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1 REVISAO DA LITERATURA

Este tdpico apresenta o conhecimento tedrico utilizado como referéncia para os assuntos

e estudos apresentados neste trabalho.

1.1 CANCER

Cancer € 0 nome dado a um conjunto de doencas relacionadas que tem em comum o
crescimento desordenado de células, que invadem outros tecidos e érgdos. Normalmente as
células crescem, se multiplicam para formar novas células e quando estiverem muito
danificadas entram em processo de apoptose para outras céelulas novas ocuparem seu lugar.
Entretanto quando o cancer se desenvolve este processo ordenado ndo acontece e as células
passam a se dividirem rapidamente, estas células tendem a ser muito agressivas e
incontrolaveis, determinando a formagdo de massas celulares ou de tumores malignos, que
podem espalhar-se para outras regides do corpo levando a formacéo de metastases (GLUNDE,
2011).

Existem indmeros tipos de neoplasias que podem levar a formacéo de tumores solidos
ou de tumores ndo solidos como as leucemias. A primeira estratificacdo dos tipos de tumores
leva em consideracao sua origem, isto €, a célula que levou a formacao do tumor. Dessa forma
os tumores sdo classificados em categorias: carcinomas, adenocarcinomas, sarcomas,
leucemias, linfomas, mieloma mdltiplo, melanoma, tumores de sistema nervoso central (SNC),

tumores de células germinativas e tumores neuroendocrinos.

Além dessa divisao, os tumores podem ser divididos quanto sua capacidade de invasao
tecidual em tumores benignos e malignos. Tumores benignos ndo tem capacidade de invadir e
se espalhar para outros tecidos, podem ser de tamanho variavel e quando sdo removidos em
uma cirurgia geralmente ndo voltam a crescer. Por outro lado, tumores malignos sdo capazes
de invadir e se espalhar para tecidos préximos ou podem migrar para tecidos mais distantes
através da corrente sanguinea ou do tecido linfatico e formar novos tumores, processo chamado
de metéstases. (ROGERS, 2007).

Células neoplasicas diferem das células normais em muitos aspectos que lhes permitem
crescer fora de controle e se tornarem invasoras. Uma diferenca importante € que essas células

s&o menos especializadas do que as células normais o que implica em perda de funcéo. Outra
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caracteristica € que células cancerosas podem criar um microambiente com vasos sanguineos
de onde elas obtém sua nutricdo e oxigenagdo, necessaria para sua sobrevivéncia (TIZIANI,
2013).

Hoje sabe-se que o cancer é considerado uma doenca genética, uma vez que ela é
causada por alteracbes em genes que controlam especialmente o crescimento, a divisao celular
e 0s processos de apoptose. Alteracdes genéticas que causam cancer podem ser herdadas, como
também podem ocorrer durante a vida de uma pessoa a partir do resultado de erros que ocorrem
quando as células se dividem ou por causa de danos ao DNA causados por certas exposicdes
ambientais, tais como substancias quimicas proveniente do tabagismo e raios UV, por exemplo.
As alteragdes genéticas que podem contribuir para a formagdo do cancer tendem a afetar trés
tipos principais de gene: proto-oncogenes, genes supressores tumorais e genes de reparacao do
DNA (VOGELSTEIN, 2013).

Oncogenes s@o genes cuja atividade normal promove proliferagédo celular. Mutagoes de
ganho de funcdo em celulas tumorais criam formas que sdo excessivas ou impropriamente
ativas. Um Unico alelo mutante pode afetar o comportamento de uma célula. As versdes ndo

mutadas sdo chamadas de proto-oncogenes (SANA, 2015).

Por outro lado, genes supressores tumorais sdo genes cujos produtos agem para limitar
a proliferacdo celular normal. Versdes mutantes em celulas cancerigenas perdem sua fungéo.
Alguns produtos destes genes previnem a progressao do ciclo celular inapropriado, outros agem
induzindo células defeituosas a apoptose e outros mantem o genoma estavel e a taxa de mutagédo
baixa garantindo a replicacdo precisa, o reparo e a segregacdo do DNA das células. Ambos o0s
alelos de um gene supressor tumoral precisam ser inativados para alterar 0 comportamento de
uma célula (HUA, 2015).

O cancer tem um grande impacto tanto na sociedade brasileira, quanto na mundial, uma
vez que ganha relevancia pelo perfil epidemioldgico que essa doenca vem apresentando, e, com
IS0, é necessario 0 conhecimento sobre a situacdo dessa doenca para gque assim possa permitir
estabelecer prioridades e alocar recursos de forma direcionada para a modificacdo positiva
desse cenario mundial (INCA, [2015]).

Em 2015 nos Estados Unidos da América é estimado em 1.658.300 o nimero de novos
casos de cancer diagnosticados, bem como, aproximadamente 589.430 pessoas virdo a 6bito
pela doenca. A incidéncia de cancer é de 454,8 por 100.000 homens e mulheres por ano (com
base em 2008-2012). O numero de mortes por cancer € 171,2 por 100.000 homens e mulheres

por ano (com base em 2008-2012). A mortalidade por cancer € maior entre homens do que em
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mulheres (207,9 por 100.000 homens e 145,4 por 100.000 mulheres), além de ser maior em
homens afro-americanos (261.5 por 100.000), (Com base em 2008-2012) - (NCI, 2015).

O namero de pessoas vivendo além de um diagnostico de cancer atingiu cerca de 14,5
milhdes em 2014 e deverd aumentar para quase 19 milhdes em 2024. Cerca de 39,6 por cento
dos homens e mulheres serdo diagnosticadas com cancer em algum momento durante suas vidas
(com base em dados 2010-2012) - (NCI, 2015).

Em 2014, um nimero estimado de 15.780 criancas e adolescentes (idades entre 0 e 19
anos) foram diagnosticadas com céancer e 1.960 morreram da doenca. Despesas para 0
tratamento do cancer nos Estados Unidos totalizaram quase US $125 bilhdes em 2010 e pode
chegar a US $156 billhdes em 2020 (NCI, 2015).

No Brasil, o perfil demografico vem sofrendo mudangas, consequéncias de inimeros
fatores como o processo de urbanizacéo populacional, industrializacéo e dos avan¢os da ciéncia
e da tecnologia. Essas novas caracteristicas se unem aos novos estilos de vida intenso que a
sociedade se torna obrigada a se expor o que pode ser considerado como fatores de risco da
sociedade urbana. A populacdo brasileira envelheceu e trocou a ocorréncia de doencas
infectocontagiosas por doencas cronico-degenerativas. De forma que atualmente é o0 novo

centro de atencao dos problemas de satde da populagéo brasileira (INCA, [2015]).

No Brasil, a estimativa do ano de 2014, que sera valida também para 0 ano de 2015,
aponta para a ocorréncia de aproximadamente 576 mil casos novos de cancer, incluindo os
casos de pele ndo melanoma, reforcando a magnitude do problema do céncer no pais. O cancer
de pele do tipo ndo melanoma (182 mil casos novos) sera 0 mais incidente na populacéo
brasileira, seguido pelos tumores de prostata (69 mil), mama feminina (57 mil), c6lon e reto (33
mil), pulmao (27 mil), estdmago (20 mil) e colo do Gtero (15 mil). Sem considerar os casos de
cancer de pele ndo melanoma, estimam-se 395 mil casos novos de cancer, 204 mil para 0 sexo
masculino e 190 mil para sexo feminino. Em homens, os tipos mais incidentes serdo 0s canceres
de préstata, pulméao, cdlon e reto, estbmago e cavidade oral; e, nas mulheres, 0os de mama, c6lon
e reto, colo do Gtero, pulméo e glandula tireoide. E incontestavel que o cancer é hoje, no Brasil,
um problema de satde publica (INCA, [2015]).



Tabela 1: Incidéncia de alguns tipos de neoplasias distribuidas pelos estados.
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Tabela 2: Estimativas para o ano de 2014 da incidéncia por 100 mil habitantes e do

ndmero de casos novos de cancer, segundo sexo e localizagdo primaria*.

Estimativa dos Casos Novos
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Figura 1: Taxas brutas de incidéncia estimadas para 2014 por sexo, segundo Estado e

capital*.
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Fonte: INCA, [2015].

1.2 TUMORES PEDIATRICOS

Atualmente, a ocorréncia de cancer em criancas e em adolescentes é rara, cerca de 0,5
a 3% de todas neoplasias da populacdo em geral, embora a incidéncia geral em cancer infantil,
incluindo LLA tem aumentado gradualmente desde 1975 (SMITH, 2014). Apresenta
caracteristicas histopatoldgicas e bioldgicas diferentes das neoplasias malignas que acometem
adultos. Os tumores infantis crescem rapidamente e sdo mais invasivos do que as neoplasias
adultas, entretanto tendem a responder melhor aos tratamentos e sdo considerados de bom
prognostico (HOWLADER, 2013).

Por isso, o cancer infanto-juvenil deve ser estudado separadamente daqueles que
acometem os adultos, principalmente no que diz respeito ao comportamento clinico. Desse
modo, as classificacdes utilizadas para os tumores pediatricos sao diferentes daquelas utilizadas
para os tumores nos adultos, sendo a morfologia a principal caracteristica observada.
(D’ONOFRIO, 2014).
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Existe uma variacdo na proporcdo dos varios tipos de céancer infanto-juvenil nas
populagbes. Em alguns paises em desenvolvimento, onde a populacgao de criancas chega a 50%,
a proporcao do céancer infantil representa de 3% a 10% do total de neoplasias. J& nos paises
desenvolvidos, essa proporcao diminui, chegando a cerca de 1% (MURPHY, 2013).

A mortalidade também possui padrdes diferentes. Enquanto nos paises desenvolvidos o
6bito por neoplasia é considerado a segunda causa de morte na infancia, correspondendo a cerca
de 4% a 5% (criancas de 1 a 14 anos), em paises em desenvolvimento, essa proporcao é bem
menor, cerca de 1%, porque as mortes por doencas infecciosas sdo as principais causas de 6bito
(INCA, [2014]).

O tratamento dos pacientes infanto-juvenis deve ser realizado em centros médicos, 0s
quais devem disponibilizar de um suporte material tecnolégico e também de uma equipe
multidisciplinar ~ especializada no tratamento onco-pediatrico. Essa caracteristica
multidisciplinar é importante pela incorporacdo de abordagens especificas implementadas por
cada profissional da area de salde tais como medicos oncologistas pediatricos, fisioterapeutas,
psicologos, enfermeiros, biomeédicos, bidlogos, farmacéuticos, entre outros profissionais que
auxiliam ndo somente o paciente como também sua familia. Essa forma de acompanhamento
assegura que o paciente receba o melhor tratamento disponivel visando sua recuperagédo e
melhora da qualidade de vida (CORRIGAN, 2004; SMITH, 2014).

No Brasil, em 2011, ocorreram 2.812 Obitos por cancer em criancgas e adolescentes (de
0 a 19 anos), ocupando a segunda posicdo (7%) de oObitos de nessa faixa etaria em 2011,
perdendo somente para 0bitos por causas externas, configurando-se como a doencga que mais
mata (INCA, [2014]).

O tipo de cancer pediatrico mais comum na maioria das populac@es é a leucemia (cerca
de 25% a 35%). Os Linfomas, em paises em desenvolvimento, sdo o segundo tipo mais comum.
(INCA,2014). Os tumores de sistema nervoso ocorrem principalmente em criangas menores de
15 anos, com um pico na idade de 10 anos. Estima-se que cerca de 8% a 15% das neoplasias
pediatricas sejam representadas por esse grupo, sendo o tumor solido mais frequente em
pacientes pediatricos (SMITH, 2014). Grandes avancos tém sido alcangados na sobrevivéncia
de criancas e adolescentes com cancer. Entre 1975 e 2010 a mortalidade decorrente do cancer
infantil diminuiu por mais de 50% (SMITH, 2014; HOWLADER, 2013). As taxas de
sobrevivéncia variam de acordo com o diagnostico do cancer e frequentemente por
caracteristicas demograficas, como idade, sexo e raga, assim como caracteristicas do proprio
tumor, como localizacdo e extensdo da doenga, morfologia e alteracdes genéticas (ROBISON,
2011).
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Para LLA ataxa de sobrevivéncia de 5 anos aumentou nesse mesmo tempo de 60% para
aproximadamente 90% para criangas com menos de 15 anos e de 28% para mais de 75% para
adolescentes entre 15 e 19 anos de idade (SMITH, 2014; HUNGER, 2012).
Apesar dos tratamentos atuais terem alta efetividade existe a possibilidade do desenvolvimento
de resisténcia a quimioterapia, além dos efeitos colaterais tardios consequentes da terapia que
causam déficit de crescimento, distirbios relacionados & insuficiéncia cardiaca e danos neuro-
cognitivos (CORRIGAN, 2004). Tendo em vista isto, é necessario o desenvolvimento de novas
terapias com acdo mais especifica sobre alvos moleculares que levem a um aumento da taxa de
cura e reducéo dos efeitos colaterais (HOWLADER, 2013).

Devido ao grande potencial das doengas malignas infanto-juvenis, elas requerem um
longo acompanhamento, pois os efeitos tardios e consequentes da terapia anti-neoplasica

podem persistir por muitos anos depois do final do tratamento (GAYNON, 2010).

1.3 LEUCEMIAS

A leucemia corresponde a um conjunto de neoplasias malignas que afetam os leucocitos
(glébulos brancos) sendo sua origem, na maioria dos casos, desconhecida, tendo como principal
caracteristica o acimulo de células neoplasicas imaturas na medula 6ssea e no sangue. A doenca
é hoje reconhecida por ser muito heterogénea (ILYAS, 2015), que consiste em varios fendtipos
clinicos. As leucemias podem ser do tipo crénico, caracterizada pelo aumento excessivo no
namero de células maduras anormais da série branca do sangue, levando meses ou até anos para
progredir, ou agudo que, em geral, caracteriza-se por um aumento rapido no namero de células
imaturas, o que faz com que a medula 6ssea seja incapaz de reproduzir células sanguineas
saudaveis. A outra subdivisdo refere-se a sua célula de origem, que pode ser do tipo mieloide
ou linfoide (HOFFBRAND e MOSS, 2013). As originarias dos linfoblastos resultam em uma
doenca denominada leucemia linfoide, enquanto as originarias das células granulociticas e
monociticas sdo denominadas leucemias mieloides (HOFFBRAND e MOSS, 2013).

Para o entendimento da origem desta neoplasia é necessario o conhecimento da
formacdo normal do sangue. A medula 6ssea é um tecido esponjoso que preenche as cavidades
dentro dos 0ssos. Todas as células sanguineas sdo produzidas na medula dssea. O processo pelo
qual as células sanguineas sdo formadas é chamado de hematopoiese. As células-tronco
encontradas na medula Gssea sdo responsaveis pela diferenciacdo em globulos vermelhos -

responsaveis pelo transporte de oxigénio pelo corpo, plaquetas — responsaveis pela formagéo
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de codgulos sanguineos e globulos brancos — fortes atuantes no combate as infecgdes (NCI,
2013). A figura 2 mostra as duas vias de diferenciacdo das células tronco: a via de células
mieloides e a via de células linfoides. A via mieloide conduz os glébulos vermelhos, plaquetas
e granuldcitos, enquanto a via linfoide conduz os diferentes tipos de globulos brancos do

sangue.

Figura 2: Desenvolvimento de células sanguineas a partir de uma célula-tronco.
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Fonte: Adaptado de NCI, 2013.

As ceélulas neoplasicas dividem-se rapidamente e crescem de forma desordenada,
espalhando-se atraves da medula, corrente sanguinea e demais sistemas e tecidos, processo
denominado de metastase. Diferentemente de células sanguineas normais, as células leucémicas
ndo morrem quando danificadas ou velhas e passam a comprometer 0s pacientes tornando mais

dificil a oxigenacéo, o combate as infeccGes e o controle das hemorragias (INCA, [2015]).

1.3.1 Incidéncia das Leucemias

Segundo levantamentos do INCA no Brasil, no ano de 2014, estimou-se 5050 casos
novos de leucemia em homens e 4320 em mulheres. Esses valores correspondem a um risco
estimado de 5,20 novos casos para cada 100 mil homens e 4,24 para cada 100 mil mulheres. Os
estados com maior incidéncia de leucemias é Sdo Paulo, seguido por Minas Gerais e Rio Grande

do Sul (Tabela 1), sendo a décima neoplasia mais frequente em homens e a oitava em mulheres.
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As figuras 3 e 4 mostram, de forma ilustrada, a distribui¢éo de casos de leucemias no

Brasil em homens e mulheres, respectivamente.

Figura 3: Incidéncia de Leucemia em homens, com base em 100 mil habitantes.

| 357-447

2,25-356

Fonte: INCA, [2015].

Figura 4: Incidéncia de Leucemia em mulheres, com base em 100 mil habitantes.

Mulheres

. 424-698

1,23-2,86

Fonte: INCA, [2015].
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As leucemias estdo entre os doze tipos mais frequentes de neoplasias em homens e
mulheres (Tabela 2), sendo a leucemia linfoide aguda a neoplasia mais comum em criancas e
adolescentes de 0 a 16 anos (INCA, [2015]).

Tabela 3: Incidéncia de neoplasias em homens e mulheres, no Brasil

Localizacia primarta casos % Localizacao primarna C3308 %

Prostata 66.500 22,0% Homens Mufheres  Mama Feminina 57120 20.8%

Traguea, Granguic & Pulmao 16.40 54% Colon & Reto 17530 6.4%

Calon e Reto 15.070 50% " Calo do (sero 15530 57%

Estomago 12370 43% Traqueia. Bronguio & Pulmdo  10.930 40%

Cavidade Ora! 11.280 37% Glandulz Teeoide 8.050 29%

Esofago 8.010 26% Estomago 7.520 2.7%

Larings 6.370 23% Como do Ukero 5.800 22%

dexga 6.750 2,2% Ovario 5.650 21%

Leucamias 5.050 1.7% Linfoma n3o Hodgkin 4830 1.8%

Sistema Nervoso Centra! 4960 16% Leucemias 4320 16%

Fonte: INCA, [2015].

No mundo foram estimados cerca de 350 mil novos casos e 265 mil ébitos por leucemia
no ano de 2012. (SILVA, 2015.). A leucemia linfoide aguda € o tipo de cancer mais comum na
infancia. Nas Ultimas décadas, houve uma consideravel progressdao no tratamento das
leucemias. Em virtude das diferencas no acesso ao tratamento, observa-se uma consideravel
diferenca entre populacdes com relacdo a sobrevida. Entre a populagcdo masculina dos Estados
Unidos e da Europa Ocidental, a sobrevida em cinco anos € de 43%, enquanto, para o Japéo,
observa-se uma sobrevida de 25%; na América do Sul, 24%; na india, 19%; na Tailandia, 15%;
e na Africa subsaariana, 14%. Em areas com acesso a tratamentos, a sobrevida relativa em cinco
anos, em criancas, alcanca 80% (SCHMIEGELOW, 2010).

O principal tratamento para a leucemia € a quimioterapia, seguida de transplantes,
radioterapia e imunoterapia (SANTOS, 2012). Estudos recentes indicam que cerca de 20% dos
pacientes tratados apresentam resisténcia a algum medicamento administrado para tratamento
da doenca. Segundo Millani (2013) o grande desafio para a eficiéncia dos tratamentos atuais é
lidar com a resisténcia intrinseca e adquirida, resultando em recidivas e periodos longos de
tratamento. O ideal seria o desenvolvimento de tratamentos especificos e devidamente

controlados para cada paciente em cada estagio da doenca (STEPHEN, 2015).
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1.3.2 Tipos de Leucemias

Este trabalho apresentard de forma simplificada as caracteristicas dos diferentes tipos
de leucemias sendo elas LMA, LMC e LCC. Entretanto apresentara de maneira mais profunda
sobre a leucemia linfoide aguda (LLA).

1.3.2.1 Leucemia Mieloide Aguda

A leucemia mieloide aguda (LMA) é o tipo de leucemia aguda mais comum em adultos,
representando 80% dos casos pacientes geralmente apresentam sintomas relacionados a
citopenias. O diagndstico, em geral, € baseado na presenca de 20% de blastos em relacdo a
populacdo total de células em uma contagem de 500 células no aspirado de medula dssea. A
presenca de mutacOes caracteristicas como t(8;21) ou inv(16) é diagnosticada em LMA
independente da contagem de blastos (BEN-AMI, 2013).

Nas leucemias deste tipo, a célula que sofre a transformacédo neoplasica € o mieloblasto,
tal celula e precursora dos globulos brancos imaturos que a partir de uma mutacéo genética
impede a posterior diferenciacdo, mantendo-se permanentemente no seu estado imaturo. Essa
mutacdo ocorre de maneira espontanea, no entanto somente ela ndo leva a transformacéo
maligna, sendo necessaria uma outra mutacdo que leve a uma descontrolada proliferacéo

celular, resultando no excesso de células imaturas na medula 6ssea (BEZERRA, 2013).

Atualmente a classificacdo da LMA depende de caracteristicas da fase em que a
diferenciacdo celular foi interrompida, atraves disso médicos norte-americanos, franceses e
ingleses criaram o sistema FAB (The French-American-British classification system) dividiu a
LMA em 8 subtipos, de MO a M7, com base no tipo de célula que originou a leucemia e tambem
no grau de maturidade celular. Esta analise € realizada a partir do aspecto das células malignas
visualizadas na microscopia Optica e também com o uso de recursos da citogenética para

caracterizar as anomalias cromossémicas presentes (MORAES, 2009).

Por outro lado, uma classificacdo realizada pela a Organizagdo Mundial de Saude
(OMS) preocupa-se com o prognostico, uma vez que € produzido informacgdes mais precisas,
guando comparado com a classificacdo anterior (PAES, 2001). Esta classificacdo € estabelecida
pelo exame do comprometimento de mais de 20% do sangue e/ou medula 6ssea por mieloblasto
(INCA, [2015]).
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Tabela 4: Tratamentos mais comuns no combate a Leucemia Mieloide Aguda.

Fase de Indugéo Fas_e_de x Fase de Manutengéo
Intensificacéo

(28 semana) (45 semanas) (52 semanas)
Prednisona Citarabina Tioguanina
Tioguanina Etoposideo Citarabina
Vincristina Vincristina Irradiacéo Craniana
Adriamicina Tioguanina

Citarabina

Etoposideo

Idarrubicina

Fonte: SILVA, 2015.

1.3.2.2 Leucemia Mieloide Cronica

A leucemias mieloide cronica (LMC) corresponde a aproximadamente a 15% de todas
as leucemias que acometem adultos, podendo ocorrer inclusive em criancas. Caracterizada
como uma doenca mieloproliferativa clonal resultante da transformacéo neoplasica da celula
progenitora hematopoiética que se caracteriza por acentuada hiperplasia mieloide. Uma
caracteristica importante ¢ dada pela presenca da translocacdo balanceada entre os bracos
longos do cromossomo 9 e 22, 1(9;22)(g34;q11), denominado cromossomo Filadélfia
(cromossomo Ph) (MELO, 2003). Como resultado deste processo ocorre a fusdo de dois genes,
BCR (breakpoint cluster region) e ABL (abelson murine leukemia viral oncogene homolog)

dos cromossomos 22 e 9 respectivamente.

O diagnostico € realizado com exames clinicos e laboratoriais. Atualmente se faz a
avaliacdo da presenca do cromossomo Filadélfia (Ph) por cariétipo por banda G no aspirado de
medula, a quantificacdo do transcrito BCR-ABL por PCR utilizando a escala internacional e/ou
realizacdo de FISH. O caridtipo pode também detectar alteracdes citogenéticas adicionais ao
diagndstico, as quais podem apresentar relevancia progndéstica. Citometria de fluxo deve ser
utilizada para melhor determinacdo da medula 6ssea (MO) em apresentacdes de fase acelerada
(FA) ou crise blastica (CB) (DA ANUNCIACAO, 2008).
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Figura 5: Cromossomo Filadélfia (Ph). Translocacgdo reciproca entre 0s cromossomos 9 e 22;
t(9;22) (934;911).

Cromossomos Quebra dos Translocacdo dos
Normais Cromossomos Cromossomos

22 | 22 | 22

{ Cromossomo
Philadelphia

Fonte: Adaptada de Abrale, 2015.

O tratamento contra LMC é baseado na contencdo da producéo da proteina BCR-ABL
pelo oncogene de mesmo nome. Dentre as drogas com esta finalidade (inibidor de tirosina-
quinase), imatinibe, desatinibe e nilotinibe sdo bastante utilizadas. A hidroxiureia também ¢
bastante utilizada no tratamento combinado a um dos inibidores de tirosina-quinase para

auxiliar a conter os autos valores de linfoblastos no sangue (HEHLMANN, 2007).

1.3.2.3 Leucemia Linfoide Crbnica

A leucemias linfoide cronica (LLC) é uma doenca proliferativa clonal que em mais de
90% dos casos apresenta imunofendtipo B maduro (LLC-B), marcada pelo acumulo
progressivo de linfocitos maduros, mas imunologicamente incompetentes em linfonodos,
figado, baco e medula Gssea. Essa caracteristica morfoldgica da célula neoplasica confere uma
evolucao muito lenta da doenca. (ABRALE, 2015). Na maioria dos casos de LLC encontram-
se alteracdes cromossdmicas, sendo as mais comuns as dele¢ées nos cromossomos 13, 11 e/ou
17 e a trissomia no cromossomo 12. Embora as alteragdes cromossdmicas estdo relacionadas
ao surgimento tumoral ainda ndo se sabe quais sdo 0s genes que estdo envolvidos e como eles
induzem este tipo de leucemia (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2015).

O tratamento quimioterapico inicial para LCC tem como objetivo principal colocar a
leucemia em remisséo e para este primeiro estagio a combinacgéo de fludarabina, ciclofosfamida

e rituximab sdo os mais indicados. A clorambucila é outro quimioterapico bastante indicado



25

para casos menos invasivos ou em estagio final de tratamento. Seu uso € indicado fora do
ambiente hospitalar e com duragdo de, em media, um ano. Em alguns casos o tratamento com
clorambucila ndo se mostra eficaz sendo necessario o emprego de um novo protocolo
quimioterapico que envolve a combinacdo de ciclofosfamida, doxorrubicina, vincristina e
prednisolona (CANCER RESEARCH, [2015]).

1.4 Tratamento (leucemias em geral)

A quimioterapia € o principal tratamento dos pacientes com leucemia. A dose, tipos de
medicamentos e a duracdo das aplicacGes variam de acordo com a idade, sexo, estagio da
doenca, origem das células malignas e outros fatores especificos das condi¢des de cada paciente
(ABRALE, 2015). O objetivo da quimioterapia é eliminar as células leucémicas utilizando
compostos quimicos combinados ou isolados. O uso de drogas isoladas demonstrou ser ineficaz
em induzir respostas significativas, na maioria dos tumores, sendo atualmente de uso muito
restrito. A poliquimioterapia faz uso de diferentes combinacdes de quimioterapicos, de eficacia
comprovada e tem como objetivo atingir populagdes celulares em diferentes fases do ciclo
celular através da acdo sinérgica das drogas e promover maior resposta por dose administrada,
alem de diminuir o desenvolvimento de resisténcia (INCA, [2015]).

A maioria dos medicamentos citostaticos usados na quimioterapia tem como alvo
preferencial as células que se dividem mais rapidamente e atingem altas taxas proliferativas,
caracteristicas de células tumorais, acarretando maiores danos a essas células do que as dos
tecidos normais. N&o sendo letais as células neoplasicas de modo seletivo estes medicamentos

podem atingir as demais células, ainda que de maneira mais branda (SANTQOS, 2012).
Segundo o NCI a quimioterapia pode ser classificada em:

e Curativa: quando é usada com o objetivo de se conseguir o controle completo do tumor,
como nos casos de doenca de Hodgkin, leucemias agudas, carcinomas de testiculo e
outros tumores.

e Adjuvante: quando se segue a cirurgia curativa, tendo o objetivo de esterilizar células
residuais locais ou circulantes, diminuindo a incidéncia de metéastases a distancia.

e Neoadjuvante: quando indicada para se obter a reducdo parcial do tumor, visando a
permitir uma complementacéo terapéutica com a cirurgia e/ou radioterapia.

e Paliativa: usada com a finalidade de melhorar a qualidade da sobrevida do paciente.
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A quimioterapia é administrada como uma combinacdo de quimioterapicos que agem
associados e de formas diferentes a fim de destruir as células leucémicas do organismo. O
tratamento é realizado em forma de ciclos, dando um periodo de até 15 dias para
restabelecimento do individuo (HAMERSCHLAK, 2012).

Os medicamentos podem ser administrados na forma de comprimidos, solugdes
injetaveis (via venosa, muscular, subcutanea e intra-tecal) para prevenir que as células

leucémicas se espalhem além da medula 6ssea (INCA, [2001]).

1.5 Resisténcia ao tratamento

O fato de os quimioterapicos ndo apresentarem tropismo exclusivo para as células
tumorais significa que seja possivel que algumas estruturas normais que se renovam
constantemente, como a medula 0ssea, 0s pelos e a mucosa do tubo digestivo, também sejam
atingidas pela acdo dessa classe de farmaco. No entanto, como as células normais apresentam
um tempo de recuperacdo conhecido, ao contrario das células tumorais, € possivel que a
quimioterapia seja aplicada repetidamente, desde que seja respeitado o intervalo de tempo
necessario para a recuperacao da medula 6ssea e da mucosa do tubo digestivo, o que justifica o
uso da quimioterapia em ciclos (INCA, [2015]). O uso de diferentes drogas associadas, visando
a melhoria da resposta ao tratamento também se mostra positiva e vem obtendo sucesso ja que
atingem as células em diferentes estagios do ciclo celular, além de ser um mecanismo que reduz

a resisténcia ao quimioterapico.

Mesmo com todos o0s avan¢os da farmacoterapia, a multirresisténcia atinge um nimero
significativo de pacientes que por ndo apresentarem evolugdo no quadro clinico mesmo com o
uso dos agentes terapéuticos, ficam numa situacdo ainda mais vulneravel (MILANI, 2013). As
células podem apresentar uma resisténcia inerente ou adquirida e esta resisténcia pode existir
para qualquer tipo de farmaco, sendo desencadeada por varios mecanismos que podem atuar
individual ou sinergicamente (SANTOS, 2012).

A forma de administracdo, distribui¢do, metabolizacao e excrecdo dos quimioterapicos,
juntamente com as caracteristicas da membrana celular caracterizam as principais barreiras para
que a acdo seja corretamente direcionada completando o tratamento de maneira eficaz e
eficiente (SANTQOS, 2012).
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Além dos fatores moleculares o microambiente estd envolvido na resposta do tumor as
terapias aplicadas e a processos metastaticos. Uma vasculariza¢do anormal, bem como uma
pressdo elevada do fluido intersticial, pode impedir a entrada de macromoléculas na célula
tumoral. Os tumores podem ter regifes onde os metabdlitos e o oxigénio ndo conseguem
penetrar alterando o pH do meio e inativando alguns quimioterapicos. Deste modo, entende-se
que este microambiente pode desenvolver ou desencadear a multirresisténcia (GILLET, 2010).

2 LEUCEMIA LINFOIDE AGUDA

A leucemia linfoide aguda (LLA) é uma doenca clonal do tecido hematopoiético
caracterizada pela transformacdo maligna de células precursoras linfoides (células B ou T) na
medula 6ssea. Essa transformacéo surge a partir de mutagdo genética espontanea que leva a
proliferacdo desregulada e expansdo clonal da célula anormal resultante (MEYER, 2013.).

A LLA é o tipo mais comum de neoplasia infantil chegando a um terco de todas as
neoplasias malignas da crianca, seguida em ordem de frequéncia pelos tumores de sistema
nervoso central (SNC) e linfomas (GAYNON, 2010; PUI, 2000; REDAELLLI, 2005). Dentro
das leucemias, a LLA corresponde a 75% de todos os casos de leucemias, a LMA corresponde
de 20% e a LMC corresponde a 5% (INCA, [2007]).

No Estados Unidos, a ocorréncia anual é de 35 a 40 casos por 1 milhdo de pessoas.
Sendo que aproximadamente 2.900 criancas e adolescentes menores de 20 anos de idade sdo
diagnosticados com LLA a cada ano. Ao longo dos ultimos 25 anos tem sido visto um aumento
na incidéncia de LLA (NCI, 2013; SHAH, 2007).

Um pico agudo da incidéncia de LLA é observado em criancas de 2 a 3 anos de idade
(maior do que 90 casos por milhdo por ano), com taxas que reduzem para 30 casos por milhdo
em criangcas com até 8 anos. A incidéncia de LLA em criancas de 2 a 3 anos é cerca de 4 vezes
maior do que em recém nascidos e € igualmente 4 vezes maior do que em criancas com 10 anos
ou mais (NCI, 2013)

A etiologia da LLA pode estar associada a alguns fatores ambientais e genéticos.
Existem evidéncias para alguns fatores de risco, como exposicdo a radiacdo ionizante,
medicamentos utilizados em quimioterapia e exposicdo ocupacional ao benzeno (INCA,
[2015]), entre outros. Os primeiros indicios de que a exposicao a radiacdo ionizante levava ao

desenvolvimento de leucemia foram estudados apds os bombardeios nucleares no Japdo,
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durante a Il Guerra Mundial, onde foi observado um excesso nas taxas de incidéncia para LLA,
LMA e LMC (PRESTON, 1994). Por outro lado, as doengas cromossomicas constitucionais,
as altas taxa de leucemia familiar, a alta incidéncia de leucemia em gémeos idénticos e as
alteracOes citogenéticas caracteristicas em blastos leucémicos; tudo isso sustenta a associa¢do
entre LLA e a genética (MORIYAMA, 2015; LI, 2014).

Entre as alteragcdes cromossdmicas mais importantes na caracterizacao do risco de LLA,
encontra-se o cromossomo Filadélfia (Ph). Sua incidéncia em pacientes com LLA aumenta com
a idade, acometendo 3% das criancas, 25% dos adultos, e pode chegar a entre 40 e 50% naqueles
individuos com mais de 60 anos (ABRALE, 2015). A presenca do cromossomo Ph representa
um diagnostico distinto na classificacdo da OMS — LLA. O prognostico desse tipo de LLA €
extremamente pobre quando tratada apenas com quimioterapia citotoxica, por outro lado, com
a introducdo da terapia com inibidores de tirosina-quinase (TKIs, do inglés tyrosine kinase
inhibitors), tem se obtido resultados muito melhores com o transplante alogénico de células-
tronco hematopoiéticas (TCTH) (GRUBER, 2009).

O desenvolvimento de LLA é um processo na maioria das vezes que ocorre em multiplas
etapas com mais de uma alteracdo genética necessaria. Em pelo menos alguns casos de LLA
infantil, a alteracdo gendmica inicial parece ocorrer ainda no Utero. Tais evidéncias vém de
observacOes de imunoglobulinas ou do rearranjo de antigenos de receptores de células T que
s&o Unicos em cada grupo de células leucémicas do paciente podendo ser detectada em amostras
obtidas no nascimento (GREAVES, 2003; TAUB, 2002).

2.1 QUADRO CLINICO

O quadro clinico da LLA depende do grau de infiltracdo da medula 6ssea bem como da
extensdo da doenca extramedular. Os principais achados clinicos ao diagndstico da LLA sao
mostrados na tabela abaixo. Dentro do quadro clinico ainda é encontrado palidez, fadiga,
anorexia, artralgia e artrite. As alteracbes musculoesqueléticas sdo frequentes nas leucemias

agudas da infancia, tanto na linfoide quanto na mieloide. (ROBAZZI, 2007).
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Tabela 5: Principais achados clinicos ao diagnostico de LLA.

Achados clinicos da LLA Pacientes (%0)
Febre 61
Sangramentos 48
Dor Gssea 23
Adenomegalia 50
Esplenomegalia 63
Hepatoesplenomegalia 68

Fonte: Adaptado de Manual de Oncologia, 3% Edicéo.

2.2 DIAGNOSTICO

Atualmente, o diagnostico para LLA integra caracteristicas morfologicas, citoquimicas,
imunofenotipicas e citogenéticas como detalhado pela classificagdo de neoplasias linfoides em
2008 pela organizacdo mundial de satde (VARDIMAN, 2009).

2.2.1 Diagnostico morfoldgico

A avaliacdo morfoldgica do aspirado de medula éssea ou bidpsia (em casos de puncao
“seca”), ainda hoje, representa o primeiro passo no diagnostico, para primeiramente diferenciar
a LLA da LMA (LAI, 2000). O critério para diagndstico de LLA é a presenca de 25% de blastos
na contagem diferencial das células nucleadas na medula éssea (SEVILLA, 2010). Entretanto,
essas avaliacdes sdo limitadas para o diagndstico preciso do tipo de LLA, uma vez que a partir
do ponto de vista morfolégico ndo é possivel distinguir entre linhagem B ou T, para o qual a
técnica de citometria de fluxo torna-se o padrdo ouro para a identificacdo da linhagem celular
e da definicdo do subgrupo de LLA (BENE, 2011).
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2.2.2 Diagnostico imunofenotipico

As LLA séo classificadas igualmente como os linfomas linfoblasticos na categoria de
neoplasias de linhagem B ou T (LLA B ou LLA T). No caso das LLA, a imunofenotipagem por
citometria de fluxo (IMF) permite identificar nos blastos leucémicos os antigenos de superficie,
intracitoplasmaticos e nucleares pelo uso de anticorpos monoclonais especificos (AcMo) e
caracterizar as células leucémicas quanto a sua origem e grau de diferenciagdo. Por essa razdo
a IMF é mandatéria para a definicdo da origem celular B ou T, como também os subtipos
imunofenotipico que sdo de relevancia para progndstico e tratamento dos pacientes. Além disso,
essa ferramenta tem sido usada para deteccdo da doenca residual minima (DRM) (PATKAR,
2012).

A maioria das LLA sdo de linhagem B, tanto em criangas quanto em adultos. A linhagem
B é demonstrada pela expressdo dos marcadores CD19, CD20, CD22, CD24, CD79a (MAINO,
2015). Dentre as leucemias derivadas de precursores B, admitem-se basicamente trés estagios
maturativos: pro-B, pré-B e B maduro, de acordo com a expressdo de imunoglobulina

citoplasmatica e de superficie.

De todos os marcadores de superficie utilizados para defini¢cdo do subgrupo de LLA, o
antigeno CD10 (CALLA: antigeno comum de LLA) esta presente em 90% das leucemias pro-
B e 95% das pré-B e sua presenca indica um bom progndstico. Por outro lado, a auséncia de
CALLA pode estar associada a fatores de mau prognostico, tais como idade inferior a 12 meses,
leucometria elevada, visceromegalia e infiltragdo do SNC (PUI, 2003). Em leucemias T-
derivadas, os marcadores linfoides associados a esta linhagem séo: CD1a, CD2, CD3, CD4,

CD5, CD7 e CD8; conforme observados na tabela 6 acima.

Os marcadores CD2, CD5 e CD7 sdo antigenos comum a maioria das células T imaturas,
mas nenhuma delas € linhagem especifica de modo que o diagndstico necessita da presenca do
marcador CD3. Pode haver coexpressdo de marcadores mieloides e de linhagens linfoides
diferentes entre si como por exemplo LLA-T coexpressando CD19 ou CD79a, ou a expressao
de marcadores mieloides CD13 e CD33. A expressao de marcadores de linhagens distintas deve
ser avaliada no sentido de diferenciar a presenca de um padrdo de expressdo antigénica
aberrante de leucemia bifenotipica (LIU, 2014). A tabela abaixo mostra os trés estagios de
maturacdo para cada linhagem celular e seus antigenos principais (LIU, 2014; SCHWICKERT,
2014).
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Tabela 6: Padrdo de expressdo antigénica nas leucemias linfoides agudas.

Linhagem linfocitaria Expressdo imunologica

LLAB
Pré-B Na superficie: CD10, CD19, CD24, CD34, HLA-
DR No citoplasma: CD22,
CD97ae 79b
No ndcleo: TdT
Pré-B Na superficie: CD10, CD19, CD24, CD34, HLA-
DR e CD22
No citoplasma: CD22, CD97a e 79b
No ndcleo: TdT
B maduro Na superficie CD20 e IgM
LLAT

Timacito precoce

Na superficie: CD2, CD5, CD7
No citoplasma: CD3
No nacleo: TdT

Timoécito comum

Na superficie: CD1, CD2, CD4, CD5, CD7,
CD8, CD10 e CD3 fraca intensidade

No citoplasma: CD3

No nucleo: TdT

Timécito tardio

Na superficie: CD2, CD4, CD5, CD7, CD8 ou
CD3 de forte intensidade

No citoplasma: CD3

No nucleo: TdT

Fonte: Adaptado de Manual de Oncologia, 32 edi¢éo.

2.2.3 Diagnostico citogenético

A citogenética representa uma importante ferramenta na classificacdo da LLA. A

caracterizacdo das LLAs pelo estudo genético dos blastos por meio de técnicas de citogenética

e biologia molecular permite delimitar alteracbes cromossdmicas caracteristicas da doenga e

indicadoras de prognostico. A exemplo disso, a cariotipagem convencional pode auxiliar a
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identificacdo de translocagbes recorrentes bem como ganhos e perdas de material
cromossdmico, entretanto a maior limitacdo dessa técnica é que em alguns casos as células
leucémicas falham ao entrar na metéafase, o que impossibilita o diagndstico por essa técnica.

Por outro lado, a técnica de hibridizacdo fluorescente in situ (FISH) parece contornar
esse problema, sendo possivel detectar e visualizar de maneira direta anormalidades
cromossdmicas em LLA com até 99% de sensibilidade (MAZLOUMI, 2012).

Outras técnicas de identificacdo gendmica como microarranjo (array-CGH), arranjo de
polimorfismo de nucleotideo Unico (SNP) podem permitir a identificacdo de mudancas sub-
microscaépicas e ocultas no genoma (HEALY, 2007).

As alteracdes cromossdmicas que acometem cerca de 60 a 85% dos casos de LLA sdo
numéricas e estruturais. (PUI, 2003). Tais mudancas cariotipicas que possam ocorrer em LLA
podem ser relacionadas ao prognoéstico da doenca, levando a uma subdivisdo demonstrado na

tabela abaixo.

2.3 FATORES PROGNOSTICOS

O prognostico de LLA esta diretamente relacionado a determinadas alteracdes clinicas
e laboratoriais. Os atuais protocolos terapéuticos sdo desenhados a partir dos possiveis fatores
prognosticos. Conforme os fatores que cada paciente tenha, sera classificado em um grupo de
risco. Os fatores conhecidos sdo leucometria e idade ao diagnostico, sexo, citogenética,
fendtipo, morfologia FAB, infiltracdo do SNC, massa mediastinal,
hepato/espleno/adenomegalia, hemoglobina e plaguetas ao diagndstico, etnia, imunoglobulinas
séricas, rapidez de citorreducao, expressdo antigénica mieloide, estado nutricional e niveis de
glicorticoides (CONTER, 2010).

Segundo o NCI, pacientes classificados como risco-padrdo sdo aqueles com idades entre
1 ano e até 10 anos e leucometria inicial inferior do que 50.000/mm?3. Por outro lado, acima
desse valor € considerado fator independente de mau prognostico e acomete cerca de 20% dos
pacientes. A morfologia dos blastos, quimioterapia utilizada e as varia¢cdes individuais no
metabolismo das drogas sdo fatores que influenciam no prognostico da doenca
(SCHWICKERT, 2014).
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Subtipo Prevaléncia (%) |Clinica
LLA B
Hiperploidia com > de 50 cromossomos 20a30 Excelente progndstico
Hiperploidia com < de 44 cromossomos Pior progndstico, alta frequéncia
2a3 de vias Ras e mutacdes de genes
da familia IKAROS
Translocagdo t(12;21)(p13;922)
codificantes de ETV6-RUNX1 15225 Excelente prognostico
Translocagdo t(1;19)(q23;p13) Geralmente excelente
codificante de TCF3-PBX1 2a6 progndstico, associagdo com
recaida no SNC
Translocagdo t(9;22)(q21;923) Pior progndstico, indicagcdo de
codificante de BCR-ABL1 2a4 imatinibe e/ou desatinibe a
quimioterapia intensiva
LLA tipo Ph Presenca de lesdes multiplas
quinases ativadas, associada com
o aumento da idade, elevados
10a 15 indices de contagem de células
brancas, alteragcao IKZF1,
possibilidade de terapia com
inibidores de tirosina quinase
Translocagdo t(4;11)(q21;923) que Comum em LLA infantil,
codifica fusdo MLL-AF4 1a 2 especialmente em idade < 6
meses, associada a pior
prognéstico
Translocacdo t(8;14)(q24;432), Prognéstico favoravel com
t(2;8)(912;q24), (2;8)(q12;924) que 2 guimioterapia de alta dose por
codifica rearranjo MYC tempo curto
Rearranjo CRLF2 (IH-CRLF2; P2RY8- Comum em sindrome de Down,
CRLF2) associado com LLA tipo Ph (~50%),
547 com delecdo IKZF1 e/ou mutagdo
de JAK1/2 (pior progndstico em
LLA ndo associada a sindrome de
down)
LLA com defeito ERG 7 Distintos perfis de expressao
génica
LLAT
Translocacdo t(1;7)(p32;932) e
t(1;14)(p32;q11), delegdo 1p32; 1523 18
desregulacdo TAL1 Geralmente desfechos favoraveis
Translocacdo t(11;14)(p15;q11)e
dele¢do LMO2 10 Geral svei
eralmente desfechos favoraveis
Translocacoes t(10;14)(g24;q11) e
t(7;10)(935;q24), desregulacdo TLX1 7
[HOX 11] Geralmente desfechos favoraveis
Translocagdes t(5;14)(q35;932), 20 Pior progndstico, geralmente

desregulacao TLX3

fusionado ao BCL11B
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Translocagdo t(10;11)(p13;914), n
PICALM-MLLT10 [CALM-AF10] Piores desfechos clinicos

MLL-MLLT1[MLL-ENL] Progndstico semelhante a outros
2a3 tipos de leucemias com rearranjo
MLL

Amplificagdo 9q34 codificando NUP214- Possibilidade de terapia com
ABL1 inibidores de tirosina-quinase,

6 fusdes identificadas em LLA T
inclui EML1-ABL1, ETV6-JAK2 e
ETV6-ABL1

Translocagdo t(7;9)(q34;q34) Rearranjo de NOTCH1, com

1 mutades de sequéncia em > de
50% das LLA T

LLA T precoce Expressao de fatores mieloides e
de marcadores de células tronco,
relacionada a pior progndstico,
geneticamente heterogénea com
mutagdes nos reguladores
hematopoiéticos, citocinas,
sinalizacdo Ras, modificagoes
epigenéticas

10a 15

Fonte: Autor, 2015.

2.4 TRATAMENTO

O tratamento de criancas e de adolescentes com LLA leva em consideracdo o grupo ao
qual ela esta inserida. Essa estratificacdo em grupos é baseada na classificacdo de risco de falha
do tratamento. Aqueles pacientes com caracteristicas que conferem um bom progndstico podem
ser tratados com um regime terapéutico menos toxico, enquanto que uma terapia mais agressiva
é reservada para aqueles pacientes com doenca de alto risco (PUI, 2006). Os estudos clinicos

tém obtido taxas de sobrevida livre de doenca de 79 a 82% na LLA em criancas e adolescentes

Entretanto, grande desafio estad em reduzir os efeitos tardios relacionados ao tratamento.
Novas intervencoes, por exemplo, o uso dos inibidores da tirosina-quinase ou de anticorpos
monoclonais, com beneficios e riscos incompletamente definidos, sdo primeiro introduzidos
para 0S pacientes de maior risco e, somente mais tarde para aqueles de baixo risco, apds
beneficio comprovado. Um segundo principio norteador do tratamento da LLA tem sido a
hipdtese de Goldie-Coldman (GOLDIE, 1984), a partir do principio de que as velocidades das
mutacdes sdo constantes, e que o risco de uma celula ser resistente, depende do nimero de

células malignas presentes e do tempo elas estdo presentes.
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Uma variedade de achados clinicos e laboratoriais ao diagndstico, e a avaliacdo da
resposta medular precoce, tém sido usados para a defini¢do de risco (PUI, 2006). A partir disso,
algumas caracteristicas sdo relacionadas a grupos de alto risco em pacientes pediatricos com
LLA; entre as principais, idade < 1 ou > 10 anos, contagem inicial de células brancas muito
acima de 50.000/ul, envolvimento do SNC, envolvimento testicular, caracteristicas
citogenéticas nao favoraveis (hipodiploidia, t(9;22), 11923, iAMP21) e falha da quimioterapia
de inducéo ou doenca residual minima (DRM) positiva (CONTER, 2010).

Além disso, caracteristicas prdprias da célula leucémica também sdo utilizadas para
determinar o risco da doenca, de forma que estas formam ou fazem parte de uma descricéo
imunofenotipica, através da analise de expressdo de proteinas ou marcadores que ajudam a
identificar a linhagem celular derivada de células B ou T. Aproximadamente 80% dos pacientes
infantis sdo classificados com o fen6tipo LLA-B, os quais séo incluidos no grupo de baixo risco
da doenca. Por outro lado, cerca de 10 a 15% dos pacientes sdo classificados fenotipicamente
como LLA-T, e isto estd fortemente associado a uma baixa taxa de cura. Entretanto, a
identificacdo desses pacientes e 0 tratamento com esquemas mais agressivos tem levado a uma
taxa de sobrevida que se assemelha com a de pacientes LLA-B (GAYNON, 2010; REITER,
1994).

Ainda em relacdo as caracteristicas celulares, existem alguns tipos raros de leucemias
agudas, que ocorrem em menos de 5% dos pacientes pediatricos, derivados de linhagens mistas.
Esses ndo podem ser caracterizados como linfoide ou mieloide, bem como linhagens bi-
fenotipicas que incluem marcadores derivados de células B e T. Embora ndo haja uma
classificacdo especifica para esses tipos de leucemias, sabe-se que estdo associadas a um pior
prognostico (GERR, 2010).

A implantacdo da Doenca Residual Minima (DRM) como mais um critério de defini¢do
dos grupos de risco representa um importante avango no tratamento oncoldgico no Brasil.
Consiste em uma técnica simplificada, de baixo custo, que possui uma sensibilidade no método
semiquantitativo por PCR que varia de um minimo de 107 até o maximo de 10 (SCRIDELI,
2006). Pode ser realizado também por citometria de fluxo. Todavia, deve-se ressaltar que a
sensibilidade é limitada, sendo importante a utilizacdo de amostras frescas de medula 6ssea e
com quantidade elevada de DNA (500 mg) (SCRIDELI, 2008).

O método para estudo de doenca residual minima por reacdo em cadeia da polimerase
(PCR) nas fases iniciais do tratamento é capaz de estratificar criancas em grupos de bom e mau
prognoéstico (BUCCISANO, 2012). A determinacdo da DRM € atualmente necesséaria no

aprimoramento da definicdo dos grupos de risco e da definicdo de terapias ajustadas aos
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respectivos grupos, representando uma variavel de fundamental importancia para definir a

melhor e mais eficaz terapia.

Atualmente, existem 4 componentes principais para o tratamento de LLA, que utiliza
esquemas com multiplos farmacos anti-neoplasicos cuja finalidade € a redugdo do
desenvolvimento de resisténcia ao farmaco. A intensidade e o tempo dos blocos de tratamento
dependem do tipo de LLA (B ou T) e do grupo de risco. Como mencionado anteriormente, 0s
grupos de risco sdo divididos em baixo, intermediario e alto; por sua vez o grupo baixo €
dividido em dois subgrupos que séo o Baixo Risco Verdadeiro (subgrupo BRV) e 0 Baixo Risco
Intermediario (subgrupo BRI). Da mesma forma o grupo de alto risco é dividido em dois
subgrupos que sdo os Alto Risco Respondedor Lento (subgrupo RL) e Alto Risco Respondedor

Rapido (subgrupo RR).

A inducdo de remissdo € o primeiro bloco de quimioterapia, com duracdo de 4 a 6
semanas. Nesse periodo, 0s pacientes sdo geralmente admitidos em um hospital para iniciar o
tratamento e internacdo. O objetivo desse bloco de terapia € induzir uma completa remisséo,
sendo alcancado por cerca de 95% dos pacientes. Daqueles pacientes que ndo alcancam a
completa remissdo até o final da inducéo, cerca de 50% demonstram uma falha do da inducao
e 0 restante sucumbe ao tratamento indo a dbito. Para aqueles com falha da inducdo, ha
necessidade um transplante alogénico de medula 6ssea, embora ndo exista um consenso sobre
isto (SCHRAPPE, 2012).

A inducdo da remissdo é seguida pela consolidacao cuja finalidade € erradicar a doenca
residual microscépica que ainda permanece apds a remissdo completa. Com duragédo de 6 a 9
meses, essa fase contém variacfes de intensidade e de duracdo entre diferentes protocolos.
Entretanto, uma caracteristica que parece nao ser alterada entre os protocolos € o uso da
guimioterapia combinada, isto €, o uso de diferentes agentes anti-neoplasicos que aumentam o
sinergismo entre 0s agentes e minimiza a resisténcia aos farmacos (SEIBEL, 2008).

A fase de manutencdo € o ultimo e mais longo estagio do tratamento da LLA infantil,
geralmente se constitui de um esquema menos intenso. Por ser um tratamento mais prolongado
demonstra um risco baixo de recaida apés a estabilizacdo da remissdo. A principal caracteristica
da terapia de manutencdo é o uso de agentes antimetabdlitos como metotrexato e
mercaptopurina (BHATIA, 2012; BRACKETT, 2014).

O quarto componente do tratamento de LLA em pacientes infanto-juvenis é a terapia
direta do SNC, que incluem pacientes com manifestagdes clinicas no SNC, bem como a
profilaxia de pacientes subclinicos. Os esquemas terapéuticos para erradicar a doenga no SNC

incluem administracdo intratecal de quimioterapicos, bem como a administracdo sistémica com



37

agentes que possuem capacidade de atravessar a barreira hematoencefalica e radiacéo
intracraniana (MATLOUB, 2006).

Tabela 8: Quimioterapicos administrados no tratamento de Leucemia Linfoide Aguda.

Fase de Fase de Fase de Terapia contra
inducdo (4 a 6 | consolidagéo (6 | manutencdo (2a 3| adoengano
semanas) a 9 meses) anos) SNC

Vincristina | Mercaptopurina Metotrexato Metotrexato
Doxorrubicina | Thioguanina Mercaptopurina Citarabina
Daunorrubicina| Metotrexato Hidrocortisona

Asparginase | Ciclofosfamida Dexametasona

Prednisona Etoposideo Asparginase
Dexametasona Citarabina

Fonte: Autor, 2015.

2.5 DOENCA RESIDUAL MINIMA

Doenca residual minima (DRM) € o nome atribuido ao nimero muito baixo de células
remanescentes no paciente durante ou apds o tratamento antineoplasico; ou seja, durante o
periodo de remissdao. DRM ¢ a principal razdo para a recidiva em pacientes com leucemia e é
detectado por métodos moleculares, atualmente estabelecidos como um padrdo-ouro. A
deteccdo da DRM tem varios papéis importantes; investigar a presenca de células tumorais apos
a terapia, determinacdo da eficacia do tratamento, monitorar o estado de remissdo do paciente
e prever a possibilidade de uma recaida (BASSO, 2009). Em um grande nUmero de pacientes
com leucemia, a DRM pode ser detectada por técnicas de microscopia quando em remissdo
completa (BENE, 2009). A DRM detectada nas fases iniciais do tratamento, independente de
indices progndsticos classicos como idade e contagem de leucdcitos, imunofenotipagem e
andlise citogenética, entretanto sao importantes para fornecer informacdes sobre o progndstico
(IRVING, 2009).

A DRM pode ser detectada por reacdo em cadeia da polimerase ou citometria de fluxo
multiparamétrica (CFM), e é de importancia vital na maioria dos subtipos de leucemia. Existem
dois métodos basicos para a deteccdo de DRM em criangas com LLA, a analise molecular de

genes de receptores de células T e B e rearranjos e analise de CFM de fen6tipos imunes
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aberrantes, sendo que ambos séo preditivos para o desfecho da LLA (IRVING, 2009). Com
ambos 0s métodos, € possivel detectar uma Unica célula leucémica em 10.000 ou mais células
normais, aumentando assim a sensibilidade de um minimo de 100 campos, quando comparados
a microscopia Optica convencional (KARAWAJEW, 2015). A
Identificacdo de fatores de progndstico € critica na determinacgdo da terapia para a subgrupos de
pacientes e tem como objetivo atingir uma elevada taxa de cura, com uma toxicidade minima.
Outra meta importante de estratificacdo dos grupos de risco € definir pacientes com um alto
risco de recaida, que podem se beneficiar do transplante de células-tronco hematopoiéticas
alogénico, apds a remissdo completa (TEKGUNDUZ, 2010). Atualmente os métodos de
deteccdo da DRM em pacientes com LLA sdo: Imunofenotipagem por citometria de fluxo
multiparamétrica, j& mencionada; RQ-PCR — baseada na detecgdo de transcritos de genes de
fusdo ou quebras cromossdmicas, RQ-PCR: baseada na detec¢do de imunoglobulina clonal e
rearranjo do gene do receptor de célula T (BRUGGEMANN, 2010).

Tabela 9: Combinag6es Imunofenotipicas usadas no estudo de DRM na LLA.

Linhagem Diferengas Fenotipo % Frequéncia (10 a 10™)
LLA-B Quantitativa CD19/CD34/CD10/TdT 30-50
CD19/CD34/CD10/CD22 20-30
CD19/CD34/CD10/CD38 30-50
CD19/CD34/CD10/CD45 30-50
Qualitativa ~ CD19/CD34/CD10/CD13 10-20
CD19/CD34/CD10/CD15 5-10
CD19/CD34/CD10/CD33 5-10
CD19/CD34/CD10/CD65 5-10
CD19/CD34/CD10/CD21 5-10
CD19/CD34/CD10/CD56 5-10

CD19/CD34/CD10/KORSA3544 10-20
CD19/CD34/TdT/cytoplasmic 10-20

CD19/7.1 e CD19/p5 35
LLA-T Qualitativa TdT/CD3 90-95
CD34/CD3 30-50

Fonte: Autor, 2015.
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3 TOLL-LIKE RECEPTORS

Receptores do tipo Toll, do inglés, Toll-like receptors (TLR), s&o receptores que
pertencem a uma familia de receptores evolutivamente conservados responsaveis pelo
reconhecimento de padrdes moleculares associados a organismos patogénicos, do inglés,
pathogen-associated molecular patterns (PAMPS), e de padrdes moleculares associados ao
dano, do inglés, damage-associated molecular patterns (DAMPSs). Estes receptores foram
descritos inicialmente em moscas das frutas - Drosophila melanogaster - e denominados Toll e
associados a defesa contra patdgenos. Posteriormente, foram descritos como receptores
homdlogos em mamiferos e designados de “Toll-like receptors”. Atualmente, 13 membros de
TLRs foram identificados em humanos e em ratos e todos eles apresentam pequenas diferencas
nas cadeias de aminoacidos que compdem as proteinas que os formam. Por causa dessa
diferenca, cada TLR € capaz de reconhecer classes diferentes de moléculas bioldgicas presentes
em diversos microrganismos, como por exemplo, LPS, lipoproteinas, flagelina,
peptideoglicana, DNA e outras (AKIRA, 2006; TAKEDA, 2004).

Dessa forma, estes receptores tornam-se moléculas essenciais para o sistema imune
inato, além de representar uma via pela qual ocorre a regulacdo do sistema imune adquirido
(HARSINI, 2014). Os TLRs séo constituidos estruturalmente por um dominio extracelular rico
em repeticbes do aminoacido leucina, um dominio transmembrana constituido por uma
glicoproteina que possui uma cauda N-terminal com um sitio de ligacdo da molécula ligante
reconhecida e um dominio intracelular homologo ao dominio, do inglés, Toll/Interleukin-1
receptor (TIR), com a por¢do da cauda C-terminal com sitios responsaveis pelas cascatas de
sinalizacdo celular recrutamento de moléculas adaptadoras especificas que também possuem
um dominio do tipo TIR (MORESCO, 2011). As moléculas adaptadoras inicialmente
recrutadas, essenciais a transducdo de sinal pelos TLRs, sdo as proteinas MyD88, Mal (Tirap),
TRIF (Ticam) e TRAM (CHANG, 2010).

Os membros da familia de TLRs sdo expressos diferencialmente em uma grande
variedade celular e tecidual, incluindo tanto células do sistema imune inato (como mondcitos e
células dendriticas) quanto linfocitos do sistema imune adaptativo, além de outras células ndo
constituintes do sistema imune como queratindcitos e células endoteliais (HOPKINS e
SRISKANDAN, 2005; CHANG, 2010). Quanto a sua localizacao, sabe-se que existem 11 tipos
de TLRs expressos em humanos localizados na superficie da membrana celular ou em

endossomos. TLR1, TLR2, TLR4, TLR5 e TLR6 sdo expressos na superficie da membrana
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celular, enquanto que as formas TLR3, TLR7, TLR8 e TLR9 estdo presentes no interior de
endossomos (LI, 2010).

O reconhecimento de uma gama de estruturas moleculares de organismos
microbioldgicos pelos TLRs leva a ativacdo de uma cascata de sinalizacdo intracelular que leva
a uma inducdo de genes envolvidos na defesa contra organismos patogénicos, tais genes
codificam citocinas e quimiocinas pro-inflamatdrias. A importancia da ativacdo de TLRs na
ativacdo da resposte imune tem sido intensivamente investigada nos altimos anos produzindo
muitos estudos. Tais pesquisas levaram a descoberta de duas importantes vias que sdo ativadas
pelos TLRs.

Uma via é dependente do fator 88 de diferenciagdo mieloide, do inglés, myeloid
differentiation fator 88 (MyD88), e outra que, por sua vez, € independente do MyD88. Todos
0s TLRs ativam a cascata de sinalizagdo celular via MyD88, com excecdo do TLR3 (HARSINI,
2014).

Apos a ativacdo do TLR pelo seu respectivo ligante, ocorre o recrutamento do MyD88,
0 que leva a uma subsequente ativacao de fatores downstream incluindo NF-xB (nuclear factor
kappa B), MAPK (mitogen-activated protein kinases), interferon (IFN) e outros fatores
regulatérios tais como fatores de transcricdo. Apos o reconhecimento dos ligantes pelo TLR2 e
pelo TLR4, respectivamente, ocorre uma dimerizacdo formando complexos. Essa configuracéo
é entdo alterada e moléculas adaptadoras especificas sdo recrutadas, incluindo MyD88, TRIF,
TRAM e Tirap/Mal, inicializando a cascata de sinalizacdo intracelular. Este processo resulta no
recrutamento de outras proteinas adaptadoras tais como IRAK, TRAF3 e TRAF6, juntamente
com a inducdo de fosforilacdo de IKBKE e a formacdo de complexos IKK constituido de
TBK1/TRAF3/IKKe, NEMO/IKBKE levam a ativacdo de fatores de transcricdo de genes
envolvido na inflamacéo, regulacdo da resposta imune, sobrevivéncia, proliferacdo celular e
tumorigénese (ROLF, 2015).



Tabela 10: Toll-Like Receptors, principais ligantes, proteinas adaptadoras e resposta.

TLRs DAMPS PAMPS (exdgenos)  Proteinas Resposta
(endbgenos) Ligantes Adaptadoras
Ligantes
TLR2 HSP60, HSP70, Lipoproteina
HSP96, HMGB1, /lipopeptideos,
acido Hialurdnico HMGB1
Peptideoglicanos,
acido Hialurdnico, MAL, Tirap, Citocinas
acido lipotecoico, Myd88 inflamatdrias
glicoinositol
fosfolipideos,
Glicolipideos, Porinas,
LPS
TLR3 dsRNA, mRNA, dsRNA, ssRNA Citocinas
SSRNA (Viral) TRIF inflamatorias,
Interferon do
tipo |
TLR4 HSP22, HSP60, LPS HSP60, proteina TRAM, Citocinas
HSP70, HSP96 de fusdo, proteinas de  TRIF, MAL, inflamatorias,
HMGB1B-defensina  envelope viral, taxol ~ Tirap, Myd88 Interferon do

2, fibronectina, acido
Hialurdnico, herapan
sulfato, Fibrinogénio,
surfactante

tipo |

Fonte: Autor, 2015.
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Figura 6: Demonstracao as vias de sinalizagdo, juntamente com a cascata intracelular
ativada pelo TLRs, com o recrutamento das moléculas adaptadoras e seus principais
efeitos.
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Fonte: Li, et al. 2014.

Nesse trabalho, dissertaremos sobre 0s TLR2, TLR3 e TLR4, em relacdo a sua estrutura,

principais ligantes e particularidades.

3.1 Toll-Like Receptor 2

O Toll-Like Receptor 2 é considerado o principal mediador na ativacdo de macrofagos
em resposta ao bacilo de Koch - Mycobacterium tuberculosis. O TLR2 é ativado por uma
lipoproteina de 19 kDa que leva a producéo de citocinas inflamatorias, principalmente TNF-a
e IFN-y. A partir de diversos estudos, foi visto que sem a presenca de TLRs funcionais, a

fagocitose ndo conduz a ativacdo da resposta imune. Assim um polimorfismo encontrado no
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gene do TLR2 pode levar a uma reducdo da ativagdo dos macrofagos contra peptideos
bacterianos, resultando em uma atenuada resposta imune contra o hospedeiro. Muitos SNPs j&
foram identificados no gene de TLR2, embora a maioria ndo cause alteracGes sobre a funcéo
das células, alguns SNPs podem levar tanto a ganho de funcéo, levando a uma resposta aguda
ou que levam ao portador ter uma maior suscetibilidade a infecgdes (FRAZAO, 2013).

3.2 Toll-Like Receptor 3

O gene do TLR3 é o Unico receptor da familia dos TLRs que quando acionado pelo seu
ligante ndo ativa uma cascata de sinalizagdo celular via MyD88 e sim pela molécula auxiliadora
TRIF, também conhecida como, TICAM-1. A partir desse acoplamento, héd o recrutamento de
moléculas como TRAF3 (TNF receptor-associated factor 3), TBK1 (TANK-binding kinase 1),
IKKe (inhibitor of kappa-B kinase epsilon), TRAF2 (TNF receptor-associated factor 2) e
TRAF6 (TNF receptor-associated factor 6), o que leva a fosforilagao de fatores de transcrigéo,
sendo IRF-3 (interferon regulatory factor-3) e NF-xB (nuclear factor kappa-light-chain-
enhancer of activated B-cells) os principais (KAWAI, 2011; VERCAMMEN, 2008).

Ao contrario do que acontece aos outros TLR, a fosforilacdo de Tyr759 e Tyr858 no
dominio citoplasmatico do TLR3 é necesséaria para ativar a cascata de sinalizacdo (SARKAR,
2007). As principais estruturas ligantes de TLR3 sdo RNAs virais de fita Unica (sSRNA)e
também e fita dupla (IRF-3). As informac6es sobre 0 TLR3 séo escassas em comparacao ao
que se tem sobre outros TLRs, entretanto sabe-se que muitos SNPs no gene do TLR3 podem
levar ao aumento da suscetibilidade a cancer, doencas autoimunes e infec¢cdes. Em virtude
disso, esses SNPs tem um grande potencial para se tornar biomarcadores para avaliagdo do risco

para essas doencas.
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Figura 7: Sinalizacdo do TLR3. A ligacdo do ligante de TLR3 (dsRNA) com o
posterior recrutamento de moléculas adaptadoras que levam a ativacdo de fatores de
transcricdo que intensificam a codificacdo de citocinas pro-inflamatorias.
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Fonte: Adaptado de Kumar, 2009.

3.3 Toll-Like Receptor 4

O Toll-Like Receptor 4 é um receptor de superficie celular, principalmente expresso em
celulas mieloides, mas também em mastdcitos, células endoteliais, células NK e linfécitos,
células epiteliais, queratindcitos, fibroblastos e inclusive e células tumorais (CHANG, 2010).
Seu principal ligante o (LPS) de bactérias Gram-negativas e o acido lipoteicoico (LTA). Ambos
LPS e LTA ligam-se primeiramente no receptor de CD14 que em seguida os transfere pra o
TLRA4. Apos essa ligacdo corre uma homo-dimerizacdo do TLR4 com outros TLRs formando
um complexo no qual é adicionado a proteina co-receptora MD-2 que sera transportado para a
superficie celular (PARK, 2009). A transducdo do sinal do TLR4 pode levar ao recrutamento
das quatros moléculas adaptadoras envolvidas no processo de sinalizagdo: a MyD88, TRIF,
TIRAP e TRAM (GANGLOFF, 2012). O efeito global dessa transdugéo € indugéo da expressao
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de uma série de genes envolvidos na resposta inflamatoria, como quimiocinas, citocinas pro-
inflamatorias, moléculas antimicrobianas e moléculas coestimulatérias da resposta imune
adaptativa (MORESCO, 2011).

O dominio transmembrana do TLR4 tem um papel importante e critico no processo de
oligomerizacdo funcional que constitui uma mutacdo sem sentido. Tal mutagdo pode alterar a
resposta do TLR4 ao LPS.

Embora o reconhecimento de patégenos ou de outros agentes inflamatorios pelas células
da imunidade inata seja essencialmente importante no controle ou no curso da doenca, a
resposta inflamatoéria desencadeada precisa ser controlada afim de se evitar danos teciduais
extensivos e a manifestacdo de estados patoldgicos crénicos (BISWAS & LOPES-COLLAZO,
2009).

3.4 TLRs e o cancer

As vias que levam a inducdo das respostas imune e inflamatoria ja foram parcialmente
caracterizadas, no entanto ainda ndo esta claro o seu papel em algumas doengas, tanto em
doencas inflamatorias, em autoimunidades e inclusive em neoplasias malignas. Por outro lado,
evidéncias sugerem que o mau funcionamento de sinalizacbes dos TLRs contribui
significativamente para o desenvolvimento de doencas autoimunes, tuberculose, pancreatite
aguda grave, enterocolite necrosante, aterosclerose, doenca hepatica alcool induzida e hepatites
ndo alcoolicas (MANNI, 2015; MAJUMDAR, 2015).

A sinalizacdo dos TLRs parece modular a transformacéo do tecido ou de células que
sofreram por um processo de inflamacéao cronica e/ou agudo em lesdes pré-malignas (ZHANG,
2014; FURI, 2013).

Um estudo com cancer colorretal, neoplasia que esta fortemente associada a infec¢des
bacterianas e a inducdo de uma resposta inflamatdria crénica, demonstrou uma expressao
génica elevada de TLR1, TLR2, TLR4, TLR8 de células tumorais provenientes de pacientes
com CCR, em relacdo a células normais dos mesmos pacientes. Entretanto a expressdo génica
de MyD88, IFN-a, IL-6 e IL-8 das células tumorais ndo mostrou significante aumento em

relagdo as células normais (LU, 2014).
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Entretanto uma das principais vias ativadas pelos TLRs, a via MyD88 dependente esta
fortemente associada ao desenvolvimento de cancer colorretal (URONIS,2009), isto sugere que
ndo somente a via dependente de MyD88 é selecionada para levar ao desenvolvimento de
fatores tumorais (UEHORI, 2003). Entretanto, outras moléculas adaptadoras e proteinas
consideradas, como fatores de transcricdo de genes relacionado a inflamacdo, as quais sdo
recrutadas para a ativacdo da resposta downstream iniciada pelos TLRs também estdo
associadas ao desenvolvimento tumoral (KAWAI, 2004).

Outros dois estudos mostraram que a ativagao do TLR via MYD88 induzida por PAMPs
esta relacionada a uma gravidade da colite crbnica, que por sua vez mostrou-se diretamente
correlacionada com o desenvolvimento de cancer colorretal e com a progressédo de adenoma
para carcinoma invasivo (LI, 2014; FURI,2015).

Além de associagéo da expressdo de TLRs de moléculas adaptadoras que participam da
cascata de sinalizacdo celular, muitos ensaios clinicos tém mostrado a relacdo da super-
expressao de diversos tipos de TLRs a um pior diagndstico em diferentes neoplasias (LI, 2014).
Em cancer de pancreas a ativacdo de TLRs parece promover mecanismos que favorece a
invasdo tecidual por celulas tumorais, produzindo metastases o que esta intimamente

relacionado a um pior desfecho clinico (WEN, 2013).

Além disso, sabemos que existem alteracGes genéticas, como variaces de
polimorfismos de nucleotideo unico (SNP) em genes de TLRs que podem influenciar tanto na

incidéncia, quanto na severidade e desfecho de doencas (SOPHIA, 2015).

Muito conhecimento tem sido produzido sobre TLRs quanto a sua a expressao génica,
a sua associacdo com fatores prognosticos e fatores de risco, a seus ligantes e sua ativacdo em
algumas neoplasias malignas. Entretanto, pouco se sabe quanto ao seu papel em relacdo as
leucemias pediatricas, principalmente LLA. Sabemos que células B precursoras de leucemia
linfoide aguda (CBP-LLA) expressam os TLR1, TLR2, TLR3, TLR4, TLR5, TLR6, TLR7 e
TLR9, no entanto ndo se sabe se a expressdo elevada dos TLR3, TLR4 e TLR5 ocorre como
consequéncia da malignidade tumoral ou representa um fendtipo (CHIRON, 2008;
IACOBUCCI, 2012). Isso nos levou a estudar, primeiro, se ha expressdo desses receptores em
blastos leucémicos de pacientes com LLA, para posteriormente analisar 0 que essa expressao

possa significar em relacdo as caracteristicas clinicas.
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4 OBJETIVOS

Este trabalho visa avaliar a expressdo génica de Toll-like receptors (TRL2, TRL3 e
TRL4) em células B e T precursoras de leucemia linfoide aguda de pacientes com LLA em
momentos diferentes, DO (antes do tratamento) e D35 (apds primeiro bloco de tratamento -
inducgdo), com a finalidade de verificar se o tratamento oncoldgico interfere na expressao génica
desses receptores. Os momentos avaliados DO e D35 serdo constituidos dos mesmos pacientes.
Esta avaliacdo serd acompanhada da analise dos dados clinicos do paciente, tais como raca,

idade, classificacdo fenotipica, resposta ao tratamento, prognostico, entre outras variaveis.

4.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Auvaliar a expresséo génica de TRL2, TRL3 e TRL4 na reacdo em cadeia da polimerase.

e Correlacionar os resultados com os dados clinicos dos pacientes da Oncologia Pediatrica

do Hospital de Clinicas de Porto Alegre.

5 TRABALHO EXPERIMENTAL NA FORMA DE ARTIGO CIENTIFICO

Este trabalho experimental foi realizado no Laboratorio de Cancer e Neurobiologia do
Hospital de Clinicas de Porto Alegre sob orientacdo do Prof. Dr. Rafael Roesler e co-orientacéo

da Dré. Caroline Brunetto de Farias, durante o periodo de julho a dezembro de 2015.
Apoio financeiro: HCPA, FAPERGS, INCT e ICI-RS.

A revista escolhida foi a Blood, the Journal of the American Society of Hematology. A
escolha por essa revista foi baseada na sua vocacdo em investigar e divulgar, de forma clinica
e experimental, a area de hematologia, incluindo distarbios dos componentes sanguineos,

mecanismos de hemostasia, atividade vascular, imunologia e oncologia.

Fator de Impacto (2014): 10.452
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RESUMO

O céancer infantil representa cerca de 0,5 a 3% de todas neoplasias da populagcdo em
geral, apresentando incidéncia maior no sexo masculino. Os tumores infantis crescem
rapidamente e sdo mais invasivos do que as neoplasias adultas, entretanto, tendem a responder
melhor aos tratamentos e sdo considerados de bom progndstico. As leucemias correspondem a
30% dos tumores pediatricos constituindo as neoplasias mais frequentes em individuos com
menos de 15 anos. O tipo mais comum de neoplasia infantil, chegando a 79% de todos os casos
de leucemias, é a leucemia linfoide aguda (LLA). Este tipo de neoplasia é caracterizado por
formar um grupo heterogéneo de manifestacBes clinicas, na qual existe a substituicdo dos
elementos medulares e sanguineos normais por células imaturas, denominadas blastos, bem
como o acumulo destas em outros tecidos. Apesar dos avangos nos indices de cura, cerca de 25
a 30% das criancas apresentam recidiva da doenca. Receptores do Tipo Toll, do inglés, Toll-
Like Receptors (TLRs), se caracterizam como moléculas proteicas e componentes essenciais do
sistema imune. Por meio do reconhecimento de estruturas moleculares presentes em
organismos patogénicos, 0s TLRs sdo capazes de desencadear uma resposta dirigida a eliminar
esses patogenos e desenvolver uma memoria imunoldgica. Diversos estudos ja evidenciaram a
relacdo destes receptores com neoplasias malignas. Assim, o objetivo central desse trabalho é
avaliar a expressdo génica dos TLRs (TRL2, TRL3 e TRL4) em células leucémicas de pacientes
com LLA, nos momentos DO e D35, e correlacionar os resultados com os dados clinicos dos
pacientes. A relacdo entre a expressdo de TLRs e processos que propiciam a carcinogénese ja
foi identificada em outros tipos de tumores, bem como a associacdo dos TLRs a piores
prognosticos. Neste trabalho, foi evidenciada a presenca de tais receptores nos blastos
leucémicos em ambos momentos, e de fato foi verificado que houve um aumento da expressao
dos receptores TLR2 e TLR4 entre os momentos DO e D35, caracteristica essa observada
principalmente naqueles pacientes do grupo de alto risco. Outra caracteristica evidenciada foi
a maior expressao de TLR4 naqueles pacientes com fenotipo associado ao grupo de alto risco
para LLA. Além do conhecimento ja obtido nessa area, a relacdo entre TLRs e cancer ainda
precisa ser estudada em maiores detalhes, uma vez que muitos dos efeitos da ativacao dos TLRs

conduzem ora a efeitos pré-tumorais, ora a efeitos antitumorais.

Palavras-chave: Receptores do Tipo-Toll, Leucemia Linfoide Aguda, Tumores Pediatricos,

Leucemias Agudas, Cancer Infantil.
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ABSTRACT

The development of cancer during childhood represent about 0.5 to 3% of all cases of
cancer in the general population, and it is also noticeable the higher incidence in males.
Children's tumors grow quickly and are more invasive than for adults, however, these tumors
tend to respond better to the treatments and are considered to have a good prognosis. Leukemia
account for 30% of all pediatric tumors, constituting the most frequent type of cancer in people
under 15 years. The most common form of childhood cancer, reaching 79% of all cases of
leukemia, is the acute lymphoblastic leukemia (ALL). This form of neoplasia is characterized
by forming a heterogeneous group of clinical manifestations, in which there is a replacement
of normal bone marrow and blood components by immature cells, called blasts, as well as their
accumulation in other tissues. Despite advances in the complete cure rate, about 25-30% of
children having cancers suffer relapses of the disease. Toll-Like Receptors (TLRs) are proteins
which constitute essential components of the immune system. By recognizing molecular
structures present in pathogens, TLRs trigger a targeted response to eliminate theses pathogens
and to develop an immunological memory. Several studies have demonstrated the relationship
of these receptors with malignancies. Thus, the aim of this study is to evaluate the gene
expression of TLRs (TRL2, TRL3 and TRL4) in leukemic cells from patients with ALL, in the
D0 and D35 moments, and to correlate the results with clinical data of the patients. In other
studies, the relationship of TLRs with processes that can induce carcinogenesis, as well as
TLR’s association with a worse prognosis, has already been identified. We have demonstrated
through this study the presence of such receptors in leukemic blasts in both moments, and it
was also observed an increase in the expression of TLR2 and TLR4 receptors between DO and
D35 moments, a feature mainly observed in patients from the high risk group. Another
remarkable result was the greatest expression of TLR4 in patients with phenotype associated
with high risk for ALL. Despite of the already obtained results, it is still necessary clarify the
relationship between TLRs and cancer, once many of TLRs’ activation effects lead either to

pro-tumoral or to anti-tumoral pathways.

Keywords: Toll-Like Receptors (TLRs), Acute Lymphoblastic Leukemia (ALL), Pediatric

Tumors, Acute Leukemia, Childhood Cancer.
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INTRODUCAO

O cancer infantil representa cerca de 0,5 a 3% de todas neoplasias da populagédo em
geral sendo sua incidéncia maior no sexo masculino. Os tumores infantis crescem rapidamente
e sdo mais invasivos do que as neoplasias adultas, entretanto tendem a responder melhor aos
tratamentos e sdo considerados de bom prognéstico. Dentro desse grupo, a leucemia linfoide
aguda (LLA) é o tipo mais comum de neoplasia infantil chegando a 79% de todos os casos de
leucemias e cerca de um terco de todas as neoplasias malignas da crianca®.

Leucemias agudas sdo neoplasias primarias de medula Ossea caracterizadas por
formarem um grupo heterogéneo de doencas nas quais existe a substituicdo dos elementos
medulares e sanguineos normais por células imaturas ou diferenciadas, denominadas blastos,
bem como actimulo destas células em outros tecidos®. Atualmente, o diagnostico para LLA
integra caracteristicas morfologicas, citoquimicas, imunofenotipicas e citogenéticas como
detalhado pela classificagdo de neoplasias linfoides em 2008 pela organizagdo mundial de

saude®.

A avaliacdo morfoldgica do aspirado de medula 6ssea ou bidpsia, ainda hoje, representa
0 primeiro passo no diagnostico, para primeiramente diferenciar a LLA da LMA “. O critério
para diagnéstico de LLA é a presenca de 25% de blastos na contagem diferencial das células
nucleadas na medula Ossea. Entretanto, essas avaliacdes sdo limitadas para o diagndstico
preciso do tipo de LLA, uma vez que a partir do ponto de vista morfoldgico ndo € possivel
distinguir entre linhagem B ou T. Com a aplicacdo da técnica de Imunofenotipagem por
Citometria de Fluxo (IMF) foi possivel contornar esse problema, uma vez que, se possibilitou
identificar os antigenos de superficie, intracitoplasmaticos e nucleares pelo uso de anticorpos
monoclonais especificos (AcMo), além de caracterizar as células leucémicas quanto a sua

origem e grau de diferenciagao®.

Grandes avangos tem sido alcancados na sobrevivéncia de criangas e adolescentes com
cancer. Entre 1975 e 2010 a mortalidade decorrente do cancer infantil diminuiu por mais de
50%5’. Para LLA a taxa de sobrevivéncia de 5 anos aumentou nesse mesmo periodo de 60%
para aproximadamente 90%, para criancas com menos de 15 anos, e de 28% para mais de 75%,
para adolescentes entre 15 e 19 anos de idade®®. Todavia, apesar dos tratamentos atuais terem
alta efetividade, existe a possibilidade de ocorrer resisténcia a quimioterapia e além disso 0s
efeitos colaterais tardios consequentes da terapia causam déficit de crescimento, disturbios

relacionados & insuficiéncia cardiaca e danos neurocognitivos®.
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A quimioterapia é o principal tratamento dos pacientes com leucemia'®, com o objetivo
de eliminar as células leucémicas utilizando compostos quimicos combinados ou isolados. O
uso de farmacos isolados demonstrou ser um método ineficaz em induzir respostas
significativas, na maioria dos tumores, sendo atualmente de uso muito restrito. A
poliquimioterapia faz uso de diferentes combinagbes de quimioterapicos de eficacia
comprovada e tem como objetivo atingir populagdes celulares em diferentes fases do ciclo
celular através da acdo sinérgica das drogas. Essa estratégia terapéutica promove uma maior
resposta por dose administrada, ao mesmo tempo que ameniza os efeitos colaterais das drogas,
e diminui o desenvolvimento de resisténcial?.

Mesmo com todos os avangos da farmacoterapia, a multirresisténcia atinge um ndimero
significativo de pacientes que, por ndo apresentarem evolucdo no quadro clinico em resposta
a0 uso dos agentes terapéuticos, se encontram em uma situagio ainda mais vulneravel?. As
células tumorais podem apresentar uma resisténcia inerente ou adquirida, a qual pode existir
para qualquer tipo de farmaco e ser desencadeada por varios mecanismos, que podem atuar

individual ou sinergicamente®®.

Nesse contexto, a busca de terapias-alvo para o tratamento de leucemias pediatricas
envolve a identificacdo e a caracterizacdo de novos agentes moduladores da sinalizagdo como
possiveis compostos antitumorais. Alguns desses alvos emergentes tem sido objeto de

investigacdo em nosso grupo de pesquisa.

A primeira evidéncia de um efeito antitumoral a partir da ativacao do sistema imune por
agentes infecciosos foi obtida no inicio do seculo XVIII, quando mostrou-se que infeccbes em
pacientes com cancer podem ter levado a remissdo de malignidades'®. William B Coley, um
cirurgido de Nova lorque observou que injecdes repetidas de uma mistura de toxinas bacterianas
atuaram como um eficiente agente antitumoral®®. Mais tarde com a descoberta dos Toll-like
receptors (TLRs), dos seus ligantes e de suas vias, foi demonstrado que fatores derivados de
microrganismos agem estimulando TLRs, os quais sinalizam e ativam respostas imune

adaptativa e inata, potencializando a imunidade antitumoral®.

Receptores do tipo Toll, do inglés, Toll-like receptors (TLR), sdo receptores que
pertencem a uma familia de receptores evolutivamente conservados, que sdo responsaveis pelo
reconhecimento de padrdes moleculares associados a organismos patogénicos, do inglés,
pathogen-associated molecular patterns (PAMPSs), e de padrGes moleculares associados ao
dano, do inglés, damage-associated molecular patterns (DAMPs). Atualmente, 13 membros de
TLRs foram identificados em humanos e em ratos e sendo que todos eles apresentam pequenas

diferencas nas cadeias de amino4cidos que compdem as proteinas que os formam. Por causa
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dessas diferencas nas estruturas das sequéncias proteicas, cada TLR é capaz de reconhecer
classes diferentes de moléculas bioldgicas presentes em diversos microrganismos como, por
exemplo, LPS, lipoproteinas, flagelina, peptideoglicana e DNA!"8, Quanto a sua localizagéo,
sabe-se que existem 11 tipos de TLRs expressos em humanos na superficie da membrana celular
ou em endossomos. TLR1, TLR2, TLR4, TLR5 e TLR6 sdo expressos na superficie da
membrana celular, enquanto que as formas TLR3, TLR7, TLR8 e TLR9 estdo presentes no
interior de endossomos!®. O reconhecimento de uma gama de estruturas moleculares de
organismos microbiologicos pelos TLRs leva a ativacdo de uma cascata de sinalizacdo
intracelular, a qual induz a ativacdo de genes envolvidos na defesa contra organismos
patogénicos, que codificam citocinas e quimiocinas pro-inflamatorias?®. Entretanto, fatores
necessarios para combater infecgdes e controlar a homeostase fisioldgica, tais como a resposta
imune e a inflamag&o, constituem também fatores envolvidos no desencadeamento de processo
de carcinogénese. A reacdo inflamatoria se destaca pois parece ser capaz de afetar todas as fases
do desenvolvimento tumoral, incluindo a iniciacdo do tumor, a promogéo, a invasdo e a
disseminacdo de metastases. Notavelmente, todas as etapas ocorrem sem que 0 sistema imune
sinalize uma resposta adequada, da forma que geralmente responde em frente a um processo

reconhecido como nocivo?l,

O ponto-chave dessa resposta atipica ao processo inflamatorio em células tumorais esta
no fato de que a inflamacdo age como um estressor celular, levando ao dano do DNA ou a
instabilidade epigenética. Ambas as vias intrinseca e extrinseca agem como fatores
carcinogénicos, sendo que a via intrinseca conduz principalmente a mutagdes que levam a

ativacdo de oncogenes, bem como inativagio de genes supressores tumorais?2.

O microambiente tumoral associado ao processo de inflamacdo induz um mecanismo
especifico nas células tumorais, que faz com que o sistema imune tolere o crescimento dessas
células e a formacdo de metastases. Dessa forma, o sistema imune € incapacitado a agir contra.
Além disso, estudos tém mostrado que a ativacdo do TLR4 sinaliza através de vias que
promovem a invasao do tumor, resisténcia a apoptose, resisténcia a quimioterapia, progressao

tumoral e metéastase?®2*,

Em céancer colorretal, os receptores TLR2 e TLR4, que normalmente regulam a
inflamac&o, quando presentes de forma elevada?®?® podem levar a, no minimo, uma inflamagéo
crbnica. Esse processo cronico possivelmente esta correlacionado ao inicio do desenvolvimento
tumoral e a posterior transformagdo em tumores mais agressivos?’. A via que conduz a

capacidade aprimorada do tumor em adquirir um comportamento metastatico ainda permanece
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ndo esclarecida, porém sabe-se que em algumas neoplasias, um dos fatores é a superexpressdo
do TLR4%,

Contudo, a sinalizacdo mediada pelos TLR ¢ dirigida ora para supressdo de células de
tumor, ora para bloqueio de mecanismos pré-apototicos. Essa resposta é dependente do
contexto e influenciada por muitos fatores intra e extracelular, tais como os tecidos envolvidos,
microambiente envolvente, fundo genético e estagio de desenvolvimento do tumor. No entanto,

para a descricdo mais detalhada das vias, ainda sdo necesséarios mais estudos?*.

Nos ultimos anos, tem se estudado incansavelmente 0os mecanismos relacionados a
carcinogénese com énfase no envolvimento do sistema imune. Os TLRs tém sido revelados
como fatores centrais, devido aos seus efeitos antitumorais, como o aumento da resposta
downstream da producéo de citocinas inflamatorias. Apesar do fato que as células tumorais tém
a capacidade de burlar o sistema imune, quando 0 mesmo € capaz de as reconhecer por meio de
células apresentadora de antigenos (APC), como as celulas dendriticas, € dado inicio a uma
resposta antitumoral com um grande potencial de eficacia?>*®. Esse efeito foi observado num
estudo em modelo de cancer de mama em camundongos, que analisou a atividade do TLRA4.
Nesse estudo, a administracdo de um agonista do TLR4, Immunomax®, resultou na melhora

da capacidade anti-tumoral de células natural killer (NK)3L,

Entretanto, como ja mencionado, as células tumorais produzem sinais inibitdrios
capazes de bloquear o seu reconhecimento pelas células que formam a primeira linha de defesa
imune, levando a uma tolerancia imunoldgica que facilita a progressdo tumoral®?. Ainda sdo
necessarios estudos para elucidar o papel dos TLRs como agentes antitumorais, bem como o

mecanismo pelo qual as células tumorais conseguem se sobressair sobre o sistema imune.

A associacdo dos TLRs com a ativacdo de mecanismos que propiciam a carcinogénese,
bem como processos que levam a uma maior malignidade do tumor, tém sido estudados com
mais entusiasmo. A partir dessas abordagens se observou ndo so o processo de inflamacéo, ja
revelado bastante envolvido no processo de transformacédo maligna, mas também outros efeitos
caracteristicos que levam a esse processo, tais como ativacdo de mecanismos anti-apoptaticos,
sinais que aumentam o processo proliferativo (desequilibrado) e processo fibrogénico, tanto nas
células tumorais, ou pré-malignas, quanto no microambiente tumoral®®. Nesse contexto, um
segundo padrdo de resposta foi analisado na ativacdo de TLR4, pelo qual se observou que a
sinalizacéo através de TLR4, além de inibir, levou ao crescimento do tumor e a formacgéo de
metéastases, através de vias que aumentam a angiogénese, a permeabilidade vascular e a

posterior invasio3* 3.
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A ativagdo dos TLRs tem sido estudada ndo so através da analise desse receptor, mas
também das moléculas adaptadoras que compdem as cascatas de sinalizagéo intracelular e por
qual tipo de molécula o TLR ¢é ativado®. Muitos estudos tém mostrado que a via downstream,
que tem como molécula adaptadora o MyD88, parece estar muito associada a resposta que
promove a carcinogénese®’. Esse efeito foi observado em um estudo no qual, apds a delecdo do
gene do Myd88, se obteve uma deplecdo da ativacdo do TLR4, posteriormente reduzindo o

desenvolvimento do cancer colorretal. 383°

O efeito global dessa sinalizacdo é a regulagdo positiva de diversos fatores de
transcricdo, que leva a producéo de citocinas e quimiocinas inflamatérias com capacidade pro
tumoral (IL-1B, TNF-a, IL-6). A atividade dessas moléculas pro-inflamatérias depende do NF-
kB, importante fator de transcri¢do envolvido nos processos de sobrevivéncia celular,

inflamacéo, resposta imune e bloqueio da apoptose*®4L,

Em outros estudos verificou-se que pacientes com mieloma maltiplo (MM)
desenvolveram uma alta expressdo de receptores TLR2, TLR4, TLR7 e TLR9*. Além disso,
ao analisar dados clinicos desses pacientes juntamente com analises de microarranjo, foi
observado que a superexpressdo de TLR4 estava associada a um pior progndstico*®. Ainda
existem poucos estudos com TLRs e leucemias. Ainda assim, um estudo revelou a expressao
de células B precursoras de leucemia linfoide aguda (CBP-LLA). Esse trabalho demonstrou
que existe a expressdo de TLR1, TLR2, TLR3, TLR4, TLR5, TLR6, TLR7 e TLR9 mas, no
entanto, ndo se sabe se a expressdo elevada de TLR3, TLR4 e TLR5, encontrada em algumas
amostras, ocorre como consequéncia da malignidade tumoral ou representa um fenotipo*44°.
Além disso, a ativacao dos receptores TLR2 e TLR9 mostrou melhorar a resposta imune, por
ativar linfocitos T através da producio de IFN-y*4’. Por outro lado, a taxa de renovagéo celular
das CBP-LLA ndo se alterou na presenca de ligantes para TLR2, TLR7 e TLR9, apesar de

mudanca na expressdo de marcadores de superficie celulart’#8,
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MATERIAIS E METODOS

Critérios de Inclusdo de Pacientes

Pacientes pediatricos (zero a 18 anos) diagnosticados com LLA no Servico de
Oncologia Pediatrica do Hospital de Clinicas de Porto Alegre, foram incluidos no estudo
mediante assinatura de Termo de Consentimento Livre e Esclarecido pelo paciente e/ou seu
responsavel. Para realizacdo dos experimentos, 26 pacientes foram analisados em seus

momentos DO e D35.

Coleta de Sangue e Medula Ossea

As coletas de sangue periférico e medula ¢ssea dos pacientes foram realizadas apenas
quando solicitadas pelo servico medico, para avaliagdo de parametros clinicos do paciente,
minimizando assim possiveis riscos e desconfortos. Estas avaliacfes acontecem, geralmente,
no momento do diagndstico (antes do inicio do tratamento, dia zero; D0) e apds o inicio do
tratamento, nos dias 14 (D14), dia 28 (D28) e dia 35 (D35). O momento D35 corresponde ao
final do término da inducdo (primeira fase do tratamento de quimioterapia para LLA). Neste
periodo pode se verificar se 0 paciente reagiu ao tratamento, analisando a presenca da doenca

residual minima (DRM).

Estima-se que todos os pacientes que coletarem ao diagnostico passardo pelas proximas
etapas de coleta, entretanto esse ndo € um critério de exclusdo, qualquer paciente diagnosticado
com LLA, poderd ser eletivo para o estudo independente do momento que for incluido,

completando os pacientes do seu grupo.

Foram coletados 4 mL de sangue periférico e/ou 4mL de medula 6ssea em tubos a vacuo
com EDTA para posterior processamento no Laboratorio de Cancer e Neurobiologia. Apds a
coleta no tubo, é separado um volume da amostra (cerca de 300uL) em um tubo eppendorf de
1,5 mL o qual é destinado para extracdo de RNA total, sendo o volume restantes utilizado para

analises de outros parametros.
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Extracdo de RNA total

Para a extracdo de RNA total foi utilizado o kit PureLink® RNA Mini Kit, Life
Technologies®. Os reagentes que compde o Kit sdo: tampéo de lise, tampdes de lavagem | e I,
RNase livre de agua, filtros, tubos eppendorfs e tubos de spin. O processo de extracdo de RNA
total é constituido de inumeras etapas, sendo a primeira dela a lise celular para posterior
liberagdo do material citoplasmatico e tambeém do interior do nucleo. Nesta etapa o constituinte
principal do tampdo de lise, 0 isotiocinato de guanidina promove a lise celular. Apds essa
primeira fase é feita uma centrifugacdo a 12.000 rpm por 2 minutos para precipitar o material
mais pesado (proteinas e outras particulas), e deixar no sobrenadante o material mais leve
(RNAs e DNA). As etapas seguintes consistem em separar 0 RNA total desse material que
estava no sobrenadante, através das etapas de lavagens posteriores com os tampdes utilizando
0 tubo de spin com filtro em multiplas centrifugacdes. Nessas etapas € eluido o DNA e outras
particulas contaminantes, permanecendo no tubo de spin (no filtro) o RNA total. A tltima etapa
consiste na eluicdo do RNA total do tubo de spin com a RNase livre de agua para um tubo
eppendorf para posterior armazenamento a -80°C, tratamento com DNase, quantificacdo no

Nanodrop® e processamento do cDNA.

Expressdo do RNAm pela técnica de RT-PCR

O RNA total proveniente da extracdo foi quantificado utilizando o equipamento
NanoDrop®21000 nas absorbancias de 260 e 280nM. Essas absorbancias sdo escolhidas pois
elas permites quantificar o RNA presente na amostra e também permites de certa forma

caracterizar o material presente de acordo com a presenca de contaminantes (DNA e proteinas).

Para a reagdo de transcriptase reversa, 0,5 pg de RNA de cada amostra foi
homogeneizado ao SuperScript TM 11 First-Strand Synthesis SuperMix (Invitrogen), conforme

o procedimento descrito pelo fabricante.

O RNA mensageiro (mRNA) foi amplificado usando os primers de B-actina, TLR2,
TLR3 e TLR4 (todas as sequéncias foram desenhadas de acordo com Gen Bank). As sequéncias
dos primers utilizados sdo: B-actina, 5° -AAACTGGAACGGTGAAGGTG- 3’ (forward) e 5°
-AGAGAAGTGGGGTGGCTTTT- 3’ (reverse); TLR2, 5° -ATTGTGCCCATTGCTCTT- 3’
(forward) e 5 - CTGCCCTTGCAGATACCATT- 3° (reverse); TLR3, 5 -



58

TTCCAGAGCCGTGCTAAGTT- 3’ (reverse) e 5 - AGCCTTCAAGCACTGATGCT- 3’
(forward); TLR4, 5 - CAGGGCTTTTCTGACTCGTC- 3* (reverse) e 5 -
TGAGCAGTCGTGCTGGTATCC- 3’ (forward). A expressao de -actina foi utilizada como

um controle interno.

Todas amostras foram constituidas de um volume total final de 15ul usando 35 ciclos
para amplificacdo que consistirdo em 1 min a 95°C, desnaturacgdo a 94°C por 30s, anelamento
a 60°C por 30s, e extensdo dos primers a 72° C por 45s, seguido por uma extensao final a 72°C
por 10 min. Os produtos da reacdo de PCR foram aplicados no gel de agarose 1% seguindo a
técnica de eletroforese. A corrida de eletroforese foi realizada em gel de agarose 1%, contendo
GelRed TM 10X (Biotium, USA) e visualizado em luz ultravioleta. O tamanho dos fragmentos
foi confirmado usando Low DNA Mass Ladder (Invitrogen) e a expressao relativa de cada
primer determinada por densitometria usando o software ImageJ 1.45 para Windows®.

RESULTADOS

Os 26 pacientes diagnosticados com LLA, pela equipe médica do servigo de Oncologia
Pediatrica do Hospital de Clinicas de Porto Alegre, que foram incluidos no estudo, todos
apresentaram expressao génica para o0s receptores testados, tanto no momento DO, quanto no

momento D35.

Figura 1. Reacdo de RT-PCR apresentou expressdao dos RNAm B-actina, TLR2, TLR3
e TLR4 em ambos momentos DO e D35 por RT-PCR. Os produtos do PCR medem
759pb, 657ph, 602pb, 550pb

Tamanho DO D35 Primer

759pb I II I B-Actina
657pb E g TLR2

602pb m D TLR3
o EAET

Fonte: Autor, 2015.
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Os 26 pacientes foram distribuidos em grupos e/ou em blocos de tratamento em relagéo
a classificagdo de risco da doenca, de acordo com critérios médicos e caracteristicas do paciente.
Os grupos de classificacdo séo de risco baixo, intermediario e alto; sendo que 0s grupos baixo
e alto tém mais duas subclassificagdes as quais ndo serdo utilizadas. Os pacientes foram
colocados em grupo em ralagdo ao seu risco, uma vez que foi utilizada a mesma classificacéo
do servico médico. Dos 26 pacientes, 16 estdo no grupo de alto risco, 6 estdo do grupo
intermediario e 4 no grupo de baixo risco. Além dessa classificacdo, separamos 0s pacientes de
acordo com a linhagem celular (B ou T). Dentre 0s 26 pacientes, 21 sdo de linhagens de células
B e 5 pacientes de linhagem células T, dos quais 4 estdo no grupo de alto risco, padrdo este

verificado na literatura.

DISCUSSAO

A interacdo entre os tumores e 0 seu microambiente tumoral, e porque ndo dizer também
imunologico, é complexo e dificil de decifrar, mas a sua compreensao é de suma importancia
para o desenvolvimento de novos marcadores de progndstico e estratégias terapéuticas. As
células tumorais desenvolvem sistemas de autorregulacdo e também de protecdo, se
sobressaindo sobre o sistema imunoldgico. Esse mecanismo anti-imunogénico é a chave para
compreender o microambiente tumoral e imunologico e também para o desenvolvimento de

estratégias terapéuticas baseadas na imunoterapia.

N&o so a presenca de certos TLRs em cancer confere um pior prognostico, mas também
toda a maquinaria de moléculas adaptadoras que participam da resposta intracelular desses
receptores esta envolvida, bem como suas respostas extracelulares. Dentre as respostas
celulares, observa-se que, a partir da ativacdo dos TLRs, ha uma consequente resposta
inflamatdria e imunoldgica, assim como mecanismos que promovem angiogénese, proliferacao,
permeabilidade e sobrevivéncia celular. O efeito global dessa ativacdo favorece a invasao
tecidual, a formacao de metastases e a criacdo de um microambiente tumoral ideal, propiciando
condicdes para a expansao do tumor. Além disso, a prépria reacdo inflamatoria causada pela
via ativada por TLRs é um fator que aumenta a lesdo tecidual, uma vez que as células saudaveis

sdo destruidas e as células tumorais parecem ser mais imunes a esse processo.

Ainda ndo estdo esclarecidos por quais mecanismos 0s TLRs promovem o crescimento

celular e a prépria diferenciacdo celular, processos que ocorrem em células de origens linfoide
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e mieloide. Ademais, ndo se sabe descrever qual a diferenca desses mecanismos em células
normais e em células tumorais.

Ao avaliar a expressdo de TLR2, TLR3 e TLR4, em valores absolutos, verificamos que
houve um aumento dos valores da média e da mediana da expressao relativa desses receptores
em relagdo aos momentos DO e D35. Esse aumento ndo foi considerado estatisticamente
significante. Entretanto, em relacdo ao TLR2, verificou-se que esse aumento foi menor nos
pacientes incluidos no grupo de alto risco do que naqueles que compdem os grupos de baixo
risco e intermediario (p<0,05). Quanto ao TLR4, foi encontrada uma relacdo em que 0 aumento
da expressao foi maior nos pacientes dos grupos de risco intermediario e alto do que no grupo
de baixo risco (p<0,05). Teste Chi-Quadrado. A respeito do momento D35, mostrou-se uma
correlacdo entre os valores da expressdo relativa do TLR4, isto é, valores acima do que a
mediana desse grupo (expressdo de TLR4 no momento D35) e a linhagem celular ou o tipo de
LLA que confere uma caracteristica de pior progndstico, isto &, a caracteristica que é utilizada
para definicdo do grupo de risco da LLA (p<0,05). Teste de correlagdo de Pearson

Por outro lado, ao analisar os valores de expressdo dos receptores corrigidos pela -
actina, foi observado uma diferenca na expressao dos TLR entre os momentos DO e D35, apenas
para 0s TLR2 e TLR4 (p<0,05). Teste de Wilcoxon.

Figura 2. O grafico mostra a média em valores corrigidos pela B-actina dos TLRS nos

momentos DO e D35. * Houve diferenca estatistica entre os momentos DO e D35.

1.5

Expressdo Relativa de TLRs

Expressdo relativa (normalizada pela B-actina)

Fonte: Autor, 2015.
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Em relacdo ao TLR4, quando realizada uma analise por grupos de risco, baixo,
intermediario e alto; foi observado que ha diferenca da expressdo deste receptor entre os
momentos, isto &, foi observado um aumento da expressdo entre momentos DO e D35 (p<0,05).
Teste T Student.

Figura 3. Grafico da expressdo relativa de TLR4 corrigida pela B-actina do TLR4 entre
0s momentos DO e D35 por grupo de riso, baixo, intermediério e alto. * Houve um

aumento da expressdo de TLR4 entre DO e D35 nos pacientes do grupo de alto risco.
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Fonte: Autor, 2015.
CONCLUSOES

Esse trabalho revelou que pacientes diagnosticados com LLA apresentam expressdo de
TLR2, TLR3 e TLR4, entretanto, ndo podemos afirmar se essa expressao esta aumentada em
comparacdo a células normais. Além disso, ndo podemos afirmar se os TLRs ativam vias que
promovem resisténcia ao tratamento, bem como ndo podemos demonstrar uma relacédo entre a
expressdo dos TLRs e o fenétipo da leucemia. E importante a realizacdo de um estudo a longo
prazo, onde serd necessario aumentar o nimero de amostra, bem como analisar outros

momentos do tratamento além de DO e D35.
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Esse estudo foi notavel ao evidenciar o aumento da expressdo dos TLR2 e TLR4 em
relagdo aos momentos DO e D35, e também revelou sua importancia ao demonstrar a correlacdo
entre a expressao de TLR4 e o fendtipo de LLA incluido no grupo de alto risco. N&o ha como
dizer se o tratamento farmacoldgico interferiu no padréo de expresséo génica. Embora tenha se
observado um aumento da expressao de TLRs, esse aumento néo foi significativo o suficiente

para justificar uma conclusdo estatisticamente confiavel.

PERSPECTIVAS

Ainda se faz necesséria a realizacao de mais estudos para compreender o papel do TLRs
nas leucemias pediatricas, bem como se sua presenca (elevada ou ndo) acarreta em um fenotipo
diferenciado. Além disso é importante realizar uma analise da expressdo génica destes TLRs
em células normais de individuos saudaveis para introduzir um grupo controle negativo mais
representativo, afim de que seja possivel fazer um estudo de comparacao entre as expressdes
em individuos saudaveis e pacientes com LLA. E fundamental a realizagio de um estudo a
longo prazo, onde sera necessario aumentar 0 numero de amostra, verificar se TLRs ativam
mecanismos de resisténcia, e investigar se existe algum mecanismo de acdo que leve a uma
resposta antitumoral de relevancia clinica, por meio de agonistas ou antagonistas, bem como

analisar outros momentos do tratamento além de DO e D35.
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