboratorio
do estudo. Além disso, iremos acompanhar a evolugdo do paciente através da consulta de dados no
prontuario.

Nao sdo conhecidos riscos pela participagdo na pesquisa, entretanto possiveis riscos ou
desconfortos relacionados ao procedimento de coleta podem ocorrer. O participante da pesquisa pode
sentir algum desconforto durante a coleta de sangue periférico como mal-estar passageiro ou mancha
roxa no local da coleta. Durante a coleta de medula éssea podem ocorrer complicagdes relacionadas
a anestesia e a coleta propriamente dita, como dor local, que é faciimente controlada com analgésicos
comuns. E importante vocé saber que a participagdo na pesquisa ndo agrega riscos a estes

procedimentos que ja sdo realizados na rotina assistencial e fazem parte do tratamento. Caso ocorra



alguma intercorréncia ou dano, resultante da pesquisa, o participante recebera todo o atendimento
necessario.

Os dados coletados durante a pesquisa serdo sempre tratados confidencialmente. Os
resultados serdo apresentados de forma conjunta, sem a identificacdo dos participantes, ou seja, o
nomes dos paciente ndo aparecerdo na publicagdo dos resultados.

Os dados obtidos serdo utilizados somente para este estudo, sendo os mesmos armazenados
pela pesquisadora principal durante 5 (cinco) anos e apos totalmente destruidos (conforme preconiza
a Resolugao 466/12).

As mesmas informagbes que estdo sendo fornecidas a vocé serdo repassadas a
criangal/adolescente a qual vocé é responsavel, e a pesquisa somente sera realizada se a mesma
concordar em participar e vocé consentir a sua participacao.

A participacdo na pesquisa é totalmente voluntaria, ou seja, ndo é obrigatéria. Caso vocé
decida ndo autorizar a participagdo, ou ainda, desistir de da autorizagéo e retirar o consentimento, ndo
havera nenhum prejuizo ao atendimento que o paciente recebe ou possa vir a receber na instituigéo

Eu , (pai/mae ou representante legal) da

criancga/adolescente/familiar acima descrita, recebi as informagdes sobre os objetivos e a importancia
desta pesquisa de forma clara e autorizo a participacdo da mesma(o) na pesquisa. Declaro que
também fui informado:
e Da garantia de receber resposta a qualquer pergunta ou esclarecimento acerca dos assuntos
relacionados a esta pesquisa;
e De que a participacdo da crianga/adolescente/familiar é voluntaria e terei a liberdade de retirar
0 meu consentimento, a qualquer momento, sem que isto traga prejuizo para a minha vida
pessoal e nem para o atendimento prestado a crianga/adolescente na instituicdo.
e Da garantia que nao serei identificado quando da divulgagdo dos resultados e que as
informacgdes serdo utilizadas somente para fins cientificos do presente projeto de pesquisa.
e Sobre o projeto de pesquisa e a forma como sera conduzido e que em caso de duvida ou
novas perguntas poderei entrar em contato com a pesquisadora Dra Caroline Brunetto de
Farias, telefone 3359-7616, e-mail: carolbfarias@gmail.com e endereco: Laboratério de
Cancer e Neurobiologia - 1° andar do Centro de Pesquisa Experimental - Hospital de Clinicas
de Porto Alegre (Avenida Ramiro Barcelos 2350 - Santa Cecilia, Porto Alegre - RS90035-007
2350 - Santa Cecilia, Porto Alegre - RS, 90035-007) de segunda a sexta-feira, das 9h as 17h.
e Também que, se houver duvidas quanto a questdes éticas, poderei entrar em contato com
Daniela Montano Wilhelms, Coordenadora-geral do Comité de Etica em Pesquisa do GHC pelo
telefone 3357-2805, enderego Av. Francisco Trein 326, Centro de Educagdo Tecnoldgica e
Pesquisa em Salde — CETPS (ESCOLA TECNICA GHC), 1° andar, das 08h as 12h e das
14h:30min as 15:30h.
Declaro que recebi uma via deste Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, ficando outra
via com a pesquisadora.
Porto Alegre, ___, de de 20__.
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Assinatura do responsavel legal:

Nome:

Assinatura da pesquisadora:

Nome da pesquisadora: Karine Pereira de Andrade
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ANEXO E - TERMO DE ASSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO - HOSPITAL DE
CLINICAS DE PORTO ALEGRE

Termo de assentimento do menor

O termo de assentimento ndo elimina a necessidade de fazer o termo de consentimento
livre e esclarecido que deve ser assinado pelo responsavel ou representante legal do

menor.

Vocé esta sendo convidado para participar da pesquisa Entendendo a via de
sinalizagao do Fator Neurotrdéfico Derivado do Cérebro (BDNF) em leucemias pediatricas.
Seus pais ou responsaveis permitiram que vocé participe. Nosso objetivo é entender melhor o
desenvolvimento de leucemias infantis e isso ajudara no futuro no tratamento de outros pacientes.

As criangas que irdo participar dessa pesquisa tém de zero a 18 anos de idade. Vocé ndo
precisa participar da pesquisa se ndo quiser, € um direito seu e ndo tera nenhum problema se
desistir de participar.

Para a pesquisa iremos pedir sua autorizagdo para que possamos coletar uma pequena
quantidade de sangue e/ou medula éssea quando seu médico solicitar algum exame que seja
necessario para o seu acompanhamento. Ndo sera preciso nenhum procedimento adicional ao
que vocé ja realizara durante o seu tratamento ou acompanhamento.

Ninguém sabera que vocé esta participando da pesquisa, ndo falaremos a outras
pessoas, nem daremos a estranhos as informagdes que vocé nos der. Os resultados da pesquisa
serdo publicados, mas sem identificar as criangas que participaram.

Caso vocé tenha qualquer divida pode procurar a pesquisadora responsavel por este
estudo, Dra. Caroline Brunetto de Farias pelos telefones: (51) 3359.7616 ou (51) 3331.8704 ou

email: carolbfarias@gmail.com

Eu aceito participar da pesquisa Entendendo a via de sinalizagdo do Fator
Neurotréfico Derivado do Cérebro (BDNF) em leucemias pediatricas. Entendi que posso
dizer “sim” e participar, mas que, a qualquer momento, posso dizer “ndo” e desistir sem nenhum
problema. Os pesquisadores tiraram minhas duvidas e conversaram com 0s meus responsaveis.

Recebi uma copia deste termo de assentimento e li e concordo em participar da pesquisa.

Porto Alegre, de de

Nome do(a) menor Nome do(a) pesquisador(a)

Assinatura do(a) menor Assinatura do(a) pesquisador(a)



ANEXO F - TERMO DE ASSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO - HOSPITAL DA
CRIANCA CONCEICAO

TERMO DE ASSENTIMENTO

Vocé esta sendo convidado para participar da pesquisa Entendendo a via de sinalizagédo do
Fator Neurotréfico Derivado do Cérebro (BDNF) em leucemias pediatricas. Seus pais ou
responsaveis permitiram que vocé participe. Nosso objetivo é entender melhor o desenvolvimento de
leucemias infantis e isso ajudara no futuro no tratamento de outros pacientes.

As criancas que irdo participar dessa pesquisa tém de zero a 18 anos de idade. Vocé nao
precisa participar da pesquisa se ndo quiser, & um direito seu e ndo tera nenhum problema se desistir
de participar.

Para a pesquisa iremos pedir sua autorizagdo para que possamos coletar uma pequena
qguantidade de sangue e/ou medula ossea e/ou tecido do tumor quando seu médico solicitar algum
exame gue seja necessario para o seu acompanhamento. Ndo sera preciso nenhum procedimento
adicional ao que voceé ja realizara durante o seu tratamento ou acompanhamento.

Ninguém sabera que vocé esta participando da pesquisa, ndo falaremos a outras pessoas,
nem daremos a estranhos as informacdes que vocé nos der. Os resultados da pesquisa serdo
publicados, mas sem identificar as criangas que participaram.

Caso vocé tenha qualquer duvida pode procurar a pesquisadora responsavel por este estudo,

Dra. Caroline Brunetto de Farias pelos telefones: (51) 3359.7616 ou email: carolbfarias@gmail.com.

Eu , recebi as informagdes sobre os objetivos

e aimportancia desta pesquisa de forma clara e concordo em participar da pesquisa.

Assinatura da/o crianga/adolescente:

Nome:

Assinatura da pesquisadora:

Nome da pesquisadora: Karine Pereira de Andrade



