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As leucemias agudas sdo as neoplasias mais freqiientes na infancia e apesar das altas
taxas de sobrevida, cerca de 30% dos pacientes apresentam recidivas e efeitos colaterais
tardios nao sdo incomuns. As neurotrofinas e seus receptores sdo fatores de crescimento
que regulam a sobrevivéncia, desenvolvimento e plasticidade neuronal, além de estarem
amplamente envolvidas no processo oncogénico. Muitos tumores pedidtricos como
neuroblastomas, meduloblastomas e glioblastomas expressam neurotrofinas e/ou seus
receptores, estimulando a proliferacdo e migragdo celular, contribuindo para o acumulo
de mutagdes em células previamente saudaveis para a formacdo de metastases, e
tornando as células tumorais resistentes a quimioterapia. Recentemente, nosso grupo
demonstrou que os niveis de neurotrofinas estdo significativamente reduzidos em
pacientes com leucemias agudas em comparagdo a pacientes saudaveis. Entretanto o
papel de neurotrofinas em leucemias pediatricas ainda ndo esta claro. Assim, o objetivo
desse estudo foi avaliar a expressdo de neurotrofinas e seus receptores ¢ a viabilidade e
proliferacdo celular apds o tratamento com agonistas e antagonistas de neurotrofinas em
amostras de medula 6ssea de leucemias agudas, durante o periodo de diagnostico e
indugdo (a primeira fase do tratamento quimioterapico).

As amostras de medula 6ssea foram obtidas de pacientes diagnosticados com leucemias
agudas no Servigo de Oncologia Pediatrica do Hospital de Clinicas de Porto Alegre
apos a assinatura de Termo de Consentimento Livre e Esclarecido. A extragao de RNA
foi realizada através do kit Purelink (K1560-01, Invitrogen, EUA), conforme descrito
pelo fabricante, seguido pela quantificagio do RNA e realizagdo da reagdo de
transcriptase reversa (RT-PCR). O RNA mensageiro (mRNA) foi amplificado usando
primers de B-actina, BDNF, TrkB, NGF e TrkA de acordo com o GenBank. As
condi¢gdes de RT-PCR foram otimizadas para cada primer para determinar o numero de
ciclos e a temperatura de amplificacao dos transcritos. A corrida de eletroforese foi feita
em gel de agarose 1% e a visualizacdo em luz ultravioleta. O tamanho dos fragmentos
foi confirmado por Low DNA Mass Ladder (Invitrogen) e a expressao relativa de cada
primer foi determinada por densitometria usando o software Image] 1.37 for

Windows®. Ainda, foi realizado o cultivo primario de linfécitos, seguido pelo



tratamento com BDNF (10ng/mL), NGF (10ng/mL), k252a (100nM), ANA-12 (10uM)
e GW-10 (10uM) por 72 horas. A avaliacdo de viabilidade e proliferacdo celular foi
realizada pela técnica de exclusdo por azul de Tripan.

Até o presente momento, nossos resultados demonstram que amostras de leucemias
agudas expressam neurotrofinas e seus receptores ¢ ha alteracdes na expressao apos o
tratamento quimioterapico. Além disso, o tratamento com K252a, um inibidor dos
receptores de neurotrofinas, reduziu significativamente a viabilidade e proliferagdo
celular nos momentos avaliados, sugerindo que neurotrofinas possam ter um papel
importante no desenvolvimento ¢ manutencdo de leucemias pediatricas emergindo

como um potencial alvo para o tratamento dessa neoplasia.
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