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RESUMO
INTRODUCAO: taxas de sobrevida para leucemia linfoblastica aguda (LLA) pediétrica
ultrapassam 90%. Contudo, esse fato tem sido associado a um numero crescente de
sobreviventes em risco de toxicidade relacionada ao tratamento. Déficits cognitivos estao
entre as sequelas, mesmo que o tratamento ndo inclua radioterapia. Mecanismos especificos
nao estdo completamente esclarecidos, mas o metotrexate (MTX), usado via intratecal para
profilaxia da doenca no sistema nervoso central, pode estar envolvido. O fator neurotrofico
derivado do cérebro (Brain-derived neurotrophic factor- BDNF) é essencial para as funcdes
cognitivas e para a consolidacdo da memoaria, e niveis reduzidos dessa neurotrofina tém sido
associados a déficits cognitivos. Aumento do estresse oxidativo e desregulacdo das citocinas
também podem estar associados a déficits cognitivos. OBJETIVOS: O presente trabalho se
propde a estudar os niveis de BDNF, citocinas (IL-6 e IL-10), marcadores de estresse
oxidativo (substancias reativas do &cido barbitarico- TBARS- thiobabituric acid reactive
substances e contetudo de proteina carbonil), e testes cognitivos durante o tratamento da
leucemia linfoblastica aguda, buscando relacdes entre esses e o tratamento com MTX
intratecal, na tentativa de esclarecer os mecanismos dos déficits cognitivos apresentados
pelos sobreviventes dessa doenca. METODOS: estudo de caso-controle aninhado numa
coorte. Sessenta e dois espécimes de sangue foram coletados de 8 criancas e adolescentes
com LLA durante o tratamento com um protocolo baseado no BFM 2002. Foram utilizadas
amostras de sangue de um banco de controles ja autorizado para pesquisa. Foram dosadas
as concentracdes séricas de BDNF, citocinas (interleucina 6 e 10), e conteudo de proteina
carbonil antes e 72 horas ap0s a administragdo de MTX intratecal, ao diagnéstico, apés a
remissao completa, e no protocolo M ( fases de altas doses de MTX). Foram aplicados WISC-
IIl ou WIPPSI- R no diagndstico e 6 meses apés. RESULTADOS: Logo ap6s o diagndstico, 0s
niveis séricos de BDNF foram mais baixos nos pacientes do que nos controles (p<0,001), mas
essa diferenca desapareceu quando a doenca foi controlada. Os niveis de BDNF e TBARS

dos pacientes ndo se alteraram de forma significativa 72 horas apos a administracdo
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intratecal de MTX. O conteudo de proteina carbonil foi mais baixo nos pacientes apds a
remissao. A IL-6 persistiu mais elevada nos pacientes do que nos controles mesmo no
protocolo M, fase de doses elevadas de MTX (p< 0,05). Testes psicoldgicos para funcéo
cognitiva revelaram que houve uma reducdo dos QI totais em 6 meses, porém com
permanéncia ha média ou acima dessa, sendo que o TESTE para memaria mostrou melhora,
exceto para uma paciente. CONCLUSOES: primeiro estudo que relaciona niveis de BDNF de
criancas e adolescentes com LLA com o tratamento por MTX intratecal. A hipo6tese inicial ndo
foi confirmada: o tratamento com MTX IT ndo reduziu o BDNF e ndo aumentou o TBARS em
72 horas. Foram encontrados niveis de BDNF diminuidos criancas com LLA em relacdo aos
controles. Ao diagnéstico, os niveis de IL-6 e de IL-10 estavam significativamente mais
elevados nos pacientes do que nos controles e a IL-6 permaneceu elevada. Os testes
cognitivos mostraram uma reducdo dos QI totais em 6 meses, porém com permanéncia na
média ou acima dessa. Os resultados desse estudo sugerem que nao ha alteracbes
significativas nos niveis séricos de BDNF e TBARS ap0s a administracao intratecal de MTX.
Sugerem também que existe uma reducdo dos niveis de BDNF na LLA, e um estado
inflamatorio persistente.

Palavras-chave: leucemia, estresse oxidativo, BDNF.

ABSTRACT

BACKGROUND: Overall survival in pediatric acute lymphoblastic leukemia (ALL) is above 90%.
However this fact has been associated with a growing number of survivors at risk for treatment-
related toxicity. Cognitive deficit are among these effects, even with no cranial radiation. Specific
mechanisms are not fully understood, but intrathecal methotrexate (MTX), used for nervous system

prophylaxis may be involved. Brain-derived neurotrophic factor (BDNF) is essential for memory
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consolidation and cognitive functions and reduced levels of this neurotrophin have been associated
with cognitive deficits. Increased oxidative stress and cytokine deregulation also can be associated
with such deficits. OBJECTIVES: the propose of this paper is to study BDNF levels, cytokines (IL-
6 and IL-10), oxidative stress markers (thiobarbituric acid reactive substances- TBARS and protein
carbonylation) and cognitive tests during pediatric ALL, searching relations between these and
intratecal MTX treatment, trying to clear mechanisms involved in cognitive deficits that affect
survivors. METHODS: Case-control study in a cohort. Sixty two samples of peripheral blood
were obtained from 8 pediatric ALL patients during treatment with BFM-2002-based protocol and
40 samples of a control bank of pediatric sample already authorized. We measured serum
concentrations of BDNF, TBARS, protein carbonylation, IL-6 and IL-10 before and after intratecal
MTX at diagnosis, after complete remission and at M protocol (high MTX doses). A psychologist
evaluated WISC-III or WIPPSI-R tests at diagnosis and 6 months later. RESULTS: At diagnosis,
BDNF levels were lower in patients than in controls (p<0,001), but this differences disappeared
when the disease was under control. BDNF and TBARS levels in patients showed no significant
changes 72 hours after intratecal MTX. Serum protein carbonylation was lower in patients after
remission. IL-6 persisted higher in patients than in controls (p< 0,05) even after M protocol. WISC-
Il or WIPPSI-R showed that total 1Qs reduced after 6 months but persisted at average or above.
WISC or WIPPSI-R subtest for memory showed improvement, except for one patient.
CONCLUSIONS: first study correlating BDNF levels in children and adolescents with intratecal
MTX treatment. Initial hypothesis was not confirmed: MTX treatment did not reduce BDNF and did
not increase TBARS after 72 hours. This study suggests that there are reduced levels of BDNF in
ALL and that treatment is effective in reversing this condition. Psychological tests revealed that
memory and 1Q was preserved 6 months later. Additionally, data suggest that there is a state of

persisted inflammation.

KEYWORDS: leukemia, brain-derived neurotrophic factor, oxidative stress, methotrexate,

cognitive functions
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1 INTRODUCAO

Leucemia Linfoblastica Aguda (LLA) é a neoplasia maligna mais comumente diagnosticada
em criancas, representando quase um terco de todas as neoplasias malignas pediatricas. A
incidéncia anual da LLA nos Estados Unidos € de 3,7 a 4,9 casos por 100 000 criancas de zero a 14
anos de idade, com pico de incidéncia em criancas de 2 a 5 anos (VIKRAMJIT, 2012).

Os avangos no diagndstico e tratamento permitiram que as taxas gerais de cura para criangas
com LLA atingissem 90%, e a sobrevida livre de evento para os pacientes de alto risco,
aproximadamente 65% (RIBERA & ORIOL, 2009).

Multiplos fatores tém contribuido para essa melhora, incluindo a melhor compreensédo da
imunobiologia da LLA e da carga de doenca, reconhecimento de santudrios e integracdo da
profilaxia pré-sintomatica do sistema nervoso central (SNC), uso de drogas efetivas e intensificacdo
do tratamento, delineamento dos fatores progndsticos com tratamentos adaptados a classificacéo de
risco e melhoras nos cuidados de suporte (SEIBEL, 2008).

Um marco importante ocorreu nos anos “60”, quando se iniciou o tratamento da leucemia
do SNC e ap0s, a profilaxia com irradiacdo craniana e quimioterapia intratecal para evitar a doenca
oculta. Nos anos “90”, comec¢ava a aplicagdo da biologia molecular e um sistema uniforme de
classificacdo de risco. Um grupo de investigadores europeus de Berlin, Frankfurt e Munster criaram
0 protocolo BFM que usa uma terapia poés-inducdo (consolidacdo) com altas doses e multiplos
agentes. Essa abordagem resultou numa melhora significativa na sobrevida, especialmente para 0s
pacientes com alto risco de recaida (SEIBEL, 2008).

O uso de tratamento adaptado ao risco melhorou as taxas de cura e, a0 mesmo tempo,
limitou a toxicidade da terapia (PUI & EVANS, 1998; SCHRAPPE et al, 2000; SILVERMAN et
al, 2001).

Por outro lado, esses fatos estdo levando a um namero crescente de sobreviventes, que estdo

em risco de efeitos adversos do tratamento, comprometendo a saude e a qualidade de vida. Um
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desses efeitos adversos € o déficit cognitivo, que tem sido documentado em meta-analises recentes,
como a de Campbell et al. (2007), Peterson et al. (2008) e Robinson et al. (2010).

O presente trabalho se propde a estudar os niveis do fator neurotrofico derivado do cérebro
(brain-derived neurotrophic factor- BDNF), citocinas e marcadores de estresse oxidativo durante o
tratamento da leucemia linfoblastica aguda, buscando relagbes entre esses e o tratamento com
metotrexate intratecal, na tentativa de esclarecer os mecanismos dos déficits cognitivos

apresentados pelos sobreviventes dessa doenca.



21

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 LEUCEMIA LINFOBLASTICA AGUDA

A LLA ¢é uma neoplasia maligna cuja etiologia permanece, em grande parte desconhecida,
embora alguns casos se associem a sindromes genéticas (por exemplo, a Sindrome de Down) ou
imunodeficiéncias congénitas (por exemplo, a Sindrome de Wiscott-Aldrich e a ataxia-
teleangectasia) (PUI & EVANS, 1998).

Na LLA, uma célula progenitora sofre uma alteracdo genética, levando a uma proliferacao
sem controle, e parada na maturacdo de células progenitoras linféides (linfoblastos) na medula
0ssea. Dependendo de onde a célula se desviou para uma proliferacdo descontrolada, o clone terad
um padrdo de antigenos/imunoglobulinas que podem ser determinados na citometria de fluxo. Esse
fato determina que a LLA seja uma doenca heterogénea, consistindo de varios subtipos que diferem

marcadamente em sua resposta ao tratamento (PUI & EVANS, 1998). Fig 1.
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Fig 1. Leucemia, subtipos.

LMA Leucemia Mieldide Aguda, LMC Leucemia Miel6ide Cronica, LLA Leucemia Linfoblastica Aguda, LLC

leucemia Linfoblastica Cronica, NK natural killer.

A Organizacdo Mundial da Satude (OMS) classifica a LLA como: pré B, B comum, pré-B e
B madura (Burkitt). Esses subtipos refletem o estdgio de maturacdo da célula
leucémica (VARDIMAN et al, 2009).

LLA B corresponde a 80 % das LLA na infancia e envolve linfoblastos que tém a expressado
na superficie de dois ou mais antigenos associados a linhagem B (CD 19, CD 20, CD 24, CD 22,
CD 21 ou CD 79). CD 10 é comumente expressado, 0 que o torna um marcador diagndstico util.
Obs: Na imunofenotipagem, cada antigeno recebe uma designacdo de acordo com a sua expressao:
CD cluster of differentiation (CRAIG & FOON, 2008).

LLA T ¢é identificada pela expressdo de antigenos de superficie associados as células T,
sendo que o CD3 ¢ especifico. CD2, CD7, CD5 também estdo associados (CRAIG & FOON,
2008).

A abordagem contemporanea ao diagnostico da LLA pediatrica requer uma gama extensa de
procedimentos, incluindo morfologia, imunofenotipagem, citogenética e diagnoéstico molecular,
além da avaliacdo clinica (CRAIG & FOON, 2008).

O progndstico na LLA depende de caracteristicas clinicas e laboratoriais e do tratamento. A
avaliacdo do risco inclui caracteristicas clinicas (idade e contagem de leucdcitos), caracteristicas
biol6gicas dos blastos leucémicos, resposta a quimioterapia de indugdo e doenca residual minima.
De acordo com esses critérios, 0s pacientes podem ser classificados em baixo risco, médio risco ou
standard, alto risco e muito alto risco (SEIBEL, 2008).

Os pacientes sdo classificados como risco standard se a idade no diagnostico estiver entre 1
a 9,9 anos, a contagem dos leucdcitos for menor que 50.000 na apresentagdo, ndo houver
caracteristicas citogenéticas desfavoraveis e houver boa resposta a quimioterapia inicial, com menos

de 5% de blastos na medula 6ssea em 15 dias 9 (SEIBEL, 2008).
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Pacientes de alto risco ndo alcangam esses critérios ou tem envolvimento extramedular, que
torna inapropriado para eles serem tratados como standard (SEIBEL, 2008).

Pacientes de muito alto risco tém caracteristicas genéticas desfavoraveis (cromossoma
Philadelphia, hipoploidia, rearranjo MLL) ou resposta muito pobre a quimioterapia inicial (doenca
residual minima maior que 1%) (VIKRAMJIT, 2012).

Criancas com menos de um ano com leucemia aguda tem doenca biologicamente distinta,
com mau prognostico. O prognostico de pacientes com LLA-T tem sido, historicamente, pior que o
dos pacientes com LLA-B (VIKRAMJIT, 2012).

O tratamento da LLA com quimioterapia de multiplos agentes € dividida em quatro estagios:
inducdo da remissdo, consolidacdo, reinducdo ou re-intensificagdo e manutencdo, incluindo
tratamento direcionado ao SNC (BFM PROTOCOL, 2002).

Nos anos 1980, o grupo BFM (Berlin-Frankfurt-Minster) foi pioneiro nas estratégias
iniciais de sucesso. Esse grupo demonstrou que inducdo e consolidacdo intensivas com uma
combinacdo de agentes, seguida de uma fase de intensificacdo prolongada aumentou
consideravelmente a sobrevida das criancas com LLA (SEIBEL, 2008).

O objetivo da inducdo € induzir uma remissdo morfoldgica e restaurar a hematopoiese
medular normal. As drogas utilizadas sdo a prednisolona (ou dexametasona), a vincristina,
antraciclinas, ciclofosfamida, asparaginase, citarabina, além do metotrexate intratecal (profilaxia ou
tratamento da doenca no SNC). Essa fase do tratamento resulta na remissdo completa em mais de
95% (BFM PROTOCOL, 2002).

Na consolidacdo, busca-se a erradicacdo dos blastos leucémicos residuais em remissdo pelos
critérios  biologicos. O tratamento inclui 6-mercaptopurina e metotrexate intratecal e
intravenoso (BFM PROTOCOL, 2002).

Na re-intensificacdo, aplica-se um regime de dexametasona, vincristina, doxorubicina, and
L-asparaginase alternados com ciclofosfamida, citarabina, 6-tioguanina e metotrexate intratecal

MTX IT (SEIBEL, 2008).



24

O Protocolo M inclui metotrexate (MTX) em altas doses por via intravenosa e intratecal.
MTX é administrado na dose de 2g por metro quadrado por 24 horas repetido 4 vezes por 14 dias.
MTX intratecal de 6 a 12 mg de acordo com a idade da crianca e 6-mercaptopurina na dose de
25mg por metro quadrado por dia por 56 dias (SEIBEL, 2008).

No trigésimo terceiro dia do tratamento, se avalia se houve a remissdo completa, isto é
exame fisico sem massas, menos de 5% de blastos na medula, liquor sem blastos (SEIBEL, 2008).

A manutencéo para LLA, geralmente inclui mercaptopurina oral diaria e MTX oral semanal.
Essa é a fase mais longa, com duracdo de 24 a 36 meses de remissdo completa continua. Em alguns
protocolos, pulsos adicionais de vincristina e corticosterdides podem ser adicionados (SEIBEL,
2008).

Refinamentos na terapia testados em ensaios clinicos pelos grupos cooperativos resultaram
na cura da vasta maioria das criancas com LLA. Entre os itens alterados estdo a intensificacdo
prolongada e a reducdo na percentagem de criangas que recebem irradiacdo craniana (SEIBEL,
2008).

Complicacgdes agudas, durante o tratamento, podem envolver todos 0s sistemas organicos e
incluem: sindrome da lise tumoral, insuficiéncia renal, septicemia, sangramento, trombose, tiflite,
neuropatia, encefalopatia e convulsées (SEIBEL, 2008).

Apbs o tratamento, é necessario um acompanhamento prolongado porque 0s sobreviventes
podem ter efeitos tardios, como neoplasia secundaria, encefalopatia, cardiopatia, infertilidade,
deficiéncia de horménio do crescimento, transtornos do aprendizado e cognitivos, entre
outros (SEIBEL, 2008).

O envolvimento do SNC esta presente ao diagnéstico em cerca de 10% das criancas com
LLA. Porém, sem profilaxia adequada, 50 a 75 % desenvolveriam doenca no SNC. Isso ocorre
porque a barreira hematoencefalica serve como uma barreira farmacoldgica; assim, as células
leucémicas podem permanecer no SNC apesar da terapia sistémica. O uso rotineiro de profilaxia do

SNC, incorporando quimioterapia intratecal (IT) e/ou radioterapia craniana reduziu essa incidéncia
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para menos de 10% (JABBOUR et al, 2007). Geralmente, 0 MTX ¢ iniciado no inicio da inducao,
intensificado durante a consolidacdo e continuado através da manutencdo. Assim, a terapia precoce
do SNC é critica para eliminar doenca clinicamente evidente ao diagndstico e prevenir recaida no
SNC em pacientes sem doenca franca do SNC (JABBOUR et al, 2007).

O uso de tratamento adaptado ao risco melhorou as taxas de cura e, a0 mesmo tempo,
limitou a toxicidade da terapia (PUI & EVANS, 1998; SCHRAPPE et al, 2000; SILVERMAN et
al, 2001).

Por outro lado, esses fatos estdo levando a um namero crescente de sobreviventes, que estdo
em risco de efeitos adversos do tratamento, comprometendo a saude e a qualidade de vida.

Relatos na literatura indicam que, aproximadamente 75% dos sobreviventes apresentam uma
ou mais efeitos tardios (CARDOUS-UBBINK et al, 2004). Os mais comuns sdo 0s que envolvem
crescimento e desenvolvimento, incluindo velocidade linear do crescimento, desenvolvimento
intelectual e maturacdo sexual (ADAN et al, 2001). Um estudo recente sobre adultos sobreviventes
de céancer pediatrico encontrou que 62% apresentam pelo menos uma condicéo crénica sendo que
25% essa condicdo é grave ou ameacadora da vida, que pode se manifestar anos
apés (OEFFINGER et al, 2006).

A coorte Childhood Cancer Survivor (CCSS) proporciona o maior e mais completo estudo
da salde dos sobreviventes de LLA na infancia e aponta os sobreviventes de LLA como um dos
grupos de maior alto risco para a mortalidade e morbidade (MERTENS et al, 2001).

Meta-analises recentes tem demonstrado que o0s sobreviventes de LLA na infancia
apresentam déficits significativos em fung¢bes neurocognitivas, incluindo funcdo executiva,
mem©ria verbal e visuoespacial, e atencdo (ROBINSON et al, 2010). Esses déficits podem resultar
na inabilidade para, efetivamente, regular sua atencdo e emocgdes, para se engajar na solucdo de
problemas complexos, podendo ser um fator negativo no ajuste psicossocial (ROBINSON et al,

2010).
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Comparados com seus irméos, os sobreviventes de cancer na infancia tem um risco 10 vezes
maior de apresentar déficits cognitivos graves, e uma chance, significativamente, menor de
completar o segundo grau na escola ou cursar uma universidade (OEFFINGER et al, 2006). Na
vida adulta, a frequéncia de dificuldades nas areas de eficiéncia em tarefas, memdria e regulagéo
emocional é 50% mais elevada entre 0s sobreviventes de cancer pediatrico comparados aos seus
irmdos (KADAN-LOTTICK et al, 2010).

Os mecanismos para as alteracfes cognitivas induzidas pela quimioterapia sdo pouco
conhecidos. Contudo, varios mecanismos candidatos tém sido propostos. Uma das hipdteses tem
sido de que esses déficits se desenvolvem como resultado de agentes quimioterapicos (por dano
direto ou através do aumento do estresse oxidativo ou ainda induzindo alteracdes hormonais),
radioterapia e/ ou corticosterdides. Ahles e Saykin (2007) sugerem que fatores de risco genéticos
compartilhados para o desenvolvimento do cancer e problemas cognitivos, incluindo bombas de
efluxo de baixa eficacia, déficits nos mecanismos de reparo do DNA e/ou resposta imune
desregulada, associados ao efeito da quimioterapia possam contribuir para o declinio cognitivo em
pacientes ap0s o tratamento.

Existem controveérsias que persistem na histdria natural das sequelas tardias do tratamento
do céncer, por exemplo, a duvida do que causa o declinio no funcionamento neurocognitivo, que é
observado tanto nos sobreviventes de LLA, quanto nos de tumores do SNC (PALMER et al, 2001).

Uma das hipoteses € de que o tratamento (ou a doenca) prejudica um processo psicologico
elementar, como aspectos da atencdo, memoria ou aprendizado, que sdo criticos para o
desenvolvimento posterior e aquisicdo de habilidades adicionais (PALMER et al, 2001; SCHATZ
et al, 2000). A outra hipotese é de que o tratamento possa ter iniciado um processo fisioldgico que
causa dano neuronal continuo (RICCARDI et al, 1985) ou haveria uma excitotoxicidade
continuada (KISHI et al, 2003; LIPTON & ROSENBERG, 1994; QUINN et al, 1997), ou uma

disfuncdo neural prolongada das células precursoras (MONJE et al, 2002).
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Estudos adicionais sdo necessarios, pois existem implicacdes no tratamento e também formas

de terapia possiveis para aliviar os efeitos tardios, como estratégias neuroprotetoras como aumentar

0 BDNF com antidepressivos, exercicios, dietas (DRACHTMAN et al, 2002; QUINN et al, 1997)

durante ou logo apds o tratamento,ou estratégias educacionais preventivas (ANDERSON et al,
2000; MOORE et al, 2000).

Meta-analises tem confirmado que os sobreviventes de LLA podem apresentar deficits
cognitivos. Moleski (2000) publicou uma revisdo da literatura sobre as consequéncias da
quimioterapia IT, incluindo 33 estudos de 1981 a 1997. Esses foram quase unanimes nos seus
achados sobre as diferencas significativas nas habilidades neurocognitivas entre os grupos de
sobreviventes e 0s grupos-controle. Os achados mais robustos nos déficits foram na atencdo e
memoria ndo verbal. Os fatores de risco encontrados foram: a baixa idade, o sexo feminino e
possivelmente a intensidade do tratamento.

Campbell et al. (2007), em meta-andlise com 28 estudos, demonstraram que 0S
sobreviventes de LLA consistentemente apresentam déficits cognitivos significativos no
funcionamento intelectual, aquisicdo académica e de habilidades neurocognitivas quando
comparados a grupos de controle.

Outra meta-analise com 13 estudos apoia a ocorréncia de sequelas neuropsicolégicas e
académicas em sobreviventes de LLA tratados somente com quimioterapia, sem irradiacdo
craniana. Os autores encontraram que os tamanhos de efeito médios foram, significativamente,
diferentes do zero para mdltiplos dominios da inteligéncia e aquisicdo académica, velocidade de
processamento, memoria verbal e alguns aspectos do funcionamento executivo e habilidades
motoras finas, indicando funcionamento pior em sobreviventes de LLA (PETERSON et al, 2008).

Um estudo na Finlandia com 64 sobreviventes de LLA avaliados numa média de 20 anos
apos o diagnostico concluiu que os mesmos obtiveram escores significativamente mais baixos sem
testes neuropsicologicos, especialmente nos tratados com irradiacdo craniana (HARILA et al,

2009).
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O Childhood Cancer Survivor Study tem documentado um aumento significativo do risco de
desempenho académico baixo, depressdo e reducdo da qualidade de vida dos sobreviventes
comparados aos irmaos (MITBY et al, 2003; ZEBRACK et al, 2004).

Felizmente, ha evidéncias de que a incidéncia de prejuizo severo estd diminuindo com a
reducdo do uso de irradiacdo cranio-espinhal em favor da quimioterapia intratecal para a profilaxia
do SNC (KINGMA et al, 2002; WABER et al, 2001). Contudo, ainda sédo observados efeitos
neurotoxicos tardios (definidos como sinais e sintomas cronicos ou anormalidades radiologicas que
aparecem ou progridem meses a anos ap6s o término do tratamento.) (BROWN et al, 1992;
MULHERN et al, 1991; UEBERALL et al, 1997) e podem ter impacto consideravel na qualidade
de vida dos sobreviventes de cancer e suas familias.

Os déficits ocorrem principalmente nos processos basicos de atencdo e funcionamento
executivo, enquanto a funcdo intelectual global esta, relativamente, preservada (BUIZER et al,
2009).

A radioterapia craniana foi apontada como responsavel pelos déficits neurocognitivos e
académicos entre os sobreviventes. O efeito € maior quando essa terapia é administrada em criancas
mais jovens. Esse tratamento pode causar desmielinizacdo, especialmente, em &reas com maior
concentracdo de mielina, por exemplo, o cortex frontal, sendo que na maioria dos protocolos atuais,
a radioterapia foi reduzida (COUSENS et al, 1988).

Porém, a quimioterapia intratecal também é potencialmente neurotdxica, especialmente, o
MTX. A fisiopatologia ndo estd completamente compreendida, mas provavelmente é multifatorial.
Teorias predominantes sdo baseadas em alteracdes das vias metabdlicas do folato, resultando em
desmielinizacdo, producdo de aminoacidos excitatorios e prejuizo da sintese de serotonina e
dopamina (BUIZER et al, 2009). A deficiéncia de folato leva a um aumento dos niveis de
homocisteina, sensibilizando o neurdnio ao estresse oxidativo (COLE & KAMEN, 2006).

Sobreviventes de LLA na infancia podem apresentar déficits neurocognitivos sutis apos o

tratamento, mesmo na auséncia de irradiacdo craniana (PETERSON et al, 2008). Os déficits estéo,
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especialmente, presentes nos processos neuropsicolégicos basicos de atencdo e funcionamento
executivo, enquanto a funcdo intelectual global esta, relativamente, preservada (BUIZER et al,
2009). Ha indicacbes de que os déficits estdo associados a desempenho académico baixo e
problemas de comportamento. Sexo feminino e idade baixa ao diagnostico parecem ser fatores de
risco para pior progndstico neurocognitivo. Existe indicacdo de que o tratamento mais intensivo se
relacione ao mau progndstico neurocognitivo, mas sdo necessarios mais estudos avaliando fatores
de risco relacionados ao tratamento (HARILA et al., 2010). Estudos em adultos sobreviventes séo

importantes para a compreensao dos efeitos tardios do tratamento.

2.2 METOTREXATE

O metotrexate (MTX) é a droga mais comumente usada em onco-hematologia para a
profilaxia e tratamento do SNC. Praticamente todos os protocolos para leucemia e linfoma contém
MTX, seja como droga Unica ou combinada. Faz parte do tratamento das leucemias de linhagens
linféide e mieldide. Seu mecanismo de acdo é a deplecao do folato, um substrato necessario para a
replicacdo celular (KWONG et al, 2009).

O MTX IT é absorvido, sistemicamente, em pequenas quantidades, postulando-se que isso
ocorra, em grande parte, via reabsorcao normal do liquor no plexo coroéide. Sao sugeridos dois tipos
de reabsorcdo sistémica do MTX: rapida e lenta. Além disso, os niveis teciduais de MTX atingidos
apos a administracdo IT pode ser até mais alta que o MTX oral na mesma dosagem. Assim,
toxicidade tecidual significativa pode resultar de MTX IT frequente ou quando o0 MTX sistémico é
administrado concomitantemente. Como 0 MTX € excretado principalmente via renal, a toxicidade
sistémica é exacerbada em pacientes com funcdo renal prejudicada, nos quais a meia vida do MTX
absorvido sistemicamente do liquor pode atingir 19-44 horas, levando a niveis toxicos. O é&cido

folinico é usado apés o MTX para resgate. Em pacientes pediatricos, 0 MTX é usado em doses
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ajustadas para a idade. Em pacientes acima de 13-14 anos, a dose mais comum é de 12-12,5 mg por
dose (38). Poucos, se algum, protocolos usam o MTX IT mais do que duas vezes por semana. Uso
mais frequente tem sido associado a toxicidade pulmonar fatal (KWONG et al, 2009).

Por via intratecal (IT), o MTX é eliminado de forma bifasica, com meia-vida de 4,5 h e 14
horas. Isso deve ser considerado quando se prescreve MTX sistémico concomitante, pois
quantidades significativas de MTX administrado sistemicamente entram no liquido céfalo-
raquidiano (LCR), podendo resultar em toxicidade se o “timing” se sobrepuser ao MTX
IT (KWONG et al, 2009).

O MTX pode reduzir a proliferacdo celular e a densidade da substancia branca no
hipocampo e pode ser contribuir para a producdo de déficits cognitivos (SEIGERS et al, 2009).

Para elucidar a fisiopatologia, Liy et al usaram um modelo que mimetiza 0 MTX IT
profilatico em roedores, injetando MTX através da cisterna magna de ratos e encontraram reducéo
na memdria espacial, sem alteracdo na atividade geral e coordenacdo motora (LI et al, 2010).

Madhyastha et al. (2002) também investigaram disfuncdo cognitiva em ratos apds
administracdes mdltiplas intra-cerebroventriculares de MTX. Concluiram que a droga produziu
convulsdes, déficit de memoria e aprendizado, e reduziu concentra¢fes de 3 monoaminas cerebrais:
norepinefrina, dopamina e serotonina. Encontraram que a zona CA4 do hipocampo fora
severamente afetada pela droga. Propuseram que a causa da disfuncdo cerebral foi a alteracdo das
monoaminas e que essa disfuncédo envolveria efeitos citotoxicos do MTX no tecido cerebral.

Semelhantes as criancgas tratadas para leucemia, ratos que receberam MTX desenvolveram
déficits cognitivos concomitantes a alteracdes esperadas na fisiologia do folato (LI et al).

A administracdo aguda e cronica do MTX pode produzir déficits de memdria espacial, sem
alterar significativamente a memoria visual, a exploracdo geral, a atividade e a coordenacao
motora (LI et al, 2010).

A MTHFR (5, 10-methylenetetrahydrofolate reductase) € uma enzima que metaboliza o

folato e resulta em niveis reduzidos do mesmo em resposta ao MTX e em niveis aumentados de



31
homocisteina e excitoxina. O Polimorfismo MTHFR-677-T tem sido associado a desfechos clinicos
mais favoraveis e pode ser um fator importante nos efeitos neurocomportamentais tardios (KISHI
et al, 2003).

Melhor entendimento da fisiopatologia da neurotoxicidade relacionada ao tratamento da
LLA poderia levar a estratégias para aliviar sintomas e prevenir sua ocorréncia.

Os mecanismos da neurotoxicidade permanecem em grande parte desconhecidos, mas
alguns tém sido implicados: inflamacgéo, dano oxidativo, e respostas autoimunes (BISEN-HERSH
et al, 2011).

Biomarcadores periféricos relacionados ao estresse oxidativo e a inflamacéo e neurotrofinas
podem revelar toxicidade, sendo Uteis para estudar as sequelas neurologicas, como os déficits

cognitivos (KAPCZINSKI et al, 2011).

2.3 ESTRESSE OXIDATIVO

O estresse oxidativo € um distdrbio no balanco pré-oxidativo/anti-oxidativo a favor do
primeiro, levando a um dano potencial. Pode resultar da reducdo dos niveis de antioxidantes ou do
aumento de espécies reativas de oxigénio e 6xido nitrico (SIES, 1997).

As espécies reativas de oxigénio (ROS- reactive oxygen substances) sao essenciais para a
funcdo das células, porém, o excesso dessas espécies causa dano oxidativo ao DNA, lipidios
(membranas das células e organelas) e proteinas (enzimas e receptores). Por isso, niveis adequados
de defesas antioxidantes sdo necessarios para contrabalancar o0s efeitos dessas
espécies (ARUOMA, 1998).

AlteracGes oxidativas de proteinas podem levar a diversas consequéncias funcionais, como a

inibicdo de atividades enzimaticas ou de ligacdo, susceptibilidade aumentada & agregagdo ou
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protedlise, aumento ou reducdo da captacdo pelas células ou imunogenicidade
alterada (SHACTER, 2000).

O estresse oxidativo pode induzir peroxidacdo lipidica e carbonilacdo proteica pela
inativacdo de enzimas antioxidantes (SHACTER, 2000).

Exemplos de antioxidantes sdo a superoxido dismutase (SOD), a catalase (CAT), o glutatido
e o a-tocoferol. A SOD catalisa a dismutacdo do superdxido em oxigénio e peroxido de hidrogénio
(H202) e é uma importante defesa antioxidante na maioria das células expostas ao oxigénio. A
catalase desempenha importante papel na eliminacdo do H,O,, promovendo a sua catalise até
agua (SINGH et al, 2009).

O glutatido é um antioxidante hidrossollvel, reconhecido como o tiol ndo proteico mais
importante nos sistemas vivos. A glutationa peroxidase € uma enzima responsavel pela
detoxificacdo de peroxidos organicos e inorganicos, fazendo parte do sistema de defesa antioxidante
enzimatico celular. Sua atividade depende da glutationa reduzida (GSH) (SINGH et al, 2009).

O a-tocoferol ou vitamina E é uma vitamina lipossoltivel que atua como antioxidante no
nivel da sintese do pigmento hemo, que é uma parte essencial da hemoglobina (RIGOTTI, 2007).

Os marcadores da oxidacdo proteica sdo Uteis para avaliar estresse oxidativo in vivo. O
conteudo de proteina carbonil é gerado através da clivagem oxidativa de proteinas, sendo o
marcador de oxidacdo proteica mais usado (CHEVION et al, 2000). O conteido de proteina
carbonil tem vantagem sobre os produtos de peroxidacdo lipidica porque as proteinas séo
geralmente mais estaveis, além de se formar mais cedo e ficar no sangue por mais tempo do que
outros parametros como o dissulfato de glutatido e o malondialdeido. Modificacbes oxidativas de
enzimas e proteinas estruturais tem um importante papel na etiologia e/ou progressdo de diversas
patologias humanas. A identificacdo de proteinas oxidadas deve oferecer marcadores diagndsticos
novos e informagdo para o estabelecimento de terapias antioxidantes eficazes (DALLE-DONNE et

al, 2003).
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Thiobarbituric Acid Reactive Substances (TBARS) ou substancias reativas do &cido
tiobarbitarico constituem uma medida confiavel da peroxidacéo lipidica.

As células leucémicas produzem maiores quantidades de ROS do que as células nao
leucémicas, pois estdo em estado de bloqueio oxidativo repetido. Além disso, a quimioterapia se
associa a um aumento dos radicais livres e a uma reducdo da capacidade antioxidante (BATTISTI
et al, 2008).

O estresse oxidativo é, provavelmente, a causa mais frequente de dano ao DNA em
neurdnios (AHLES & SAYKIN, 2007).

O SNC é particularmente vulneravel ao estresse oxidativo pela alta taxa de consumo de
oxigénio e elevados niveis de lipidios poli-insaturados o que favoresce o dano, além de defesas
antioxidantes modestas. Niveis aumentados de estresse oxidativo neuronal produzem efeitos
deletérios na transducdo dos sinais, na plasticidade estrutural e na resiliéncia celular (GAMA et al,
2008).

Criancas tratadas para LLA recebem uma combinacdo quimioterdpica em que muitos
componentes estdo associados a producdo de radicais livres. Numa pesquisa com 103 criangas
recentemente diagnosticadas com LLA, foram estudadas concentracbes plasmaticas de
antioxidantes (vitamina A, vitamina E e carotendides), oxygen radical absorbance capacity (ORAC)
e 8-0xo-dG (DNA oxidized base 8-oxodeoxyguanosine) no diagnostico, 3 e 6 meses apds 0
diagnoéstico.  Pacientes com niveis mais elevados dessas substancias apresentaram toxicidade
reduzida, melhor qualidade de vida, menor indice de infeccdo, e menos atraso no
tratamento (KENNEDY et al, 2005).

Biomarcadores do estresse oxidativo (por exemplo, fosfatidilcolina oxidada) no liquor tém
sido correlacionados com a intensidade do tratamento com MTX, sugerindo uma associagdo com
toxicidade aguda do SNC (MIKETOVA et al, 2005).

O estresse oxidativo € um fator de risco para déficit cognitivo. Djuric et al. (2008) cita um

trabalho conduzido no México (SANCHEZ-RODRIGUEZ et al, 2006) com 104 idosos da area
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urbana e 84 da area rural. Os primeiros apresentaram niveis plasmaticos de TBARS mais elevados
do que os idosos de areas rurais, que eram similarmente saudaveis e realizavam quantidade
equivalente de exercicios fisicos. Ambos os grupos foram submetidos a avaliagdo cognitiva atraves
do Mini Mental State Examination. Os achados foram associados com risco quase 5 vezes mais alto
de desenvolver déficit cognitivo em éreas urbanas (SANCHEZ-RODRIGUEZ et al, 2006).

Um estudo feito no Arizona (EUA) investigou 0 estresse oxidativo como um possivel
mecanismo de dano ao SNC induzido por quimioterapia, dosando componentes oxidados e nédo
oxidados de fosfatidilcolina no liquor de 21 criancas com LLA de baixo e alto risco. Esse é 0
fosfolipidio mais prevalente nas membranas celulares do SNC. Os resultados apoiam a hipétese de
que os niveis mais elevados de fosfatidilcolina oxidada seriam observados nas fases mais intensivas
do tratamento (consolidacao) e no grupo de pacientes com LLA de alto risco. Os achados fornecem
evidéncia preliminar para o estresse oxidativo induzido por quimioterapia nos fosfolipidios da
membrana celular do SNC (MIKETOVA et al, 2005). Caron et al. (2009), em Memphis
(EUA), examinaram 88 criancas com diagnostico recente de LLA, dosaram fosfolipidios oxidados
no liquor, e as seguiram por 3 anos, realizando testes neurocognitivos e avaliando relatos de funcgdes
executivas fornecidos pelos pais. Os resultados mostraram uma associa¢ao entre estresse oxidativo
aumentado e funcdes executivas prejudicadas dois anos mais tarde. Criangas mais jovens
demonstraram menos habilidade para organizar materiais no seu ambiente e niveis mais elevados de
fosfatidilcolina no liquor: r(48)=0,28,p<0,05 e r(48)=-0,27, p< 0,05 respectivamente. Concluem
que os achados enfatizam a importancia de monitorar déficit cognitivo em criancas tratadas para
LLA, e que criancas com desenvolvimento menos avancado do SNC sdo mais vulneraveis.

Stenzel et al. (2010) estudaram os niveis de componentes oxidados e ndo oxidados de
fosfatidilcolina (PC) no liquor de 87 criangas com LLA no diagndstico, inducéo e consolidag&o; foi
realizada uma avaliagdo comportamental ap6s a consolidacdo e no final da quimioterapia. Os
resultados revelaram associacdo significativa entre a reatividade fisioldgica (PC alta vs. Baixa) e

desfechos comportamentais (alta vs baixa patologia). A alteracdo da fracdo oxidada de PC elevada
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foi preditiva de problemas com agressdo no final do tratamento e adaptabilidade apds a
consolidacdo. Hiperatividade também variou em relacdo as fracGes oxidadas e ndo oxidadas. Esses
achados sugerem que alteracbes comportamentais ocorrem precocemente no curso da quimioterapia
e que o aumento dos marcadores de estresse oxidativo no liquor durante a inducdo e a consolidacéo
podem auxiliar a predizer certos problemas comportamentais futuros.

Na Polénia, outro estudo também contemplou o estudo do estresse oxidativo em 38 criancgas
com LLA, dosando 8-isoprostane no liquor, que aumentou no 59° dia de tratamento e permaneceu
elevada durante a consolidacdo, quando a capacidade antioxidativa total média reduziu de forma
importante. Os autores concluiram que esse estudo indica que a neurotoxicidade do tratamento
standard pode se relacionar ao estresse oxidativo (PROTAS et al, 2010).

Partindo da idéia de que o tratamento para LLA se associa a producdo de radicais livres, um
estudo na Columbia University de Nova York, em 103 crian¢as diagnosticadas com LLA conclui
que os niveis de antioxidantes e de estresse oxidativo parecem se relacionar com a duracdo e
complicacBes do tratamento. Vitamina A e E, carotendides totais, 8-oxo-deoxiguanosina e
capacidade antioxidante total se alteraram do diagndstico até 6 meses de tratamento. Pacientes com
niveis mais elevados dessas substancias tiveram menos redu¢oes de dose, menor nimero de quadros
infecciosos, melhor qualidade de vida, menos atraso nos esquemas quimioterapicos, toxicidade
reduzida e menor tempo de hospitalizacdo (KENNEDY et al, 2005).

Com seu trabalho, El-Sabagh et al. (2011) concluiram que ha evidéncias de niveis elevados
de dano oxidativo e niveis reduzidos de antioxidantes em pacientes com LLA, sugerindo uma
possivel ligacdo entre esses dois importantes parametros nesse tipo de cancer.

Em Israel, Mazor D et al. (2008) estudaram o impacto do estresse oxidativo na LLA e em
tumores solidos pediatricos. Na LLA, os pacientes sdao submetidos a protocolos de quimioterapia
continuada e agressiva e 0s pacientes com tumores solidos recebem esquemas menos intensivos. A
amostra consistiu de 7 criancas com LLA e 6 criangas com tumores solidos, dosando niveis de tiol e

habilidade de reducdo férrica no plasma (capacidade antioxidante). Concluiram que ambos 0s



36
grupos tinham status antioxidante prejudicado, porém, criangcas com LLA tinham mais estresse
oxidativo e status antioxidante mais baixo, levando & morte celular e maior sensibilidade das células
tumorais ao tratamento, com desfechos melhores em paciente com LLA.

Criancas com LLA estdo sujeitas a um protocolo quimioterapico agressivo e continuo,
enquanto criangas com tumores solidos recebem um tratamento menos agressivo (MAZOR et al,
2008).

Além disso, evidéncias tém demonstrado que os distdrbios do metabolismo pelo estresse
oxidativo sdo caracteristicas comuns das células tumorais, podendo ocorrer alteracbes nos
antioxidantes ou aumento das espécies reativas de oxigénio (BATTISTI et al, 2008).

Por outro lado, os radicais livres tem sido implicados na patogénese da leucemia. Singh et
al. (2001), na India, estudaram o grau de peroxidacdo lipidica como um marcador da atividade da
doenca em 15 pacientes com LLA e 20 controles saudaveis, pareados por idade e sexo. Niveis de
malonaldeido (MDA) foram mais elevados nos pacientes que se encontravam na fase ativa da
doenca, quando comparados com 0s niveis dos pacientes gque ja estavam em remissdo. Concluiram
que os niveis séricos de MDA na leucemia podem ter valor para o diagnostico e como preditivo de
recaida.

Esta bem estabelecido que oxidantes tém um papel nos varios estagios da carcinogénese. A
producdo de ROS é inevitdvel em células que usam o metabolismo aer6bico; porém essas
substancias podem ser tanto benéficas quanto prejudiciais aos sistemas vivos. Podem agir em
defesa a agentes infecciosos e em sistemas sinalizadores celulares. Porém, altas concentracdes de
ROS podem ser mediadores de danos a biomoléculas como o DNA proteinas e lipidios, levando a
disfuncdo e morte celular (CERUTTI et al, 1994).

Battisti et al. (2008) também sugerem um envolvimento do estresse oxidativo na patogénese
da LLA. Eles encontraram aumento do dano oxidativo e reducdo dos niveis de antioxidantes em
pacientes com LLA. Estudaram 80 criangas com LLA em Santa Maria (RS) divididas em 4 grupos:

diagnosticadas recentemente, na inducdo da remissdo, manutencdo da remissdo e fora de
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tratamento, além de um grupo controle de 50 criangas normais. Encontraram conteido de proteina
carbonil e substancias reativas do &cido tiobarbitirico aumentados em relacdo aos controles no
primeiro grupo, isto é, em pacientes recem-diagnosticados, e eram mais elevados nesse do que no
grupo dos pacientes em tratamento. No grupo fora de tratamento, os niveis de antioxidantes
retornaram ao normal, indicando a regressdo da doenga como resultado do tratamento. Com esses
dados, e apoiadas em outros artigos com resultados semelhantes, elas sugerem que o estresse
oxidativo ndo parece ser o resultado da quimioterapia, mas pode ter envolvimento na patogénese da
leucemia. Assinalam que o conteudo de proteina carbonil pode ser irreversivel, j& que esse
parametro esta elevado no grupo fora de tratamento.

As mesmas autoras, (BATTISTI et al, 2009) concluiram que a acetilcolinestaterase (AChE)
tem um papel essencial no desenvolvimento da LLA. Partindo da idéia de que esta bem
estabelecido que a AchE presente no sangue e nos linfocitos tem fungdes ndo colinérgicas,
incluindo desenvolvimento de cancer e contribuicdo na regulacdo de funcdes imunes. Battisti et
al. (2009) investigaram a atividade dessa enzima em pacientes com LLA. Estudaram 72 criancas
com LLA e 50 controles normais. As criancas com leucemia foram divididas em 4 grupos:
recentemente diagnosticadas, na inducdo da remissdo, na manutencdo da remissdo e fora do
tratamento. Determinaram a atividade da AchE no sangue total e nos linfocitos desses pacientes. Os
resultados mostraram que, no sangue total, essa atividade estava aumentada no grupo recém-
diagnosticado e reduzida no grupo da inducédo e da manutencdo em relacdo ao grupo controle. Nos
linfécitos, estava aumentada nos recém- diagnosticados e reduzida somente no grupo da inducdo da
remissdo, em relacdo aos controles. As autoras concluiram que a atividade da AchE estava alterada
nos pacientes com LLA e que esse fato pode estar relacionado fato com o papel essencial da AchE
no desenvolvimento da doenga hematoldgica e sua contribuicdo na regulacdo da funcéo imune.

Sarmento-Ribeiro et al. (2012) realizaram um estudo com o objetivo de avaliar o papel do
estresse oxidativo na fisiopatologia das leucemias linfoides e seu envolvimento nas recaidas

leucémicas. Para isso, estudaram 52 pacientes, 36 antes da quimioterapia e 16 apds o tratamento.
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Encontraram reducdo da atividade do SOD (superoxide dismutase) e da GL-PX (glutatido
peroxidase) nos paciente com LLA antes do tratamento. Reducdo dos niveis de GHS (glutatido) e
vitamina E nos pacientes ndo tratados com leucemia crbnica e um aumento na formacgdo das
peroxidases nos dois tipos de leucemia, quando comparados a controle pareados. Nos pacientes
recaidos, houve uma reducdo na geracdo dos peroxidos, o que pode se dever a um aumento nas
defesas ndo enzimaticas, glutatido e vitamina E. Concluiram que os dados do estudo sugerem um
envolvimento do estresse oxidativo na leucemia linfoide aguda e crénica, e na recaida.

Al-Tonbary et al. (2011) encontraram aumento do estresse oxidativo e apoptose em 50
criancas com LLA no diagndstico e no final da fase de indugcdo. Dosaram malondialdeido e
capacidade antioxidativa total.

Os resultados de um estudo realizado em episodios de mania em pacientes bipolares
sugerem que o aumento do estresse oxidativo tenha uma associacdo com niveis reduzidos de
BDNF (KAPCZINSKI et al, 2008).

Considerando que dados da literatura sugerem que o exercicio fisico e a restricdo caldrica
podem reduzir a incidéncia e a severidade dos transtornos neurologicos, Santin et al. (2011), no
Brasil, estudaram o efeito da dieta e exercicio fisico em 40 ratos adultos, encontrando que ambos,
juntos ou combinados, reduzem o estresse oxidativo no hipocampo. Eles encontraram uma reduc¢éo
no conteudo de proteina carbonil, mas ndo detectaram alteracdes nos TBARS. Concluiram que

esses dados poderiam ser usados como estratégia na prevencdo de doencas neurodegenerativas.

2.4 FATOR NEUROTROFICO DERIVADO DE CEREBRO (BDNF)

2.4.1 Aspectos Gerais
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O fator neurotrofico derivado do cérebro (brain derived neurotrophic factor- BDNF), € um
polipeptideo com peso molecular de 13,6 kDa e 119 aminoacidos que pertence a familia das
neurotrofinas de proteinas sinalizadoras (COWANSAGE et al, 2010).

Por sua vez, as neurotrofinas (NT), juntamente com o fator neurotrofico derivado da glia
(GDNF Glial cell-derived neurotrophic fator) constituem os fatores neurotroficos (COWANSAGE
et al, 2010).

As neurotrofinas sdo sintetizadas primariamente como proteinas precursoras 30-35 kDa ou
pro-neurotrofinas, que sdo clivadas por  pro-convertases, gerando  proteinas
maduras (COWANSAGE et al, 2010) .

As neurotrofinas regulam a sobrevida e a diferenciacdo dos neurbnios durante o
desenvolvimento, mas evidéncias crescentes indicam que elas também estariam envolvidas em
varias funcGes na vida adulta, além dos processos de neuroplasticidade (COWANSAGE et al,
2010).

Em 1953 ocorreu a descoberta do fator de crescimento neuronal (NGF — nerve growth
factor) que era conhecido como o prototipo do fator neurotréfico por muitas décadas.

Quase trinta anos apos, foi isolado o BDNF, em neurbnios de porcos. A partir de entéo,
foram identificados membros adicionais da familia das neurotrofinas: a NT-3 a NT-4 e a NT-
5 (LESSMANN et al, 2003).

Décadas apos, foram descobertos os receptores das neurotrofinas, que sdo 0s receptores
tirosina quinase TrkA, TrkB e TrkC. O BDNF se liga, com alta afinidade, ao TrkB (tropomyosin-
related kinase B). Os receptores Trk tém, como caracteristica, a presenca de dominios tirosina-
kinases desencadeadores da transducéo de sinais intracelulares (WALZ et al, 2000).

O BDNF é a neurotrofina mais vastamente distribuida no SNC (MURER et al, 2001) e tem
capacidade de regular diversas func¢des bioldgicas, tais como crescimento axonal e conectividade,

mediacdo do processo de sobrevivéncia e apoptose neuronal , além de participar na resposta local a
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diversos estressores neuronais e ambientais. Regula a neuroplasticidade, a expressdo génica, a
funcéo sinaptica e a cogni¢do no cerebro adulto (QIAN et al, 2007).

O BDNF é um potente modulador da plasticidade sinaptica (COWANSAGE et al, 2010),
estd envolvido ndo somente no neurodesenvolvimento, mas também na neuroprotecdo (PANDEY
et al, 2008), tem importante papel no aprendizado e memoria (YAMADA et al, 2002).

No inicio da fase fetal, 0o BDNF é importante para a formagédo e maturacdo dos neurénios em
geral. Na fase adulta, tem papel fundamental no processo de consolidacdo da memoria
episddica (POST, 2007). O BDNF tem producdo aumentada no ser humano até por volta dos 40
anos, apresentando queda apds essa idade (KATOH-SEMBA et al, 2007). As modificacbes na
expressao do BDNF podem ocorrer por uma série de respostas a eventos, tais como crises
epilépticas e hipdxia cerebral (MARINI et al, 2007; TAPIA-ARANCIBIA et al, 2004), uso de
glicocorticoides (KUMAMARU et al, 2008), esterdides sexuais (BEGLIUOMINI et al, 2008) (e
exercicios fisicos (LOU et al, 2008).

O gene que codifica 0 BDNF localiza-se no brago curto do cromossomo 11 e tem estrutura
genémica complexa com pelo menos 4 regiGes promotoras de sua transcri¢do. O mesmo conta com
multiplos elementos reguladores e promotores que se expressam de modo diferente em tecidos
centrais e periféricos. A expressdo do BDNF é regulada pela atividade neuronal ou por horménios
periféricos (NEVES-PEREIRA et al, 2002).

Apbs a transcricdo, o pro-BDNF é levado ao reticulo endoplasmatico, sendo entdo envolto
pelo transgolgi e empacotado em vesiculas secretorias. As vesiculas podem ser agrupadas para
liberacdo espontanea ou, mais frequentemente, liberadas frente a um estimulo (CHEN et al, 2006).
O pr6-BDNF secretado por neur6nios (substancia negra, amigdala, hipotalamo, cerebelo e cortex
cerebral), e células de Schawnn (produtoras de mielina), é posteriormente convertido em BNDF
maduro por proteases extracelulares, tais como plasmina e fator ativador de plasminogénio

extracelular (PANG & LU, 2004).
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O BDNF é considerado uma molécula essencial no mecanismo de formacéo de potenciagédo
de longa duragéo (LTP= long term potentiation), mecanismo essencial na aprendizagem e memoria.
A LTP é um aumento duradouro na resposta excitatoria pés-sinaptica que resulta da acdo de um
estimulo repetido de mesma intensidade e duracdo (MONTEGGIA et al, 2004).

O processo de um estimulo na membrana sinaptica promove a ativacdo da adenilato ciclase
(AC), que converte o ATP no segundo mensageiro AMPc. O estimulo repetido promove a
translocacdo para o nucleo da subunidade catalitica, da PKA (proteina cinase A) que recruta, desta
forma, a MAPK (mitogen-activated protein kinase). No nucleo, a PKA e MAPK fosforilam e
ativam a AMPc responsivo ao CREB (CAMP response element binding) e removem a acédo
repressiva do CREB-2, um inibidor do CREB-1. O CREB-1, por sua vez, ativa varios alvos, entre
eles 0 BDNF que acaba por ocasionar mudancas estruturais que resultam no crescimento de novas
conexdes sindpticas (BRAMHAM & MESSAOUDI, 2005; LOU et al, 2008).

A acdo do BDNF ocorre através de sua ligacdo aos receptores denominados Trk-B,
promovendo uma cascata de sinalizadores intracelulares e de transcricdo em varios sistemas
neurogquimicos (MAPK, PI3-K, PLC) (REICHARDT, 2006).

O p75 é outro receptor das neurotrofinas e parece atuar como co-receptor que modula a
sinalizacdo dos receptores Trk.

A ativacdo do Trk-B/p75 promove e suprime, respectivamente, o crescimento dendritico,
assim como uma potenciacdo ou depressdo sinaptica. Esse balancgo entre as ligacbes BDNF-TrkB e
pr6-BDNF-p75 € importante para as alteracdes das estruturas sinapticas e densidade das espiculas
dendriticas (LOU et al, 2005) e, portanto, fundamental para a chamada plasticidade sinaptica.

Estudos em camundongos tém elucidado a importancia do BDNF, principalmente através da
remocdo genética de uma coépia do gene que o codifica (modelos animais “knock-
out”) (PATTERSON et al, 1996).

A supressdo génica completa do BDNF (BDNF -/-) impede o concepto de progredir o

desenvolvimento além da fase embrionéria. A deplecdo do BDNF ap06s 0 nascimento ocasiona
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extrema dificuldade de aprendizado e memoria. A deplecdo na vida adulta, por sua vez, ocasiona
em diminuicdo da LTP. Consistentemente com tais dados, camundongos BDNF +/- sdo incapazes
de se orientarem em labirintos, apresentam diminuicdo de neurogénese e tamanho do
hipocampo (LEE et al, 2002), assim como uma variedade de alteracbes neuroquimicas e
comportamentais incluindo diminuicdo de serotonina (5-HT) em associacdo com agressividade e
hiperfagia (LYONS et al, 2012).

Influéncias ambientais, agudas ou cronicas, também podem afetar os niveis cerebrais de
BDNF, além das variacGes genéticas. Interessantemente, Roceri et al. (2004) observaram que um
dia de privacdo materna em ratos resulta em diminui¢cdo nos niveis de BDNF no hipocampo. Esses
autores também concluiram que o estresse prolongado resulta em déficits persistentes no hipocampo
e regides corticais. Kikusui et al. (2009) encontraram que a falta de interacdo méae-bebé durante a
fase tardia da lactacdo leva a um aumento na sintese de corticoesterona por 2 dias e uma reducdo na
sintese de BDNF em roedores machos; além disso, essa falta de interacdo, transitoriamente, inibe a
proliferacdo de células do hipocampo e a sobrevida de machos e fémeas, embora esse efeito seja
mais pronunciado nos machos. Os resultados de um estudo no Brasil sugerem que a privagdo
materna produz alteragdes no comportamento, nos niveis circulantes de ACTH e de neurotrofinas,
alteracdes essas que podem contribuir para doencas relacionadas ao estresse, como a depressao; eles
encontraram niveis reduzidos de BDNF na amigdala de ratos com privacdo materna (REUS et al,
2011).

A maioria dos efeitos do BDNF sdo mediados através do receptor tirosina kinase de alta
afinidade, isto é, o receptor TrkB. BDNF ligado ao TrkB induz dimerizacéo, fosforilacdo e ativacao
do dominio tirosina kinase intracelular. Esses eventos iniciam vérias cascatas complexas
intracelulares de transducdo de sinais que, subsequentemente, induzem respostas
bioldgicas (COROMINAS et al, 2007).

Quando um agonista se liga ao TrkB, ocorre uma dimerizacdo do receptor, seguida de uma

autofosforilacdo dos residuos tirosina intracelulares. Esses residuos sdo atingidos por diversas
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proteinas intracelulares que ativam proteinas G e cascatas sinalizadoras, como a via MAPK
(mitogen-activated protein kinase), a PI3K (phosphoinositol-3kinase), a PLC-y (Phosphoinositide
phospholipase C-y), e a CaMKII (calcium/calmodulin-dependent protein kinase I1) . Por ultimo,
ocorre a inducdo da transcricdo e um exemplo primario é a CREB ([cyclic adenosine

monophosphate (CAMP) response element—binding protein], como mostra a Figura 1.

BDNF
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Figura 2 — Regulagéo da expressdo génica e neuroplasticidade

CREB-cyclic adenosine  monophosphate  response element-binding  protein, CaMKII
calcium/calmodulin-dependent protein kinase 1l, cAMP-cyclic adenosine monophosphate (CAMP),

PI3K phosphoinositol-3kinase, MAPK -mitogen-activated protein kinase,

Modificado de SOSSIN & BARKER, 2007.

O BDNF é um mediador chave da plasticidade sindptica e neuronal em adultos. Induz
alteracfes duradouras na composi¢do sindptica, expressdo de canais de ions e producdo de

neurotransmissores em estruturas neuronais do cérebro (BALDELLI et al, 2002).
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A expressdo do BDNF e do TrkB mRNA varia em fungdo do desenvolvimento, da idade e
da performance cognitiva, e também de acordo com as areas do SNC. O BDNF ¢ altamente
expressado no coértex cerebral e no hipocampo, areas ligadas a regulacdo da memoria e das
emocbes (KAPCZINSKI et al, 2009).

Geralmente, 0 BDNF mRNA é up-regulated pelo glutamato, acetilcolina e serotonina e
down-regulated pelo GABA &cido gama-amino-butirico , um neurotransmissor inibitério (TAPIA-
ARANCIBIA et al, 2004)

Os niveis séricos de BDNF incluem o BDNF livre e 0 BDNF estocado nas plaquetas. Como
esse ultimo ndo € liberado no plasma, os niveis séricos de BDNF sdo mais de 100 vezes 0s niveis
plasmaticos (LOMMATZSCH et al, 2005b).

Quantidades significativas de BDNF sdo armazenadas nas plaguetas humanas circulantes
(como refletido pelos altos niveis séricos de BDNF) enquanto niveis baixos sdo encontrados no
plasma humano (FUJIMURA et al, 2002; LOMMATZSCH et al, 2005b).

O BDNF sérico em humanos deriva da degranulacdo das plaquetas (FUJIMURA et al,
2002; RADKA et al, 1996). As plaquetas ndo produzem BDNF por si proprias, mas adquirem,
ativamente, o BDNF do sistema nervoso central apds atravessarem a barreira hemato-
encefalica (FUJIMURA et al, 2002; LOMMATZSCH et al, 2005b). Assim, um conteddo anormal
de BDNF na circulagdo sanguinea pode indicar uma producdo alterada de BDNF no
cérebro (LASKE et al, 2006; LOMMATZSCH et al, 2005b; SHIMIZU et al, 2003). Por isso, 0
BDNF sérico poderia ser um candidato potencial como biomarcador periférico in vivo no
acompanhamento de terapias neuroprotetoras (BORRELL-PAGES et al, 2006; MARX, 2005).

O transporte de BDNF nas plaquetas representa uma caracteristica unica da fisiologia do
BDNF humano. As plaquetas adquirem e armazenam quantidades substanciais de BDNF, o que
resulta em altos niveis de BDNF no soro. Em contraste, 0s niveis plasmaticos representam o BDNF
circulante livre. Os niveis de BDNF no plasma reduzem significativamente com a idade e peso,

enquanto os das plaquetas ndo reduzem. Quando pareados para peso, ndo ha diferenciacdo
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significativas entre os sexos em relacdo aos niveis plasmaticos, porém, as mulheres tém niveis
plaquetarios de BDNF significativamente mais baixos do que os homens (LOMMATZSCH et al,
2005b).

O BDNF plaquetario ndo € produzido pelas plaguetas, nem pelos seus precursores. Ele €
ativamente adquirido pelas plaquetas a partir de fontes externas e liberado por estimulacéo agonista.
Plaquetas sdo sistemas de transporte de BDNF. Esses achados corroboram o postulado de que as
plaquetas representam uma boa estimativa da secrecdo média de BDNF pelos diversos 6rgdos do
corpo (CIAMMOLA et al, 2007).

H&a evidéncias de que os niveis de BDNF no sangue periférico se relacionam as
concentracdes de BDNF no sistema nervoso central (KAREGE et al, 2002). Isso faz sentido com o
achado de que o BDNF prontamente atravessa a barreira hematoencefalica (PAN et al, 1998).
Provavelmente, existe um nivel estavel entre a periferia e o cérebro (PANDEY et al, 2010). Assim,
0s niveis séricos podem ser uma medida mais direta e representativa da atividade periférica e,
consequentemente, central do BDNF (KAREGE et al, 2005).

A concentracdo sérica do BDNF aumenta nos primeiros anos de vida, tem um pequeno pico
ao redor dos 30 anos e reduz levemente ao longo da vida adulta.

Num estudo com ratos adultos, foi encontrada uma alteracdo circadiana no BDNF sérico
semelhante a do cortex, indicando uma possivel associacdo com as func@es corticais.

Investigaces recentes analisaram a hipdtese de uma possivel variacdo noturna de BDNF
circulante em humanos do sexo masculino. Uma correlacdo com o ritmo circadiano do cortisol
também foi pensada, ja que tanto 0 BDNF quanto o cortisol estdo envolvidos na manutencdo das
funcbes cerebrais (BEGLIUOMINI et al, 2008).

A atividade fisica e a restricdo dietética exercem efeitos neurotrépicos e modulam
positivamente os niveis de BDNF.

Tem sido sugerido que o BDNF possa estimular a producdo de proteinas envolvidas na

adaptacdo celular ao estresse, crescimento e reparo, neurogénese, aprendizado e memoria e
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sobrevida celular. Ha evidéncias de que o aumento do BDNF no plasma ou nos tecidos tenha
potencial terapéutico (MANNI et al, 2005).

Thoenen (1995) sugere que o BDNF sérico € positivamente associado a contagem de
plaquetas e negativamente associado ao IMC e a idade.

El-Gharbawy et al. (2006) concluiram que o BDNF sérico € mais baixo em criancas e
adolescentes extremamente obesos do que nos de peso normal.

Varias linhas de evidéncia apoiam que o BDNF tenha um papel essencial no comportamento
alimentar e que alteracGes no sistema neurotrofico participam na susceptibilidade para anorexia
nervosa e bulimia nervosa (RIBASES et al, 2005). Estudando associacdo entre BDNF e medidas de
adiposidade, os autores encontraram que ndo havia associaces significativas entre univariadas
BDNF log e adiposidade medida pelo indice de massa corporal (IMC), IMC-escore Z, ou massa de
gordura. No entanto, em uma anélise da contabilidade de covariancia para a idade, sexo, raca, status
puberal, e contagem de plaquetas, BDNF foi menor nas criancas com excesso de peso (média + sd,
39,8 £24,8vs 47,0 + 25,4 ng/dl, P = 0,03).; em analises de regressdao multipla com BDNF log como
variavel dependente, o IMC (P = 0,03), IMC-Z (P = 0,01) e gordura corporal (P <0,02) foram todos
negativamente associados com BDNF, uma vez que a idade, o estado puberal e a contagem das
plaquetas contagem foram incluidos no modelo. A ingestdio de uma refeicdo ndo alterou
significativamente, o BDNF 1 hora mais tarde (p=0,26).

E possivel que os niveis circulantes de BDNF se alterem por uma demanda neuronal, ja que
0s neurdnios podem adquirir BDNF da periferia (STAATS et al 2005).

Pacientes com sindrome da apnéia obstrutiva, frequentemente, demonstram disfuncéo
cognitiva persistente, apesar do tratamento com Continuous Positive Airway Pressure (CPAP).
Staats et al. (2005) estudaram o BDNF durante o tratamento com CPAP para a sindrome da apnéia
obstrutiva. Os achados mostram que o tratamento efetivo com CPAP causa impacto nos niveis
circulantes de BDNF reduzindo rapidamente os niveis, porém seus experimentos com culturas

celulares ndo encontraram reducdo na liberacdo espontanea de BDNF pelos mondcitos ap6s o
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tratamento. Os autores concluem que o tratamento com CPAP esta associado com a reducédo das
concentragdes de BDNF circulante, mas ndo com uma reducdo da secrecdo de BDNF. Eles
levantam a hipdtese de que esse fenémeno reflete uma demanda neuronal aumentada para BDNF
durante o tratamento, ja que os neurdnios podem adquirir BDNF periférico para alterar a atividade
neuronal e a transmissdo sinaptica. Niveis circulantes reduzidos de BDNF nesse periodo critico de
tempo poderiam interferir com o desempenho cognitivo. Eles concluem que deveria ser especulado
se 0 BDNF circulante nédo reflete a performance cognitiva basica, mas sim a habilidade de reagir a
uma demanda ndo usual (STAATS et al, 2005).

Os niveis plaquetarios podem ser alterados sob demanda. O pulmao adulto é uma importante
fonte de BDNF. Foi demonstrado que a inflamacdo alérgica das vias aéreas aumenta a producdo
local de BDNF. Assim, as concentracdes aumentadas de BDNF nas plaquetas poderia refletir uma
captacdo aumentada de BDNF pelos pulmdes inflamados (LOMMATZSCH et al, 2005a). Os
autores trazem evidéncias de que os corticoides inalatorios podem efetivamente suprimir a producéo
de BDNF. Porém o significado desses achados no contexto dos complexos mecanismos pelos quais
0s corticoides afetam a obstrucdo das vias aéreas necessita ser estudado (LOMMATZSCH et al,
2005a).

Partes do cérebro adulto retém a habilidade de adquirir novos neurénios de células-tronco
neurais através da neurogénese. As neurotrofinas ajudam a estimular e a controlar a neurogénese,

sendo que o BDNF é uma das mais ativas (TAPIA-ARANCIBIA et al, 2004).

2.4.2 BDNF, Memodria e Cognicéo

O BDNF age em certos neurénios do SNC e periférico, auxiliando neurdnios existentes e

encorajando o crescimento e a diferenciacdo de novos neurbnios e sinapses. Ele é ativo no
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hipocampo e no coértex frontal, que sdo areas vitais no aprendizado, memoria e
pensamento (SHERWOOD & LO, 1999).

A via de sinalizacdo neurotrofina-trk tem proeminéncia no campo da neurobiologia. A
ativacdo da TrkB pelo BDNF € chave para o aumento da excitacdo atividade-estimulada dos
neuronios, que é necessario para o desenvolvimento e manutencdo da memoria (YAMADA et al,
2002).

O BDNF esta associado aos processos de memdria e cognicdo devido a sua participacdo na
neurogénese no hipocampo. A proliferacdo de células no giro dentado do hipocampo adulto da
origem a novos neurbnios envolvidos na memoria e aprendizado, e necessitam de fatores
neurotroficos, tais como o BDNF para nutrir esse processo de neurogénese adulta (EGAN et al,
2003).

Niveis reduzidos de BDNF no cérebro humano estdo associados a deéficits cognitivos,
desempenho prejudicado da memoria e depressdo (CHEN et al, 2001; EGAN et al, 2003).

A plasticidade neuronal mediada pelo BDNF tem sido demonstrada ser essencial para as
funcbes cognitivas e para a consolidacdo da memdria, sendo critico para a producdo da memoria de
longa duracdo (MLD) (YAMADA et al, 2002).

A  MLD depende da sintese “de novo” e da a¢do do BDNF no
hipocampo (BEKINSCHTEIN et al, 2008). Esses autores demonstraram que a persisténcia da
memo©ria de longa duracdo (MLD) requer uma sintese proteica tardia e uma fase BDNF-dependente
no hipocampo. Também mostraram que a descarga intrahipocampal de BDNF reverte o déficit de
memoaria causado pela inibicdo da sintese proteica hipocampal. Um achado importante desses
autores é de que o BDNF, ele mesmo, induz a persisténcia da memoria, transformando um traco néo
duradouro de MLD numa memoria persistente de um modo dependente do ERK (extracellular-
signal-regulated kinases). Assim 0 BDNF ndo ¢é apenas necessario, mas suficiente para induzir uma
fase tardia poOs-aquisicdo no hipocampo, essencial para a persisténcia do armazenamento da

MLD (BEKINSCHTEIN et al, 2008).
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Estudos identificaram os mecanismos celulares atraves dos quais 0 BDNF promove LTP
(long-term potentiation), um dos mecanismos importantes para a memdria e o aprendizado.
Demonstraram que niveis de neurotrofina podem ser elevados através de modulacao de transmissé@o
glutaminérgica e forneceram evidéncias de que esse aumento pode ser usado para restabelecer
plasticidade sinaptica induzida por atividade em modelos animais de déficit cognitivo e proteger os
neurdnios do hipocampo de insulto isquémico (GALL et al, 2009).

O treinamento de aprendizado e a formagdo de memoria de curto ou longo prazo induzem
up-regulation do BDNF mRNA no hipocampo, enquanto a privacdo de BDNF enddgeno resulta no
prejuizo do aprendizado e da memoria espaciais em ratos adultos (TAPIA-ARANCIBIA et al,
2004).

A restricdo dietética pode induzir a expressdo do BDNF no giro dentado e o BDNF pode
suprimir a producdo de oxi-radicais, estabilizar a funcdo mitocondrial e proteger os neurdnios de
varios insultos; a restricdo dietética, entdo, pode aumentar a plasticidade neuronal (COLEMAN,
2005). Uma intervencdo dietética realizada em 67 pacientes esquizofrénicos concluiu que os
pacientes submetidos a uma dieta hipocalorica apresentavam niveis séricos de BDNF,
significativamente, mais elevados (p=0,0023) do que aqueles que ndo receberam dieta hipocaldrica
(GUIMARAES et al.,2008).

Além disso, o tratamento crénico com antidepressivos aumenta os niveis de BDNF mRNA e
a neurogénese no hipocampo do rato adulto (BAJ et al, 2012). Hormbnios, como 0s
glicocorticdides, inibem a proliferacdo no giro dentado e down-regulate a expressdo de BDNF
MRNA (Schaaf et al 1998).

No hipotalamo, o BDNF pode ajudar a restabelecer as reservas hipotalamicas hormonais
ap6s um transtorno homeostatico ou facilitar a liberacdo hormonal para o sistema porta na
eminéncia mediana, isto é, o compartimento de liberacdo. No hipotalamo, 0 BDNF também
participa nas funcbes neurovegetativas, por exemplo, controlando a ingesta alimentar ou a atividade

fisica, duas funcbes que parecem intimamente relacionadas. Todas essas alteracdes podem
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contribuir para a resiliéncia do cérebro para se adaptar através da alostase (TAPIA-ARANCIBIA et
al, 2004).

Com o0s avangos nas neurociéncias e estudos em estresse, existe agora um maior
entendimento das vias e mecanismos intracelulares envolvidos nessas acdes. Maior compreensao
dos eventos celulares e moleculares confirma o papel protetor do BDNF. Em adi¢do as multiplas
acOes do BDNF no cérebro, em condicdes fisiologicas e patoldgicas, o resultado global da pesquisa
sugere um papel dessa molécula na capacidade de resiliéncia do cérebro, oferecendo novas
esperancas para a as estratégias de tratamento para potencializar a eficacia do BDNF no
cérebro (TAPIA-ARANCIBIA et al, 2004).

Mustafa et al. (2008) encontraram que a quimioterapia com 5-fluorouracil (5-FU) causou
uma reducao significativa dos niveis de BDNF no hipocampo de ratos adultos e uma alteracédo da
memoOria espacial desses roedores. Esses achados ilustram a utilidade de modelos animais de
‘chemobrain’, isto € chemotherapy-induced cognitive dysfunction, para o entendimento dos
mecanismos envolvidos no declinio do desempenho cognitivo e memoéria, associados a
quimioterapia.

Pensa-se que o0 armazenamento da memoria ocorra por uma modificacdo estrutural das
conexdes sinapticas e crescimento neuronal. De acordo com essa idéia, 0 BDNF aumenta o nimero
de espinhas dendriticas dos neurdnios piramidais CAl (BEKINSCHTEIN et al, 2008).
Armazenamento prolongado da informacdo é uma caracteristica fundamental do cérebro. Memorias
podem durar por horas (short-term memory, STM) ou por dias, semanas e até por toda vida (long-
term memory, LTM). LTM requer, enquanto a STM ndo necessita, uma expressdo génica e um
processo de estabilizacdo dependente da sintese proteica, chamado consolidacdo, que ocorre em
areas restritas do cérebro, particularmente no hipocampo. Dependendo da forga e/ou saliéncia da
informacdo a ser lembrada, as LTMs podem persistir por somente 24-48 horas ou por muitos dias
ou semanas. Para uma LTM se tornar duradoura, as alteracGes devem persistir ap0s a aquisi¢ao para

0 traco se tornar imune ao turnover molecular. Contudo, pouco se sabe sobre os mecanismos
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moleculares que fazem algumas LTMs persistirem mais que as outras (MARTINEZ-MORENO et
al, 2011).

O BDNF regula a estrutura e funcdo neuronais. Em particular, isso é critico para a
plasticidade sinaptica e o processamento da memoria no cérebro adulto. De fato, o BDNF induz e é
suficiente para long-term potentiation (LTP) no hipocampo, uma forma de plasticidade sinaptica,
que se pensa possa estar na base da formacdo da LTM. Recentemente, os autores descreveram a
necessidade de uma fase tardia da sintese proteica e expressao do BDNF no hipocampo, 12 horas
apos o treinamento, para a persisténcia da LTM consolidada. Os autores encontraram que,
bloqueando a expressao e a funcdo do BDNF no hipocampo, durante um periodo critico de tempo,
causa um déficit na persisténcia da memdria, sem afetar a formacdo da LTM, indicando que a
sintese do BDNF durante essa fase tardia dependente de sintese proteica, é crucial para a
persisténcia do armazenamento da memdria. Os autores investigaram se 0 BDNF é suficiente para a
persisténcia da memadria e se ele pode, por si, promover a persisténcia do armazenamento da LTM.
Dado que o BDNF ativa varios efetores sinalizadores, incluindo o ERK, eles examinaram 0s
mecanismos da persisténcia da LTM induzida pelo BDNF (MARTINEZ-MORENO et al, 2011).

Baker et al. (BAKER et al, 2010) estudaram o efeito do exercicio aerébico em individuos
com déficit cognitivo leve, encontrando que os efeitos do tratamento no BDNF plasmaético foram
paralelos aos do cortisol. O BDNF esta ligado a glicoregulacdo e a sensibilidade a insulina e €
altamente regulado pela atividade do eixo HPA (hipotalamico-hipofisarioadrenal). Intervencdes,
como exercicio aerdbico, que alteram marcadamente a atividade do eixo HPA podem ter o potencial
de oferecer beneficios clinicamente significativos.

Os mecanismos para as alteracbes cognitivas induzidas pela quimioterapia sdo pouco
conhecidos. Contudo, varios mecanismos candidatos tém sido identificados. Ahles e Saykin (2007)
sugerem que fatores de risco genéticos compartilhados para o desenvolvimento do cancer e
problemas cognitivos, incluindo bombas de efluxo de baixa eficicia levando a um aumento na

exposicao a toxinas no cérebro, déficits nos mecanismos de reparo do DNA e/ou resposta imune
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desregulada, associados ao efeito da quimioterapia possam contribuir para o declinio cognitivo em

pacientes ap0s o tratamento.

2.4.3 BDNF e Doencas Neuropsiquiatricas

Os niveis de BDNF em sido amplamente estudados em doencas neuroldgicas e
psiquiatricas (GAMA et al, 2008; KAPCZINSKI et al, 2009; KAPCZINSKI et al, 2008; KAUER-
SANT'ANNA et al, 2009; MACHADO-VIEIRA et al, 2007; PANDEY et al, 2010;
TRAMONTINA et al, 2009)

A reducdo dos niveis de BDNF tem sido implicada na fisiopatologia de varios transtornos
neuropsiquiatricos e neurodegenerativos. Pensa-se que alteracdes na sua expressdo podem
contribuir para algumas patologias tais como depressdo, doenca bipolar, epilepsia, doenca de
Alzheimer e de Parkinson (ZUCCATO & CATTANEO, 2009).

Tramontina et al. (2009) num estudo prospectivo de 10 pacientes bipolares, encontraram
que o BDNF estava diminuido durante a mania, comparado aos controles e que a diferenca deixava
de ser significativa ap6s o tratamento do episddio agudo de mania. Ocorreu um aumento agudo do
BDNF apo6s o tratamento. Os achados sugerem que as alteracdes nos niveis de BDNF possam estar
associadas com a resposta ao tratamento na mania aguda.

A expressao do BDNF no SNC é modificada por varios tipos de insulto ao cérebro (estresse,
isquemia, atividade convulsiva, hipoglicemia) e, com excecdo de situa¢bes muito traumaticas, o
funcionamento cerebral é resiliente ao estresse, e capaz de plasticidade adaptativa, sendo que as
neurotrofinas podem agir como mediadores da plasticidade (SHIEH et al, 1998).

Gonul et al. (GONUL et al, 2005) encontraram niveis basais de BDNF significativamente

mais baixos em pacientes deprimidos comparado aos controles. Tratamento com 8 semanas de
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antidepressivos aumentou  significativamente os niveis séricos de BDNF que se tornaram
semelhantes aos controles. Pandey et al. (2010) encontraram resultados similares.

Estudos sugerem que o BDNF contribui para a epileptogénese. Ele aumenta a excitabilidade
neuronal, a atividade epiléptica aumenta a expressdo de BDNF mRNA e de proteina, e recentes
estudos demonstraram que, interferindo no sinal de transducdo do BDNF se pode inibir o
desenvolvimento do estado epiléptico in vivo (BINDER et al, 2001).

Os niveis séricos de BDNF estdo reduzidos em pacientes esquizofrénicos (GRILLO, 2005),
autistas (AL-AYADHI, 2011; KATOH-SEMBA et al, 2007), e aumentados em criancas e adultos
com a sindrome de Down ( NELSON, 2006; DOGLIOTTI et al ,2010).

O BDNF esté envolvido no neurodesenvolvimento e também na neuroprotecdo. (PANDEY
et al, 2010)

Como o BDNF pode atravessar a barreira hematoencefalica em ambas as direcdes, é
produzido também nas células periféricas, como os linfocitos (PAN et al, 1998). Entdo, Pandey et
al. (2010), concluem que os niveis séricos baixos encontrados nos pacientes com Doenca Bipolar
pediatrica podem se dever, ndo somente a reducdo na producdo cerebral, mas também a reducéo da
producdo de BDNF na periferia (ie, reducdo de mRNA nos linfocitos pode também ser um dos

fatores responsaveis pela reducdo de BDNF no cérebro desses pacientes).

2.4.4 BDNF e Estresse Oxidativo

A expressao do BDNF é sensivel a alteracGes da disponibilidade do oxigénio, sugerindo que
0 BDNF possa estar envolvido nas respostas adaptativas ao estresse oxidativo (WANG et al, 2006).
Um estudo publicado no European Journal of Neuroscience, em 2004, encontrou que 0
estresse oxidativo pode interagir com o sistema BDNF para modular a plasticidade neurosinaptica e

a funcdo neurocognitiva. Assim, os estudos parecem revelar um mecanismo pelo qual os eventos
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classicamente relacionados a manutencdo do balango energético da célula, como o estresse
oxidativo, podem interagir com os eventos moleculares que modulam a plasticidade neuronal e
comportamental (WU et al, 2004).

Outro estudo sugere que alteracdes no estado oxidativo podem estar associadas a niveis
reduzidos de BDNF em individuos com doenca bipolar, embora uma relacdo causal ndo possa ser
inferida (KAPCZINSKI et al, 2008).

A restricdo dietética pode induzir a expressdo do BDNF no giro dentado e o BDNF pode
suprimir a producdo de oxi-radicais, estabilizar a funcdo mitocondrial e proteger os neurdnios de
varios insultos; a restricdo dietética, entdo, pode aumentar a plasticidade neuronal (COLEMAN,

2005).

2.4.5 BDNF e Onco- Hematologia

As neurotrofinas, originalmente identificadas devido a sua habilidade de promover
sobrevida neuronal, sdo criticas ao desenvolvimento e sobrevida de multiplos tecidos extra-
neuronais. As células de todas as linhagens hematopoiéticas, assim como o estroma da medula
Ossea, expressam neurotrofinas e seus receptores (LAURENZI et al, 1998). Estudos sdo necessarios
para avaliar se a expressdo € acompanhada de sintese das proteinas correspondentes. Mas é tentador
especular se 0 BDNF e/ou NT-4 derivado dos granuldcitos possam agir como fatores de
crescimento hematopoiéticos (LABOUYRIE et al, 1999).

BDNF e TrkB sdo expressos pelos linfocitos T e B e também pelas células endoteliais e

plaguetas (DONOVAN et al, 2000; KIM et al, 2004).



55
No sistema imunologico, as neurotrofinas influenciam todas as fases do desenvolvimento
linfocitario, incluindo o crescimento e sobrevida das células T e B, o desenvolvimento da memoria

imunoldgica e a producéo de imunoglobulina (PEARSE et al, 2005).

O BDNF é uma neurotrofina que age como fator de crescimento no desenvolvimento do
sistema nervoso ao ativar seu receptor (TrkB). Por outro lado, essa via BDNF/TrkB vem sendo
relacionada a processos oncogénicos nao-neuronais, sendo investigada sua relacdo com a
progressao tumoral e ao prognostico da doenca (PRUSCH et al, 2011).

O TrkB promove uma vantagem de crescimento e pode proteger da
quimioterapia (EGGERT et al, 2001). Esse autor estudou um grupo de criancas com tumor de
Wilms, concluindo que a expressdo aumentada de TrkB no tumor estava associada a mau
prognostico.

Uma das vias que sabidamente previnem contra a apoptose é a cascata de sinalizacao
promovida pela ligacdo do BDNF ao seu receptor TrkB (BDNF/TrkB) (BARDE, 1994).

Existe evidéncia crescente para o envolvimento dos receptores TrkB na leucemogénese, e
dos receptores TrkC e TrkA na Leucemia Miel6ide Aguda (LI et al, 2009).

Pesquisadores na Alemanha sugerem que os Trks tem um importante papel na
leucemogénese, expandindo conceitos atuais e encorajando a avaliagdo futura de sinalizacdo de
receptores das neurotrofinas como terapia- alvo na leucemia. Li et al. (2009), num estudo
prospectivo com 94 adultos, demonstraram que células de leucemia aguda frequentemente
expressam Trk e BDNF. Além disso, estabeleceram uma correlacdo clara entre o padrdo de
expressdo do Trk e a classificacdo FAB (French-American-British) de leucemia. Encontraram que
pacientes que co-expressavam TrkB e BDNF tiveram pior prognostico. Descobriram que a
sinalizacdo TRK é importante para a manutencdo das células leucémicas in vitro. Li et al. (2009)
sugerem que terapia-alvo na atividade enzimatica da TrkB e seus efetores downstream pode ser

benéfico no tratamento de tumores sélidos e leucemias.
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O TrkB ¢, frequentemente, superexpresso no neuroblastoma, o tumor sélido mais frequente
na infancia, originado nas células primitivas do sistema nervoso simpatico (EDSJO et al, 2003; LI
et al, 2010).

Estudos recentes indicam que a expressao de TrkB contribui para a patologia
tumoral (THIELE et al, 2009). Atualmente, tem sido demonstrado que Trks regulam importantes
processos em células ndo neuronais e, aléem do seu impacto nos tumores de origem neural, podem
contribuir para a patogénese de carcinomas, mielomas, tumores prostaticos e neoplasias linfoides.

Os Trks podem ter tanto um papel bom quanto mau na oncogénese. Os pacientes com
neuroblastoma cujos tumores expressam niveis elevados de TrkA ou TrkC tem um melhor
prognostico, enquanto aqueles cujos tumores expressam niveis elevados de TrkB tem um
prognostico pior.  Contudo, a expressdo de TrkC se associa a um melhor prognostico em
meduloblastoma (THIELE et al, 2009).

Quando ndo ha translocacdo nem mutacdo nos Trks, persistem duvidas: eles funcionam
como marcadores do desenvolvimento ou marcadores tumorais, ou eles tem um papel
fisiopatoldgico na biologia das células tumorais?

A ativacdo neurotrofina-Trk faz a mediacdo dos sinais de sobrevida e estimula a
neurogénese e a migracdo em neurdnios normais; entdo, esses mesmos processos podem ser
explorados pelas células tumorais para sobreviverem a insultos citotoxicos ou para metatastizarem.
As células tumorais de neuroblastoma que expressam TrkB, quando tratados com BDNF, sdo
menos sensiveis a drogas citotdxicas, sobrevivem sob condi¢bes de fatores de crescimento
limitantes e mostram invasibilidade aumentada e aumento na producdo de VEGF. Vascular
endothelial growth factor (VEGF) é uma proteina sinalizadora produzida pelas células que estimula
a vasculogénese e a angiogénese (THIELE et al, 2009).

Geiger e Peeper (2007) encontraram que o TrkB, o receptor do BDNF, protege a célula
contra anoikis (morte celular programada induzida por detachment) em diferentes linhas de células

epiteliais e através da espécies, por um mecanismo que requer a ativacdo da via da
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phosphoinositide-3-kinase/protein kinase B. Tem sido sugerido que a resisténcia a anoikis é um
pré-requisito para que células cancerosas metastatizem. Esses autores descobriram que a super-
expressdao de TrkB torna as células epiteliais ndo malignas resistentes a anoikis e altamente
tumorigénicas; apo6s a inoculacdo subcutdnea em ratos, células expressando TrkB formaram
tumores altamente invasivos e metastaticos.

Apds a descoberta do envolvimento dos Trks na biologia do cancer, tem sido postulado que a
inibicdo da atividade do Trk possa ser benéfica no setting da clinica oncoldgica. A maioria das
estratégias tem tido como objetivo atingir o dominio Trk TK. Atualmente, ndo ha inibidores seletivos
para TrkA ou TrkB. Os primeiros inibidores a atingirem ensaios clinicos sdo Cephalon's CEP-751 and
CEP-701(Lestaurtinib) (LI et al, 2009).

Quando o TrkC e/ou TrkA esta significativamente expresso, o neuroblastoma é de melhor
prognostico, correlacionando-se com a sobrevivéncia do paciente. Ja quando o TrkB ,ativado pelo
BNDF, esta fortemente expresso, encontramo-nos diante de um quadro altamente desfavoravel para
a sobrevivéncia do paciente (SCHRAMM et al, 2005).

Os receptores Trk foram, originalmente, identificados como proto-oncogenes nos
carcinomas de colon e de tiredide e, mais tarde, na leucemia mieldide. A expressdo de TrkB tem
sido demonstrado aumentar o potencial metastatico, suprimindo a anoikis e tem sido implicado na
patogénese de um nudmero de tumores neuronais e ndo neuronais, incluindo o neuroblastoma,o
meduloblastoma, o tumor de Wilms, os adenocarcinomas de pulmao, tiredide, préstata e pancreas.
O TrkB tem sido encontrado em linfomas de células B e em linfocitos transformados pelo virus
Epstein Barr. Contudo, o significado dessa expressdo nao tem sido determinado (LI et al, 2009).

Rodrigues FO (dissertacdo de mestrado 2012 UFRGS) no Hospital de Clinicas de Porto
Alegre (Servico de Oncologia Pediatrica) encontrou niveis reduzdos de BDNF em criangas com

leucemia (RODRIGUES FO, 2012).



58

2.5. EXCITOTOXICIDADE E CITOCINAS

2.5.1 Relagbes entre BDNF e citocinas

Tém surgido hipoteses de que a etiologia dos efeitos neurocomportamentais tardios da
quiomioterapia  esteja  associada a  desregulacdo  dos  fatores  excitotdxicos e
citocinas/quimiocinas (SHIN et al, 2000).

Um processo inflamatério no SNC, que leva a morte neuronal tem sido implicado na
etiologia e fisiopatologia de varias transtornos que afetam o cérebro, como a depressdo maior, a
doenca de Alzheimer e a doenca de Parkinson. A resposta inflamatdria € mediada pela microglia,
células imunes do SNC, que normalmente respondem ao dano neuronal e removem as células
danificadas por fagocitose. A ativacdo da microglia é uma caracteristica importante da patologia
cerebral. Quando ativada, a microglia secreta mediadores inflamatérios como citocinas pro-
inflamatdrias e quimiocinas. A microglia ativada também ativa os astrocitos que, entdo, rompem a
barreira hematoencéfalica. A ativacdo cronica da microglia, por sua vez, pode causar dano neuronal
atraves de liberacdo de citocinas, proteinases e outras substancias (DHEEN et al, 2007).

Marcadores especificos da inflamacéo sistémica, como as citocinas, tem sido identificados
como importantes mediadores dos processos neurodegenerativos e neuroplasticos (DHEEN et al,
2007).

Citocinas sdo pequenas proteinas ou peptideos envolvidos na emissdo de sinais entre as
células durante o desencadeamento das respostas imunes. Constituem um grupo de fatores
extracelulares que podem ser produzidos por diversas células, como mondcitos e macrofagos. As
diferentes citocinas podem ser enquadradas em diversas categorias: interferons (IFN), interleucinas
(IL), fator estimulador de coldnias (CSF), fator de necrose tumoral (TNFa e TNFb), e fator de

transformacéo de crescimento (TGF b) (NAOUM, 2001).


http://pt.wikipedia.org/wiki/Prote%C3%ADna
http://pt.wikipedia.org/wiki/Pept%C3%ADdeo
http://pt.wikipedia.org/wiki/C%C3%A9lula
http://pt.wikipedia.org/wiki/Sistema_imunit%C3%A1rio
http://pt.wikipedia.org/wiki/Mon%C3%B3cito
http://pt.wikipedia.org/wiki/Macr%C3%B3fago
http://pt.wikipedia.org/wiki/Interferon
http://pt.wikipedia.org/wiki/Interleucina
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Citocinas Pro-inflamatorias: estimulam o sistema imunologico

INF-y i-é

INF-a -2 I-12
Citocinas Antinflamatorias: suprimem o sistema imunologico

IL-4 IL-5

It-10 1GF-p
Figura 3- Citocinas

Crystafography denved fom RCIS Proten Dofo Bok. '

INF-gamma: interferon gamma, TNF-alfa:tumor necrosis factor alfa, IL: interleucina, TGF-beta:
transforming growth fator beta.
Adaptado de Collins JJ Systemic Enzyme Support.org.

Algumas dessas proteinas, como a IL-6, tem papel critico nos processos fisioldgicos, como a
fungdo cognitiva (WRIGHT et al, 2006). Aumento das citocinas pro-inflamatérias foi associado a
prejuizo do aprendizado espacial em estudos pré-clinicos (LARSON & DUNN, 2001).

A IL-6 pode ter acdo pro-inflamatéria potente e apresenta propriedades tanto
neurodegenerativas como neuroprotetoras. Pode proteger contra insultos excitotoxicos e
isquémicos, promovendo o crescimento dos axdnios e aumentando o nimero de sinapses (BAUNE
et al, 2012).

Niveis elevados de IL-6 tém sido associados, com frequéncia, a Doenca de Alzheimer e
também ao risco dessa doenga, mas ndo em todos os estudos (COMBARROS et al, 2009).

A reducdo dos niveis de BDNF e o aumento da citocina pré-inflamatoria IL-6 tem sido
implicados na fisiopatologia da depresséo, e essa tem sido associada a disfungdo cognitiva, pelo
menos em relacdo a memdria de longa duracdo (JEHN et al, 2006).

A IL-10, uma citocina anti-inflamatéria, tem uma acdo imunossupressora especifica € um
importante papel na regulacdo imune, estando, frequentemente, up-regulated em vérios tipos de

cancer. O papel bioldgico da IL-10 no cancer é muito complexo. A presenca dessa citocina em
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metastases avancadas, a correlacao positiva entre a IL-10 e a progressdo da doenca indica um papel
critico no microambiente tumoral (SATO et al, 2011).

Excitotoxicidade € uma injaria neuronal causada por liberacdo excessiva de
neurotransmissores glutamato e aspartato, causando dano as células nervosas e gliais, e ocorre em
diversas doencas neurologicas (LESSMANN et al, 2003).

O aumento das neurotrofinas tem a fungdo prioritaria de proteger os neurbnios da
excitoxidade (LESSMANN et al, 2003).

A neuroprotecdo pelo BDNF contra a morte celular apoptotica glutamato-induzida parece
ser mediada pela via fosfatidilinositol (ALMEIDA et al, 2005).

Esse e outros estudos trazem evidéncias de que o BDNF pode ter propriedades neuroprotoras
e anti-apoptéticas, podendo amenizar as a¢des das citocinas pro-inflamatorias (IL-6, TNF alfa). A
reducdo do BDNF pode contribuir para a vulnerabilidade ao impacto deletério das
citocinas (KAUER-SANT'ANNA et al, 2009).

Tem sido sugerido que um balanco entre niveis de citocinas e neurotrofinas esteja associado
com apoptose (morte celular programada) (NAGATSU et al, 2000).

BDNF e citocinas parecem cooperar na sinalizacdo intracelular (BROUWERS, 2005).

A habilidade da IL-6 em apoiar a sobrevida dos neurdnios sensoriais embrionarios in vitro
depende da presenca do BDNF e a inducdo do BDNF em neurdnios sensoriais adultos lesionados
depende da presenca de IL-6 (MURPHY et al, 2000).

Sob condig¢des inflamatdrias, a presenca do BDNF pode limitar a injuria imunolégica no
cérebro (BRIETZKE & KAPCZINSKI, 2008).

No caso da doenca bipolar, o aumento das citocinas pro-inflamatérias pode ser parte da
doenca ou representar uma resposta adaptativa a um insulto (ie, o inicio da doenca). A resposta
inflamatoria pode ser efetiva no inicio da doenga, como indicado pelo aumento da IL-10. A reducéo
do BDNF pode contribuir para a vulnerabilidade ao impacto deletério das citocinas (KAUER-

SANT'ANNA et al, 2009).
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3 JUSTIFICATIVA DO ESTUDO

Os avancos no tratamento tém levado a um namero crescente de sobreviventes de LLA,
porém sequelas neurocognitivas tem sido relatadas numa proporcdo significativa desses, mesmo
quando o tratamento nao inclui radioterapia.

Identificamos uma caréncia de estudos relacionados ao efeito do tratamento com
metotrexate intratecal nos niveis de BDNF, havendo uma necessidade de pesquisas que possam
identificar tratamentos e/ou medidas preventivas para esse problema.

Melhor entendimento da fisiopatologia da neurotoxicidade relacionada ao tratamento da
LLA poderia levar a estratégias para fazer a triagem, prevenir a ocorréncia e buscar solu¢fes para o

manejo desses efeitos.
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4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

Estudar os niveis séricosdo fator neurotrofico derivado do cérebro (BDNF: brain derived
neurotrophic factor),biomarcadores inflamatérios (IL- 6 e 1L-10) e de estresse oxidativo (TBARS e

conteudo de proteina carbonil) em pacientes pediatricos com LLA submetidos a quimioterapia.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Estudar os niveis séricos de BDNF, biomarcadores inflamatorios (IL-6 e 1L-10) e de estresse
oxidativo (TBARS e conteudo de proteina carbonil) e citocinas séricos no diagndstico, antes e 72
horas apds o tratamento com metotrexate intratecal, apds a remissao completa e na fase de altas
doses de MTX (protocolo M), comparando-0s com controles.

Investigar a associacdo entre a aplicacdo do metotrexate intratecal e 0s niveis séricos de

BDNF ( até 1 hora antes e 72 horas ap0s a aplicacéo).
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5 HIPOTESE DE TRABALHO

e Os niveis de BDNF no sangue periférico estariam reduzidos ap6s a aplicacao intratecal de
metotrexate.

e A reducdo de BDNF poderia estar relacionada as alteracBes cognitivas descritas em
pacientes tratados para leucemia na infancia, pois o BDNF é considerado uma molécula
essencial no mecanismo de formacdo de potenciacdo de longa duragdo (LTP= long term

potentiation), mecanismo essencial na aprendizagem e memoria.
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6 METODOS

6.1 DELINEAMENTO

Estudo de caso - controle aninhado num estudo de coorte.

6.2 AMOSTRA

Sessenta e dois espécimes de sangue colhidos de 8 criangas com o diagnostico de leucemia
linfoblastica aguda comum, de dois a 13 anos de idade ( 4 do sexo masculino e 4 do sexo feminino)
que internaram no Hospital de Clinicas de Porto Alegre , em tratamento com esquema baseado no
protocolo BFM (Berlin-Frankfurt-Minster), que inclui a aplicacdo de quimioterapia intratecal com
metotrexate. A inclusdo dos pacientes foi consecutiva, de setembro de 2010 a setembro de 2011.

Os espécimes de sangue dos controles (criancas normais) foram disponibilizados de um

banco de amostras coletadas para outro estudo, e autorizadas para uso em pesquisas.

6.3 CALCULO DO TAMANHO DA AMOSTRA

e Considerando a hipotese nula: os niveis séricos de BDNF antes da aplicacdo intratecal de
metotrexate serd semelhante aos niveis séricos de BDNF 72 horas apos a aplicacdo, e a
hipotese alternativa: 0s niveis séricos de BDNF antes do metotrexate serdo diferentes dos

niveis sericos 72 horas apds o metotrexate.
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e Considerando um tamanho de efeito de 0,6, um poder de 80%, um nivel de significancia de
5%, é necessario obter 24 pares de amostras de soro.
e Considerando as perdas possiveis o n calculado é de 30 pares de amostras de soro.

e O célculo foi realizado no WINPEPI v.11.1.

6.4 FERRAMENTAS DE PESQUISA

a) Dosagens de BDNF, TBARS, contetido de proteina carbonil, interleucinas IL6 e IL 10 no
sangue periférico (soro) imediatamente antes e 72 horas apos aplicagdo da quimioterapia
intratecal com MTX.

b) Aplicacdo de testes: WISC III (Wechsler Intelligence Scale) apropriado para a faixa etaria de
6 anos e 11 meses a 16 anos e 11 meses, e WPPSI-R (Wechsler Preschool and Primary
Scale of Intelligence-Revised) ou Escala de Inteligéncia de Wechsler para a Idade Pré-
Escolar e Primaria - Edi¢ao Revista, desenvolvida para criangas de 2 anos ¢ 6 meses a 7
anos e 3 meses (CRUZ, 2005).

O WISC-III ¢ formado por diversos subtestes que avaliam diferentes aspectos da
inteligéncia, sendo o desempenho das criangas nesses subtestes resumidos em trés medidas que
oferecem estimativas da capacidade intelectual das mesmas, a saber: QIs Verbal, Execucdo e Total.
O teste ¢ composto por 13 subtestes organizados em dois grupos: Verbais e Perceptivos-motores ou
de Execugdo, que sdo aplicados nas criangas em ordem alternadas, ou seja, um subteste de
Execucdo e depois um subteste verbal e vice-versa. Os Subtestes Verbais sdo compostos pelos itens:
Informacdo, Semelhangas, Aritmética, Vocabulario, Compreensdo e Digitos, enquanto que os
subtestes de Execucdo sdo formados pelos itens: Completar Figuras, Codigo, Arranjo de Figuras,

Cubos, Armar Objetos, Procurar Simbolos e Labirintos (CRUZ, 2005).



66
A WPPSI-R é constituida por seis subtestes de realizacdo (percetivo-motores) e por seis
subtestes verbais. Os subtestes de realizacdo sdo: Composicdo de Objetos, Figuras Geomeétricas,
Quadrados, Labirintos, Completamento de Gravuras, Tabuleiro dos Animais (subteste opcional). Os
subtestes verbais sdo: Informacdo, Compreensdo, Aritmética, Vocabulario, Semelhancas Frases
Memorizadas (subteste opcional) (CRUZ, 2005).
Os resultados obtidos nos subtestes permitem calcular trés escalas compdsitas: QI Verbal,
QI de Realizacao, QI da Escala Completa (CRUZ, 2005).
Para as dosagens bioquimicas, quatro mililitros de sangue foram retirados de cada individuo
por puncdo venosa ou aspiracdo de cateter em um tubo sem anticoagulante. O sangue foi
centrifugado imediatamente a 3000xg por 5 minutos e o soro mantido congelado a -80 °C até a

avaliacao.

6.4.1 Técnica da dosagem do BDNF

Os niveis séricos do BDNF forma medidos por meio de um ensaio ELISA, usando um kit
comercial de acordo com as instrucbes do fabricante (Chemicon-EUA); as placas (96 pocos cada)
foram revestidas por 24 h com as amostras em uma diluicdo 1:2 em diluentes adequados, sendo
entdo lavadas quatro vezes com tampao, adicdo de anticorpos monoclonais de coelho anti-BDNF
(diluido 1:1000 com diluente de amostra) e incubado por 3 horas em temperatura ambiente. Apds a
lavagem, foi realizada uma segunda incubacdo com anticorpo anti-coelho conjugado com
peroxidase (diluido 1:1000) por 1 hora em temperatura ambiente. ApOs a adicdo da enzima
estreptavidina, substrato e solucdo para término da reacdo, foi determinada a concentracdo de
BDNF (absorbéncia medida em 450 nm). A curva padrdo demonstrou uma relagcdo direta entre a
densidade 6ptica (DO) e a concentracdo de BDNF. A sensibilidade do ensaio para BDNF foi de 7,8

pg/mL (7,8-500 pg/mL). O resultados sdo expressos em pg/mL.
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6.4.2 Técnica da dosagem das TBARS

Os niveis de peroxidacdo lipidica foram dosados pelo método de TBARS (Thiobarbituric
Acid Reactive Substances) usando o kit de ensaio TBARS (Cayman Chemical Company, Ann
Arbor), de acordo com as instrucdes do fabricante. Nesse método, a quantificacdo dos produtos de
peroxidacao lipidica € realizada pela formacéo de substancias reativas ao acido tiobarbitarico, que é
a analise dos produtos finais da peroxidacao lipidica (peroxidos lipidicos, malondialdeido e outros
aldeidos de baixo peso molecular) que a reacdo com o 2-acido tiobarbitdrico (TBA) forma bases
Schiff. Esses complexos exibem coloracdo e sua concentracdo pode ser determinada por

espectrofotometria a 535 mm. Os resultados sdo expressos em uM de MDA (malondialdeido).

6,4.3 Técnica de dosagem do Conteudo de proteina carbonil

O dano oxidativo as proteinas foi analisado pela determinacédo dos grupos carbonil (método
PCC-carbonyl content in proteins) ou contetido de proteina, como descrito previamente por Levine
e colegas (LEVINE et al, 1990). Nessa, as proteinas sdo precipitadas pela adicdo de TCA 20%, re-
solubilizado em dinitrophenylhidrazine (DNPH) e a absorvancia é lida num espectrofotbmetro a

370 nm. Os valores sdo expressos em nmol/mg de proteina.
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6.4.4 Técnica de Dosagem das Citocinas

Os niveis de citocinas nas amostras de soro foram determinados pelo CBA Human
Enhanced Sensitivity Flex Set System (BD) de acordo com as instrugcdes do fabricante. Brevemente,
as amostras de soro e uma curva padrdo de zero (controle negativo) a 200 000 fg/mL de IL-6, IL-10
e TNF-alfa foram cobertas pcom o Capture Beads of de interesse (IL-6, IL-10, TNF-a) por 2 horas.
Apds, nos adicionamos Human Detection Reagent (Part A) e misturamos bem para cada ensaio e
cobrimos por 2 horas a temperatura ambiente. Apos a lavagem, o Enhanced Sensitivity Detection
Reagent (Part B) foi adicionado e as amostras foram incubadas por 1 hora. Uma lavagem final foi
realizada e as amostras foram analisadas usando citémetro de fluxo FACSCalibur. A concentracéo
final das citocinas foi calculada usando o programa Excel para Macintosh. Os valores sao

expressos em fg/mL.

6.5 VARIAVEIS DO ESTUDO

e idade do paciente no diagnostico de LLA,;
e concentragdes séricas de BDNF, TBARS, contetdo de proteina carbonil e citocinas;

e resultados das avaliagcdes cognitivas com WISC e WIPPSI-R.

6.6 LOGISTICA

Os pacientes foram recrutados apds diagndstico de leucemia linfoblastica aguda, de forma
consecutiva, de setembro de 2010 a setembro de 2011. Foi realizada uma entrevista com 0s pais
para esclarecimentos sobre a pesquisa e assinatura do termo de consentimento.

Amostras de sangue foram coletadas antes da aplicacdo intratecal e 72 horas apos cada
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aplicacdo. As coletas de dados e de sangue para exames foram realizadas na unidade de internagcao
do 3° Leste (Oncologia pediatrica) do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA), no Centro de
Cirurgia Ambulatorial (CCA) ou na unidade de coleta de exames da zona 14 do HCPA.

Cada paciente é submetido a 8 aplicacOes intratecais ao longo do seu tratamento, porém
nesses estudo, nao foi possivel acompanhar todos os pacientes até o final do tratamento. A coleta foi
interrompida quando foram obtidos 31 pares ou 62 amostras de sangue.

A aplicagao do MTX IT era realizada no CCA do HCPA, sob anestesia geral.

A coleta de sangue, até 2 horas antes da aplicagdo do MTX IT, era realizada pela enfermeira,
através do cateter central, pelo coletador, sempre simultaneamente aos exames de rotina, ou pelo
anestesista, evitando a coleta dolorosa.

A coleta apos a aplicacdo do MTX IT, 72 horas apds, era realizada pela enfermeira da
unidade de internagdo, através do cateter central (se o paciente estivesse internado), durante a coleta
de exames de rotina, ou pelo coletador da zona 14, durante a coleta de exames de rotina (no caso de
ja ter tido alta hospitalar).

As amostras de sangue eram encaminhadas, imediatamente apds a coleta, para o
laboratério de Psiquiatria Molecular, onde eram preparadas e congeladas para que posteriormente
fossem realizadas as dosagens. As dosagens séricas foram todas realizadas com o mesmo kit e de
forma simultanea, tanto para os pacientes como para os controles, cujas amostras ja estavam
congeladas. O pareamento dos controles foi realizado ap6s todas as coletas dos casos. Os espécimes
de sangue de criangas normais (controles) foram extraidos de um banco de amostras autorizado para
pesquisas.

A contagem de plaquetas foi avaliada em conjunto com as dosagens do BDNF.

Os testes cognitivos (WISC e WIPPSI) foram realizados logo apds o diagnostico e 6 meses
apos o mesmo por psicologa ligada ao Servico de Psicologia do Hospital de Clinicas de Porto

Alegre.
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6.7 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram analisados com o Statistical Product and Service Solutions (SPSS) verséao
18.0. Os dados séo apresentados como média ou mediana e desvio-padrdo. Comparacgdes entre 0s
grupos foram feitas usando o teste t de Student, Mann Whitney ou Wilcoxon.

Foi considerado um poder estatistico de 80% e os valores de p < 0,05 foram considerados

significativos.

6.8 CONSIDERACOES ETICAS

Protocolo do presente estudo e o termo de consentimento livre e esclarecido foram
aprovados pela Comissdo Cientifica e de Pesquisa em P6s Graduacdo do Hospital de Clinicas de
Porto Alegre (projeto n° 09-530).

Foi solicitado aos pais ou responsaveis pelos pacientes, concordancia da participacdo no
estudo, mediante assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido (Apéndice 1).

As amostras dos controles foram extraidas de um banco de amostras coletado para outra

pesquisa, porém com autorizacdo dos pais dos pacientes para uso das mesmas em estudos

posteriores.



7 RESULTADOS

As caracteristicas da amostra encontram-se na Tabela 1.

Tabela 1 — Caracteristicas da amostra
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Caracteristicas Pacientes Controles
Idade 2-13 anos 4-16 anos
Sexo
Masculino 4 (50%) 19 (47,5 %)
Feminino 4 (50%) 19 (52,5 %)

OBS: 100% dos pacientes tiveram o diagndstico de LLA comum da infancia com SNC negativo. Todos

iniciaram o tratamento com protocolo baseado no BFM 2002.

No diagndstico, os niveis séricos de BDNF encontrados foram mais baixos nos pacientes do

que nos controles (p<0,001), enquanto os niveis de IL-6 e 1L-10 foram mais elevados nos pacientes

do que nos controles (p<0,05). No diagnoéstico, os niveis de TBARS ndo tiveram diferenca

significativa entre os pacientes e controles (Figura 2,3,4 e Tabela 2,).
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Tabela 2 — Comparacédo das dosagens séricas de biomarcadores em pacientes ao diagnéstico de LLA e
em controles

Variaveis Pacientes Controles p
BDNF n= 32 n=40
média=18,94+12,04 média=37,49+11,84 <0,001
1C(95%)=16,47-21,40 1C(95%)=33,70-41,28
mediana=13,69 mediana=39,67
TBARS n=32 n=40
média=11,36+9,79 média=9,77+5,64 0,955
1C(95%)=9,37-13,36 I1C(95%)=7,97-11,58
mediana=8,50 mediana=8,25
IL-6 n= 31 n=36
745,08 (P50) 355,97 (P50) 0,002
1C(95%)=138,43-22856,10 IC(95%) =121,82-1750,99
IL-10 n=29 n=34
588,69 (P50) 374,96 (P50) 0,032
1C(95%)=104,63-11546,54 1C(95%)=97,94-1226,50
Carbonil n=32 n=39
0,144 (P50) 0,154 (P50) 0,405
IC (95%)=0,062-0,284 IC (95%)=0,052-0,288

BDNF - brain derived neurotrophic fator; TBARS - thiobarbituric acid reactive substances; IL-10 -
interleucina 10; IL-6 - interleucina -6, IC- interval de confianga, P50- percentil 50.

Nesse estudo, os niveis séricos de BDNF e TBARS nos pacientes, antes e 72 horas ap0s

cada aplicacdo intratecal de MTX ndo mostraram alteracGes significativas, como mostra a Tabela 3.


http://www.amdcc.org/shared/showFile.aspx?doctypeid=3&docid=33
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Tabela 3 — Dosagens séricas de BDNF e de TBARS antes e ap6s MTX IT ( n=31)

Variaveis mediana IC (95%0) p
BDNF

antes 16,64 9,41-28,49

apds 13,11 8,31-29,89 0,652
TBARS

antes 7,19 5,50-12,00

apos 9,00 6,71-12,50 0,992

BDNF - brain derived neurotrophic fator; TBARS - thiobarbituric acid reactive substances. MTX IT-
metotrexate intratecal. IC- intervalo de confianga

Comparando os pacientes, antes e apos a remissao completa, ndo foram encontradas diferengas
significativas nos niveis séricos de BDNF, TBARS, 1I-6 e IL-10, mas o contetdo de proteina
carbonil foi mais baixo apds a remissdo completa do que no diagnéstico, como na Tabela 4.

Tabela 4 — Comparacdo das dosagens séricas dos biomarcadores em pacientes antes e ap6s a remissao
completa da doenga (n=31)

o Basal Apoés RC
Variaveis mediana IC (95%) mediana IC (95%) P
BDNF 9,62 7,69-15,12 23,59 8,13-31 0,345
TBARS 13,75 7,50-23,01 9,50 5,50-11,00 0,600
IL-6 4144,33 588,33-1387,50 2107,83 615,19-2765,97 0,600
11-10 998,11 340,22-7106,06 711,35 386,18-861,11 0,715
Carbonil 0,186 0,147-0,218 0,144 0,101-0,156 0,046

Wilcoxon Test
BDNF - brain derived neurotrophic fator; TBARS - thiobarbituric acid reactive substances; IL-10 -
interleucina 10; IL-6 - interleucina -6. RC-remissdo completa, 1C- intervalo de confianca

Né&o foram encontradas diferengas significativas entre 0s niveis séricos dos controles e dos
pacientes quando esses estavam no primeiro protocolo M do protocolo baseado no BFM 2002 (fase
de doses elevadas de metotrexate), exceto para IL-6 (interleucina pré-inflamatoria) que permanecia

mais elevada nos pacientes (Tabela 5).
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Tabela 5 — Dosagens séricas dos marcadores em pacientes no primeiro Protocolo M e dos controles

Variaveis 1° I'Drotocolo M _Controles 0
mediana (1C 95%) mediana (1C 95%)
BDNF 30,19+7,10* 37,49 £11,84* 0,151
TBARS 7,50 (4,37-17,37) 8,25 (5,50-13,25) 0,683
IL-6 1426,46 (373,99-2287,34) 355,97 (239,56-665,60) 0,034
IL-10 546,55 (331,51-1372,31) 374,96 (197,26-555,46) 0,125
Carbonil 0,15 (0,094-0,177) 0,171 (0,122-0,171) 0,463

* Desvio Padréo

Protocolo M - fase de consolidacdo da remissdo com altas doses de metotrexate; BDNF - brain derived
neurotrophic fator; TBARS - thiobarbituric acid reactive substances; IL-10 - interleucina 10; IL-6 -
interleucina -6, 1C- intervalo de confianca

A Figura 7 mostra que a média dos valores do BDNF aumentou durante o tratamento.

Figura 5
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Figura 7 — BDNF (média durante o tratamento da LLA)

BDNF-brain derived neurotrophic factor, MTX methotrexate, CR complete remission, PM-protocolo M
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7.1 RESULTADOS DOS TESTES COGNITIVOS (WISC 11l E WIPPSI-R) — ESCALAS DE

INTELIGENCIA

Os subtestes que avaliam a memoria (informagdo e digitos) tiveram aumento (melhor

resultado) na segunda aplicacdo (exceto uma paciente).

Os resultados apresentaram discrepancia negativa (pior resultado) no subteste Compreensao

(em relacédo aos outros subtestes da escala), para todos os pacientes, na segunda aplicagéo.

Na comparacao entre as aplicagcdes observou-se que os QITs (QIs Totais) mantiveram-se na

média e acima da média, com diminuicdo nos resultados das segundas aplicacGes, porém

preservando a classificacdo. Os Resultados dos testes cognitivos estdo apresentados nas figuras

abaixo.
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Figura 8 — Desempenho nos testes cognitivos do paciente 1
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Figura 9 — Desempenho nos testes cognitivos do paciente 2
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Figura 10 — Desempenho nos testes cognitivos do paciente 3
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Figura 11 — Desempenho nos testes cognitivos do paciente 4

Os subtestes que avaliam a memdria (informacdo e digitos) tiveram aumento (melhor
resultado) na segunda aplicacdo (exceto uma paciente).

Os resultados apresentaram discrepancia negativa (pior resultado) no subteste Compreenséao
(em relacédo aos outros subtestes da escala), para todos os pacientes, na segunda aplicagéo.

Na comparacao entre as aplicagcdes observou-se que os QITs (QIs Totais) mantiveram-se na
média e acima da média, com diminuicdo nos resultados das segundas aplicacGes, porém

preservando a classificagéo.
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8 DISCUSSAO

Esse é o primeiro estudo examinando os niveis séricos de BDNF, marcadores inflamatorios
e de estresse oxidativo em diferentes estagios do tratamento da LLA em criangas.

Pesquisamos 0s niveis de uma neurotrofina (BDNF), marcadores de estresse oxidativo
(contetdo de proteina carbonil para avaliar dano as proteinas e TBARS para avaliar dano aos
lipidios), citocinas inflamatorias (IL-6, IL-10) em criancas tratando LLA B e em controles (criangas
saudaveis).

Nesse estudo, encontramos que 0s pacientes com LLA, ao diagnéstico, apresentavam niveis
séricos de BDNF mais baixos em relacdo aos controles (p<0,001) e que também apresentavam
niveis séricos de IL-6 e IL-10 mais elevados do que os controles (p<0,05). Entdo, essas criancas
estariam em risco de déficits cognitivos, ao diagnostico.

Por outro lado, quando comparamos os niveis séricos BDNF e TBARS nos pacientes, antes
e 72 horas apds cada aplicacdo de MTX IT, ndo encontramos diferencas significativas.

Além desses achados, comparando o0s niveis séricos em pacientes, antes e ap0s a remissao
completa, ndo encontramos diferencas significativas nos niveis de BDNF, TBARS, IL-6 e 1I-10,
porém, 0s niveis séricos de conteudo de proteina carbonil (marcador de estresse oxidativo) estavam
mais baixos do que na primeira dosagem.

Quando os pacientes se encontravam na fase de altas doses de MTX (protocolo M), néo
foram encontradas diferencas significativas nas dosagens séricas entre pacientes e controles, exceto
para IL-6, que persistia mais elevada nos pacientes do que nos controles.

Os resultados dos testes psicoldgicos (WISC 11l), aplicados ao diagnostico e seis meses
apoOs, demonstraram que os escores de QI, que representam uma habilidade cognitiva geral,
permaneceram na média ou acima da mesma. Os subtestes de memdria mostraram uma melhora,
exceto para um paciente. Contudo, 0s subtestes de compreensdo mostraram uma piora nos

resultados.
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Avaliando os achados de nossa pesquisa, podemos sugerir que existem evidéncias de que a
LLA seja associada com baixos niveis de BDNF, j& que os pacientes com LLA apresentam
diferencas significativas em relacdo aos controles. Poderiamos pensar que os niveis periféricos de
BDNF estariam reduzidos para atender uma demanda imposta pela doenca.

De modo interessante, os dados evidenciam que essas diferencas podem desaparecer quando
a doenca € controlada, a0 mesmo tempo em que 0 estresse oxidativo diminui, sugerindo que o
tratamento seja efetivo em reduzir o estresse oxidativo e aumentar os niveis de BDNF.

Por outro lado, a hipdtese inicial de que o MTX IT diminuiria os niveis de BDNF néo se
confirmou em nosso estudo. Esse fato pode significar que a reducdo do BDNF ndo é o mecanismo
pelo qual o MTX produz déficit cognitivo, ou que o intervalo de 72 horas entre as dosagens foi
pequeno para evidenciar diferencas que poderiam aparecer em outro momento.

E sabido que o BDNF se relaciona & proliferacdo celular; curiosamente, nesse estudo,
encontramos niveis séricos reduzidos de BDNF ao diagnostico de LLA.

Embora ndo sendo pesquisas em LLA, encontramos pesquisas relacionando niveis de BDNF
antes e ap0s o tratamento.

Gonul et al. (2005) encontraram niveis basais de BDNF significativamente mais baixos em
pacientes deprimidos comparado aos controles; demonstraram ainda que o tratamento com 8
semanas de antidepressivos aumentou significativamente os niveis séricos de BDNF, que entdo
eram semelhantes aos controles. Pandey et al. (2010) encontraram resultados semelhantes quando
estudou doenca bipolar pediatrica em 19 criancas. Os niveis de mMRNA de BDNF nos linfdcitos,
eram significativamente, reduzidos em relacdo aos controles e se elevaram ap6s 8 semanas de

tratamento, tornando-se semelhantes aos dos controles.

Por outro lado, n6s encontramos a persisténcia de niveis mais elevados de IL-6 nos
pacientes, mesmo nas fases mais avancadas do tratamento. Interessantemente, Patanella et

al. (2010) encontraram uma correlacéo entre baixos niveis de BDNF e alta produgéo de IL-6 pelos
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células mononucleares periféericas e os desempenhos mais baixos em tarefas cognitivas dos
pacientes com esclerose mdaltipla, sugerindo um possivel papel desses fatores nos déficits cognitivos
da esclerose multipla. De forma semelhante, Kauer- Sant’Anna et al. (2009), estudando doenca
bipolar, encontrou que os niveis de interleucinas estavam aumentados nos estagios iniciais da
doenca comparados aos controles, e que persistiam elevados em estagios mais avancados, enquanto
que 0 mesmo ndo ocorria com os niveis de BDNF e IL-10.

Protas et al. (2010) investigaram os niveis de citocinas no liquor durante o tratamento de
LLA. O exame de 12 criancas com LLA (seis meninos e 6 meninas) evidenciou aumentos
significativos de IL-6 e MCP-1 (monocyte chemotactic protein-1) apds a inducdo e aumento
significativo de IL-6, TNF-alfa (tumor necrosis factor) e MCP-1 durante a fase de consolidacéo,
comparados com os valores ao diagndstico. Ndo havia diferencas significativas nas concentragdes
liqudricas de IL-6, TNF-alfa e MCP-1 ap0s o tratamento. Concluiram que o tratamento da LLA
pode causar inflamacdo subclinica e neurotoxicidade. A elevacdo das citocinas pode representar
uma resposta adaptativa ao estresse, nesse caso a doenga LLA, como Kauer Sant’ Anna conclui em
seu estudo em pacientes psiquiatricos.

NOs pensdvamos que a quimioterapia intratecal poderia reduzir os niveis de BDNF e que
esse fato estaria relacionado a toxicidade tardia do tratamento para leucemia, que inclui os déficits
cognitivos. Porém, nessa amostra, 0s niveis antes e apds o0 MTX ndo se alteraram de forma
significativa.

Opostamente aos nossos achados, Dorfman (2012) concluiu que o MTX IV ou IT pode
causar declinio mensuravel no aprendizado e memdria 24 a 72 horas ap0s a aplicacdo em criancas
com leucemia. Ela estudou 19 criancas e jovens (11 do sexo masculino e 8 do sexo feminino) antes
e apo6s a medicacdo e encontrou reducdo significativa nos escores do Teste de Aprendizado
Auditivo-verbal de Rey dentro de 3 dias ap0s o tratamento. A autora assinalou que uma intervencédo

académica durante a fase do tratamento poderia auxiliar a reduzir os déficits de memoéria. Os
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achados indicam que os pacientes pediatricos sofrem declinios significativos de memdria e outras
funcbes cognitivas ap0ds o tratamento com MTX.

Os resultados revelam que as criancas mais jovens podem estar em risco aumentado.
Gagnon (2012) comentou, apés a apresentacdo de Dorfman (2012), que ndo se sabe de esses
efeitos seriam complicacfes duradouras e que seria interessante uma reavaliagdo seis meses apos o
término do tratamento. Em nosso estudo, avaliamos as funcbes cognitivas seis meses apds o
diagnostico, com os resultados ja citados.

De forma semelhante a nos, Battisti et al. (2008) encontraram persisténcia do estresse
oxidativo na LLA. Dosaram TBARS e carbonilacdo de proteinas séricas que se encontravam mais
elevados no pacientes com LLA no que nos controles normais. Adicionalmente, esses autores
perceberam que, ap6s o tratamento, os niveis de antioxidantes retornaram ao normal, indicando a
regressdo da doenca como resultado do tratamento. Eles concluiram que o tratamento é, de fato,
efetivo para reduzir o estresse oxidativo, pois ndo havia diferencas significativas na catalase e
superdxido dismutase (antioxidantes enzimaticos eficazes) entre os pacientes fora do tratamento e
os controles. No estudo de Battisti et al. (2008), ha evidéncias para niveis elevados de dano
oxidativo e niveis reduzidos de antioxidantes em pacientes com LLA. Os pacientes fora do
tratamento mostraram niveis de antioxidantes normais, indicando regressdo da doenca com
resultado do tratamento.

Outros autores também encontraram associacao entre o estresse oxidativo e a LLA. Kennedy
et al. (2005) concluiram que , entre criancas com LLA, os niveis de antioxidantes e estresse
oxidativo parecem estar associados com a duracdo e complicacdes do tratamento. Um estudo no
Arizona investigou o estresse oxidativo como um mecanismo possivel de dano ao sistema nervoso
central induzido por quimioterapia (MIKETOVA et al, 2005).

Por outro lado, o trabalho de Mazor et al. (2005) concluiu que o baixo status antioxidante
no plasma de criangas com LLA provavelmente est4 associado ao aumento das espécies reativas de

oxigénio ; porém, 0s autores sugerem que o estresse oxidativo pode levar a morte celular ou maior
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sensibilidade das células tumorais ao tratamento, com melhor progndstico para pacientes pediatricos
com LLA.

O estudo de El-Sabagh et al. (2011) também evidencia aumento do dano oxidativo e
reducdo no sistema antioxidante em pacientes com LLA. Al Tombary et al. (2011), no seu estudo
com 50 criancas recém —diagnosticadas com LLA mostraram aumento do estresse oxidativo ao
diagnostico e apos o tratamento com quimioterapia. Sarmento-Ribeiro et al. (2012) sugeriram o
envolvimento do estresse oxidativo na fisiopatologia da leucemia linfoblastica aguda e cronica e da
recaida leucémica.

Nesse estudo, nGs nos propusemos a investigar os mecanismos dos efeitos neurocognitivos
da LLA. No6s pensavamos que o MTX IT reduzisse o BDNF e que os niveis reduzidos dessa
neurtrofina pudessem estar associados aos déficits cognitivos. Porém, nesse trabalho, essa hipotese
ndo foi confirmada.

Por outro lado, nosso estudo teve outros achados, sendo um deles as alteracfes nos
marcadores de estresse oxidativo. Esse Ultimo pode estar associado a alteracdes da funcéo
cognitiva. Caron et al. (2009) estudaram 88 criancas com diagndstico recente de LLA e 0s
resultados mostraram uma associacdo entre o aumento do estresse oxidativo apos a inducdo e a
consolidacéo, e reducdo da funcdo executiva 2 anos mais tarde. Os resultados do estudo de Protas et
al. (2010) indicam que a neurotoxicidade do tratamento da LLA pode estar relacionado ao estresse
oxidativo. Gama et al. (2008) sugeriram que 0s niveis elevados de estresse oxidativo nos neurénios
produz efeitos deletérios nos sinais de transducdo, na plasticidade estrutural e na resiliéncia celular,
especialmente por induzir peroxidacdo lipidica nas membranas,proteinas e genes. Stenzel SL et
al. (2010) sugeriram que os sinais e sintomas dos problemas neurocomportamentais ocorrem
precocemente no curso da quimioterapia, e que os aumentos dos biomarcadores de estresse
oxidativo no liquor durante a inducdo e a consolidagdo podem ajudar a predizer certos problemas

neurocomportamentais futuros.
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NOs tambem encontramos alteracGes nos niveis séricos de citocinas. Pensa-se que essas
sejam importantes mediadores nos processos fisiologicos e fisiopatoldgicos que afetam o SNC;
dados indicam que as citocinas, como a IL-6, podem ter um papel patogénico direto nas doencas
inflamatdrias, infecciosas e neurodegenerativas do SNC (CAMPBELL et al, 2007). Niveis
elevados de citocinas pro-inflamatorias tem sido associados com dificuldades de aprendizado em
estudos pré-clinicos (LARSON & DUNN, 2001). Tem sido levantada a hipotese de que a etiologia
dos efeitos neurocomportamentais tardios da LLA esteja ligada a desregulacdo dos fatores
excitotdxicos e das citocinas/quimiocinas ou com a desregulacdo imunoldgica e/ou liberacdo das
citocinas (SHIN et al, 2000). A persisténcia de niveis elevados de IL-6 nas fases mais tardias do
tratamento poderia se associar a efeitos neurocognitivos.

A identificacdo precoce de criangas em risco para problemas neurocognitivos ainda ndo é
confiavel. Algumas pesquisas tem tentado encontrar um meio de identifica-las. Biomarcadores de
estresse oxidativo (ex. fosfatidilcolina oxidada) no liquor tem sido correlacionados a intensidade do
tratamento com MTX, sugerindo uma associac¢do com toxicidade do SNC (CARON et al, 2009).

Uma explicacdo provavel para a toxicidade no SNC é o fato de o mesmo ser,
particularmente, vulneravel ao estresse oxidativo pela alta taxa de consumo de oxigénio e elevados
niveis de lipidios poli-insaturados. Tem sido sugerido que o aumento do estresse oxidativo esteja
associado a reducdo dos niveis de BDNF e que esse fato se relacione a disfuncdo
neurocognitiva (KAPCZINSKI et al, 2008).

E possivel que os déficits cognitivos dos sobreviventes de LLA sejam consequéncia do
MTX IT e/ou do estresse oxidativo causado pela doenca ou por seu tratamento.

Um estudo publicado no European Journal of Neuroscience, em 2004, encontrou que 0
estresse oxidativo pode interagir com o sistema BDNF para modular a plasticidade neurosinaptica e
a funcdo neurocognitiva. Assim, os estudos parecem revelar um mecanismo pelo qual os eventos

classicamente relacionados & manutengdo do balanco energético da célula, como o estresse
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oxidativo, podem interagir com os eventos moleculares que modulam a plasticidade neuronal e
comportamental (WU et al, 2004).

Outro estudo sugere que alteragdes no estado oxidativo podem estar associadas a niveis
anormais de BDNF em individuos com doenca bipolar (KAPCZINSKI et al, 2009).

Kacpzinski et al. (2011) comentam sobre o conceito de alostase (MCEWEN & STELLAR,
1993): Alostase se refere a um novo nivel de adaptacGes que podem ser necessarias para trazer a
homeostase a um organismo apos estressores ou outros desafios ambientais. Quando os mediadores
da alostase sdo excessivos ou ndo cessam de agir, as adaptagdes se tornam um custo ao organismo.
As citocinas e os glicorticoides sdao exemplos classicos de mediadores alostaticos. Elas exercem
efeitos celulares que, se ndo forem adequadamente moderados ou compensados podem levar a
toxicidades, desregulacao fisiologica ou comprometimento médico (JUSTER et al, 2010).

Existem interacfes entre as neurotrofinas e o sistema inflamatédrio: as citocinas e 0 BDNF
parecem cooperar em sinalizagdes intracelulares (BRIETZKE & KAPCZINSKI, 2008). Em
condicdes inflamatdrias, a presenca do BDNF deve limitar a injuria imune no cérebro.

E possivel que o aumento das citocinas e a redu¢do do BDNF, na LLA, possam funcionar,
sinergicamente, a favor da degeneracdo neuronal como na Doenca Bipolar, como descreve Kauer-
Sant’Anna (2009).

Tem sido cogitada a hipétese de que a etiologia dos efeitos adversos neurocomportamentais
tardios esteja associada com a desregulacdo dos fatores excitotdxicos e das citocinas/ quimiocinas.
Foram identificados polimorfismos que afetam os niveis das citocinas e quimiocinas. O aumento
das citocinas pré-inflamatorias foi associado a prejuizo do aprendizado espacial em estudos pré-
clinicos (LARSON & DUNN, 2001). Em nosso estudo, os niveis de IL-6 e de IL-10 se mostraram
significativamente mais elevados nos pacientes do que nos controles.

Neurotrofinas, enzimas antioxidantes e marcadores oxidativos tem interagdes complexas e
reciprocas. Tanto in vitro quanto em modelos animais, a presenga de espécies reativas de oxigénio e

0 dano oxidativo relacionado agem como estimulo mensageiro potente para a producdo de defesas.
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Essas defesas incluem enzimas degradantes dos radicais livres como a SOD e um aumento
compensatério nos niveis de BDNF. N&o estd claro se esses processos operam
clinicamente (GAMA et al, 2008).

Em seu estudo, Gama et al. (2008) encontraram que 0s niveis de BDNF mostraram uma
correlacdo positiva com os niveis de TBARs (r = 0.333, p = 0.009).  Os niveis de BDNF nao se
correlacionaram com os niveis de superoxido dismutase (r = - 0.181, p = 0.166), e esses Ultimos nao
se correlacionaram com os niveis de TBARS (r = 0.141, p = 0.284).

Os mecanismos dos déficits cognitivos ndo estdo esclarecidos. Imaginando a hipotese de
que o metotrexate intratecal poderia reduzir o BDNF e que BDNF reduzido se associa a déficit
cognitivo, dosamos 0 mesmo antes e apoOs a aplicagdo de MTX IT. NOs pensavamos que a
quimioterapia intratecal poderia reduzir os niveis de BDNF e que esse fato estaria relacionado a
toxicidade tardia do tratamento para leucemia, que inclui os déficits cognitivos. Porém, nessa
amostra isso ndo ocorreu.

O papel do BDNF na neuroplasticidade diminui nas situacdes de estresse, podendo esse fato
contribuir na génese dos déficits cognitivos em criancas e adolescentes com LLA.

O dano oxidativo ocorre quando as espécies reativas de oxigénio interagem com lipidios,
proteinas ou acidos nucléicos. E um mecanismo de injdria celular em condi¢des como cancer,
estados inflamatdrios e neurodegeneracdo. Esse mecanismo pode ajudar a explicar a associacdo de
déficits cognitivos em sobreviventes de LLA como Kapczinski et al. (2011) associa em seu
trabalho com pacientes bipolares.

Para Pandey et al. (2010), como o BDNF pode atravessar a barreira hematoencefalica em
ambas as direces (PAN et al, 1998), é produzido também nas células periféricas, como 0s
linfocitos, entdo os niveis séricos baixos encontrados nos pacientes com Doenca Bipolar pediatrica
podem se dever, ndo somente a reducdo na producdo cerebral, mas também a reducéo da producéo
de BDNF na periferia (ie, reducdo de mRNA nos linfécitos pode também ser um dos fatores

responsaveis pela reducdo de BDNF no cérebro desses pacientes).
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Campbell LK et al. (2007), em uma meta-analise com 28 estudos concluiram que 0s
declinios nas areas de funcionamento cognitivo ocorrem como um resultado do tratamento da LLA.
NOs encontramos diferencas significativas entre o conteddo de proteina carbonil antes e apos a
remissdo completa, o que sugere que houve reducdo da oxidacéo proteica com o tratamento. Logo,
poderiamos inferir que ndo é o estresse oxidativo causado pelo tratamento a causa dos déficits
cognitivos.

Existem evidéncias crescentes de que o estresse oxidativo e as ROS tenham papel
importante na etiologia e/ou na progressdao de um numero de doencas humanas (GIUSTARINI et
al, 2009).

Nosso estudo teve varios pontos positivos: ndo encontramos reducdo do BDNF ou aumento
dos TBARS apds o MTX IT. Nossos dados podem sugerir que o tratamento da LLA pode reduzir o
estresse oxidativo e levanta um questionamento: a doenca causaria mais estresse oxidativo do que o
tratamento? Nossos achados sugerem que o0 BDNF se normaliza apos o tratamento, semelhante ao
que ocorre em doencas psiquiatricas.

Outro ponto positivo € que esse estudo € um dos poucos que examinaram os efeitos
imediatos da terapia em criancas com cancer enquanto elas estavam em tratamento. Contudo,
existem muitos estudos sobre os efeitos na cognicdo em sobreviventes adultos de cancer infantil.

Algumas considera¢bes devem ser feitas ao interpretar os resultados desse estudo. Uma
delas é a amostra pequena. Além disso, o uso de corticoesterdides poderia influenciar as dosagens
de BDNF, j& que os primeiros reduzem a expressdo dos fatores neuroprotetores, além de prejudicar
a capacidade dos neurdnios do hipocampo de sobreviver aos insultos neurolégicos. Uma limitacao é
que nao foi considerada a influéncia da atividade fisica entre 0s pacientes e os controles. E, como
refere Brown et al. (1992), déficits de aprendizado mais definidos podem nédo aparecer até 4 ou 5

anos apds o inicio do tratamento.
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Além disso, o BDNF foi dosado no soro e ndo no SNC, porém tem sido demonstrado que
0 mesmo pode atravessar a barreira hemato-encefalica e que existe uma correlacdo alta entre 0s
niveis séricos e corticais (KAREGE et al, 2002).

Como perspectivas futuras, o dextrometorfano, a fluoxetina, a eritropoietina e 0s
exercicios fisicos poderiam alterar os desfechos observados em pacientes que trataram LLA.

O dextrometorfano como antagonista do receptor glutaminérgico, pois 0 MTX pode
induzir alteracBes perisitentes no ténus glutaminérgico que podem contribuir para deficits
cognitivos.

O uso da fluoxetina poderia reverter os efeitos de reducdo do BDNF. Lyons et al. (2012)
investigaram os efeitos da quimioterapia com MTX sobre a memoria espacial e a proliferacdo de
precursores neurais envolvidos na neurogénese hipocampal de ratos. Concluiam que os ratos que
receberam fluoxetina ap6s 0 MTX tiveram sua habilidade cognitiva restaurada.

Comim et al. (COMIM et al, 2012) avaliaram os efeitos do tratamento com eritropietina
no estresse oxidativo e metabolismo energético de hipocampo e o prejuizo cognitivo apos sepse
induzida por ligacdo do ceco e perfuracdo em animais. Observaram que o0 uso agudo (uma dose)
alterou os parametros oxidativos e o metabolismo energético, enquanto o uso crénico (4 dias)
reverteu o prejuizo cognitivo no modelo animal.

Fatores ambientais também influenciam os niveis de BDNF. Os exercicios fisicos
aumentam 0s niveis de BDNF em humanos e em proporcdo a intensidade dos
mesmos (AHLSKOG, 2011). Além disso, a restricdo dietética pode aumentar os niveis de

BDNF (LEE et al, 2002).
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6 CONCLUSOES

A hipotese inicial ndo foi confirmada: o tratamento com MTX IT ndo reduziu o BDDF e nao
aumentou 0 TBARS em 72 horas.

Porém, o estudo mostrou outros achados: O principal deles foi que os niveis de BDNF
estavam diminuidos nas criancas com diagnostico de LLA em relacdo aos controles normais. E,
que essa diferenca ndo se manteve apds a remissdo completa da doenca.

Os resultados do estudo sugerem também que o tratamento com MTX pode aumentar 0s
niveis séricos de BDNF e reduzir o estresse oxidativo.

Do mesmo modo, os niveis de IL-6 e de IL-10 se mostraram, significativamente mais
elevados nos pacientes do que nos controles, sendo que a primeira permaneceu elevada durante o
tratamento.

Os testes cognitivos mostraram que houve reducdo dos QIs totais, porém 0s mesmos se
mantiveram na média ou acima dessa.

Portanto, é provavel que o tratamento da LLA ndo seja tdo deletério em relacdo as sequelas

neurocognitivas, como foi colocado na hipétese inicial.

CONSIDERACOES FINAIS
Esse estudo trouxe mias perguntas do que respostas. Entendemos como necessarios novos
estudos, com amostras maiores e tempo de acompanhamento mais prolongado dos pacientes para

que se possam confirmar esses achados.
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APENDICE

APENDICE A — TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

O objetivo desse estudo € avaliar no sangue o nivel de uma substancia chamada de BDNF, que
podera estar alterada em pessoas que sofreram algum tipo de trauma. Seré feita a coleta de uma
amostra de sangue (4 mL). O sangue coletado serd armazenado, para fins dessa pesquisa, e 0s
riscos envolvidos nessa pesquisa sdo mal-estar passageiro ou mancha roxa no local da coleta de
sangue. O nome do paciente sera mantido em sigilo pelos pesquisadores, sendo estes dados
utilizados apenas para esta pesquisa.

Eu, ,  fui informado dos

objetivos especificados acima e da justificativa desta pesquisa, de forma clara e detalhada. Recebi
informacdes especificas sobre cada procedimento no qual meu filho(a) ou crianga que se encontra sob
meus cuidados estara envolvido, dos desconfortos ou riscos previstos, tanto quanto dos beneficios
esperados. Todas as minhas dividas foram respondidas com clareza e sei que poderei solicitar novos
esclarecimentos a qualquer momento. Além disso, sei que terei liberdade de retirar meu consentimento
de participacdo na pesquisa de acordo com estas informacGes, sem que isto traga prejuizo ao
atendimento que meu filho(a) ou crianga sob meus cuidados, recebe na instituicdo. Também sei que

caso existam gastos adicionais, estes serdo absorvidos pelo orcamento da pesquisa.

O profissional certificou-me de que as

informagdes por mim fornecidas terdo carater confidencial, sem identificagdo do paciente.

Em caso de davidas, entrar em contato com Dra. Marta Osorio Alves, pelo telefone 33598371.

Assinatura do paciente ou responsavel legal Assinatura do investigador

Data:
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ABSTRACT

BACKGROUND: Survivors of acute lymphoblastic leukemia (ALL) may experience
cognitive deficits even with no cranial radiation. Reduced brain-derived neurotrophic factor
(BDNF) levels have been associated with such deficits, as it is essential for memory
consolidation and cognitive functions. PROCEDURE: this work is a case-control study in a
cohort to determine if intrathecal methotrexate is associated with changes in BDNF levels in
pediatric ALL patients. To measure serum oxidative stress markers and cytokines, and
evaluate cognitive functions in such patients. We measured serum BDNF, thiobarbituric
reactive substances (TBARS), protein carbonyl content, interleukin-6 and interleukin-10 in 62
samples of peripheral blood of 8 pediatric acute lymphoblastic leukemia patients and 40
controls during chemotherapy. A psychologist performed WISC-I1I or WIPPSI-R tests at the
time of diagnosis and 6 months later. RESULTS: BDNF and TBARS levels before and 72
hours after intrathecal methotrexate showed no significant differences. BDNF levels were
lower in patients than in controls (p<0.001), but such differences disappeared when the
disease was under control. Serum protein carbonyl content was lower in patients after
remission, compared with levels at the time of diagnosis. IL-6 persisted higher in patients than
in controls (p< 0.05) after M protocol. WISC-11l or WIPPSI-R subtest for memory showed
improvement, except for one patient. CONCLUSION: these results suggest that methotrexate
did not change BDNF and TBARS levels in 72 hours. They also suggest that BDNF levels are
lower in pediatric ALL but treatment reverses such condition. Memory and 1Q were
preserved 6 months after starting treatment. After remission, there is a state of persistent

inflammation.

KEYWORDS: leukemia, BDNF, oxidative stress, methotrexate, cognitive functions.
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INTRODUCTION

Acute lymphoblastic leukemia (ALL) is the most common malignancy diagnosed in
children, representing nearly one third of all pediatric cancers. With improvements in
diagnosis and treatment, overall cure rates for children with ALL have reached 90%.
Unfortunately, however, the increase in survival rates has been associated with an increase in
treatment-related toxicity as patients are subjected to an aggressive and continuous
chemotherapy protocol. Cognitive deficits and learning disability are among these late effects,
even when treatment does not include cranial radiation [1-2].

Methotrexate (MTX), a crucial therapeutic component, is often associated with both
acute and long term neurotoxicity. Mechanisms involved in such effects are not clearly
understood [1, 3-6].

BDNF is a neurotrophin that plays a central role in synaptic plasticity and neuronal
survival. It is essential for memory consolidation and for cognitive functions [7]. Reduced
levels, in brain, are associated with cognitive deficits and memory impairment, among others
conditions [8-9]. Pediatric ALL patients are subjected to an aggressive and continuous
chemotherapy protocol that may produce oxidative stress.

Oxidative stress has been correlated with BDNF reductions [10-11]. Several studies has been
documented an association of oxidative stress and ALL [12-18].

Some authors as Miketova et al. suggest that cognitive deficits could be consequence
of oxidative stress caused by treatment [13].

It is possible that those cognitive deficits seen in ALL survivors are consequences of
intrathecal MTX and/or oxidative stress.

There is abundant evidence that inflammatory mechanisms within the central nervous
system (CNS) contribute to cognitive impairment via cytokine-mediated interactions between
neurons and glial cells [19-20]. High levels of pro-inflammatory cytokines have been
associated with learning disabilities [21].

Therefore, we measured serum BDNF, TBARS, protein carbonyl content (PCC,), IL-
6 and IL-10 at the time of diagnosis and during treatment in ALL pediatric patients, and

compared with matched healthy control groups.
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METHODS

The purpose of this work was to determine if intrathecal methotrexate is associated with
changes in BDNF serum levels in pediatric ALL patients. To measure serum concentrations
of oxidative stress markers and cytokines and evaluate cognitive functions in such patients.

This report is on a case-control study nested in a cohort. It was conducted at Hospital de
Clinicas de Porto Alegre from July 2010 to November 2011.

Sixty two blood samples are obtained from eight children with ages between 2 to 13
years- old, 4 boys and 4 girls, with common ALL without central nervous system (CNS)
disease at the time of diagnosis. All patients were treated with a BFM 2002-based protocol
(BFM- Berlin-Frankfurt-Minster). Blood samples of forty healthy children matched for age
and sex were kept frozen at -80°C and authorized for use in this study.

The study received approval from research and ethics committees. Written informed
consent was obtained from all patients and healthy subjects prior any procedure for the study.

We measured serum concentrations of BDNF, TBARS, IL-6, IL-10 and protein
carbonyl content (PCC) in patients and in controls during the treatment with a BFM-based
protocol. Samples were obtained before and 72 hours after each intrathecal methotrexate dose
at the time of diagnosis, after complete remission, and at the time of M protocol (high doses
of MTX and no steroids).

Biochemical assays

Blood samples were withdrawn from each subject by venipuncture into a free
anticoagulant vaccum tube and in a tube with anticoagulant. After gentle mixing were
allowed to clot at room temperature, and then centrifuged at 4000 g for 10 minutes. Then
serum was collected and stored at -80° C until assayed.

BDNF assay

BDNF serum levels were measured with sandwich-ELISA, using a commercial Kit
according to the manufacturer's instruction (Chemicon, Temecula, CA). Briefly, microtiter

plates (96-well flat-bottom) were coated for 24 h with the samples diluted 1:75 in sample
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diluents and standard curve ranged from 7.8 to 500 pg of BNDF. Plates were then washed
four times with wash buffer, added monoclonal anti-BNDF rabbit antibody (diluted 1:1000
with sample diluents), and incubated for 3 h at room temperature. After washing, a second
incubation with anti-rabbit antibody peroxidase conjugated (diluted 1:1000) for 1 h at room
temperature was carried out. After addition of streptavidin-enzyme, substrate and stop
solution, the amount of BDNF was determined (absorbance set in 450 nm). The standard
curve demonstrates a direct relationship between optical density (OD) and BDNF
concentration. The assay sensitivity for BDNF was 7.8 pg /ml (range 7.8-500 pg /ml). The

results are expressed in ng /mL.

Cytokine assay

Cytokines levels in serum samples were determined by the CBA Human Enhanced
Sensitivity Flex Set System (BD) accordantly the manufacture instructions. Briefly, serum
samples and a standard curve ranged from 0 (negative control) to 200.000 fg/mL of IL-6,
IL10 were coated with the Capture Beads of interest (IL-6, IL-10, TNF-a) for 2 hours. After,
we add the mixed Human Detection Reagent (Part A) to each assay well and coated for 2
hours at room temperature. After washing, the Enhanced Sensitivity Detection Reagent (Part
B) was added and the samples were incubated for 1 hour. A final wash were perform and the
samples were analyze using FACSCalibur flow cytometer. The final concentration of

cytokines was calculated using Excel program for Macintosh. Values are expressed as fg/mL.

Thiobarbituric Acid Reactive Substances (TBARS) assay

The levels of lipid peroxidation were measured by the method of TBARS
(Thiobarbituric Acid Reactive Substances) using the TBARS assay kit (Cayman Chemical
Company, Ann Arbor), according to the manufacturer’s instructions. In this method, the
quantification of lipid peroxidation products is performed by plasma formation of substances
reacting to thiobarbituric acid, which is the analysis of the final products of lipid peroxidation
(lipid peroxides, malondialdehyde and other aldehydes of low molecular weight) that the react

with 2-thiobarbituric acid (TBA) form Schiff bases. These complexes exhibit color and its
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concentration can be determined spectrophotometrically at 535 mm. The results are expressed
in uM of MDA.

Protein Carbonyl Content (PCC)

Oxidative damage to proteins were analyzed by the determination of carbonyl groups
(PCC method - carbonyl content in proteins), as previously described by Levine and
colleagues [22]. In this, proteins are precipitated by the addition of 20% trichloroacetic acid
(TCA), re-solubilized in dinitrophenylhidrazine (DNPH), and the absorbance read in a
spectrophotometer at 370 nm. Values are expressed as nmol/mg protein.

Wechsler Intelligence Scale for Children (WISC) IIl or WIPPSI-R (Wechsler
Preschool and Primary Scale of Intelligence) were administered to the children at diagnosis
and 6 months later.

Statistical analysis was performed using SPSS software 18.0 (SPSS Inc., Chicago, IL,
USA). T-Test was used to compare BDNF and TBARS levels between patients and controls.
Mann Whitney test was used to compare IL-6, IL-10 and carbonyl between patients and
controls. Wilcoxon test was used to compare BDNF, TBARS, IL-6, IL-10 and carbonyl levels
in patients at first measure and after complete remission. Mann Whitney test was used to

compare patients at first M protocol and controls. A significant level alfa 0.05 is considered.

RESULTS

Sample characteristics are showed at Table I.

TABLE I. Characteristics of patients and controls

Characteristics Patients Controls
Age 2-13 years 4-16 years
Gender
Boys 4 (50%) 19 (47.5 %)
Girls 4 (50%) 19 (52.5 %)

OBS: all patients had a diagnosis of common ALL without CNS disease. All were treated with a BFM
2002- based protocol.
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At the time of diagnosis, brain-derived neurotrophic factor levels were lower in
patients than in controls (p<0.001), and IL-6 and IL-10 were higher in patients than in
controls (p<0.05) and TBARS levels not showed no significant differences between groups
(Table 11 and Figure 1).

TABLE II. Serum levels of markers in patients and controls

Variables Patients Controls P value
BDNF n=32 n =40
mean = 18.94+12.04 mean = 37.49+11.84 <0.001
CI (95%) = 16.47-21.40 CI (95%) = 33.70-41.28
median = 13.69 median = 39.67
TBARS n=232 n =40
mean = 11.36%9.79 mean=9.77+5.64 0.955
Cl (95%) = 9.37-13.36 Cl (95%) = 7.97-11.58
median = 8.50 median = 8.25
IL-6 n=31 n =36
745.08 (P50) 355.97 (P50) 0.002
Cl (95%) = 138.43-22856.10 Cl (95%) = 121.82-1750.99
IL-10 n=29 n=34
588.69 (P50) 374.96 (P50) 0.032
Cl (95%) = 104.63-11546.54 Cl (95%) = 97.94-1226.50
PCC n=32 n=39
0.144 (P50) 0.154 (P50) 0.405
Cl (95%) = 0.062-0.284 Cl (95%) = 0.052-0.288

BDNF ng/mL; TBARS uM of MDA; PCC mmol/mg protein; cytocines fg/mL
BDNF — brain-derived neurotrophic fator; TBARS - thiobarbituric acid reactive substances;
IL-10 - interleukin 10; IL-6 - interleukin 6. PCC- protein carbonyl content;
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Fig.1. BDNF in patients and in controls at the time of diagnosis
Brain-derived neurotrophic factor (BDNF) and thiobarbituric reactive substances
(TBARS) levels before and 72 hours after each intrathecal methotrexate showed no

significant differences (Table I11).

TABLE Ill. Serum BDNF and TBARS before and after IT MTX (n=31)

Variables median CI (95%) P value
BDNF

before 14.42 9.31-28.59

after 1.11 8.31-29.89 0.652
TBARS

before 7.19 5.50-12.00

after 9.00 6.71-12.50 0.992

BDNF — brain- derived neurotrophic factor; TBARS - thiobarbituric acid reactive substances.

Comparing patients, before and after complete remission, we found no significant
changes in BDNF, TBARS, IL-6 e IL-10. On the other hand, PCC was lower in patients
compared with levels at the time of diagnosis (p<0.046) (Table 1V).
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TABLE IV. Serum BDNF, oxidative stress and inflammatory markers in patients before and
after complete remission of disease (n=31)

At diagnosis after CR
Variables T ian CI (95%) median CI (95%) P value
BDNF 9.62 7.69-15.12 23.59 8.13-31 0.345
TBARS 13.75 7.50-23.01 9.50 5.50-11.00 0.600
IL-6 414433 588.33-1387.50 2107.83 615.19-2765.97  0.600
11-10 998.11 340.22-7106.06 711.35 386.18-861.11  0.715
PCC 0.186 0.147-0.218 0.144 0.101-0.156 0.046

Wilcoxon Test

BDNF — brain-derived neurotrophic factor;TBARS - thiobarbituric acid reactive substances;
IL-10 - interleukin 10; IL-6 - interleukin -6. PCC- protein carbonyl content; CR- complete
remission

At first M protocol (consolidation phase of remission with high doses methotrexate),
no differences were showed between groups, except for IL-6 that persisted higher in patients
than in controls (p< 0.05) after M protocol (Table V)

TABLE V. Serum BDNF, oxidative stress and inflammatory markers in patients at M protocol
compared with controls

1st M Protocol Controls

Variables median (C1 95%) median (C1 95%) Pvalue
BDNF 30.19+7.10% 37.49 +11.84* 0.151
TBARS 7.50 (4.37-17.37) 8.25 (5.50-13.25) 0.683
IL-6 1426.46 (373.99-2287.34) 355.97 (239.56-665.60)  0.034
IL-10 546.55 (331.51-1372.31) 374.96 (197.26-555.46) 0125
Carbonyl 0.15 (0.094-0.177) 0.171 (0.122-0.171) 0.463

* Standard deviation

M Protocol - consolidation phase of remission with methotrexate high doses; BDNF — brain-
derived neurotrophic factor; TBARS - thiobarbituric acid reactive substances; IL-10 -
interleukin 10; IL-6 - interleukin -6.
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Finally, BDNF levels showed an increase during treatment (Fig. 2).
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Fig.2. BDNF at diagnosis and at first M protocol

Results for WISC 111 or WIPPSI-R

Total 1Q, which represents a child’s general cognitive ability, remained mean or
higher. Subtests for memory showed improvement in the second application (except for one
patient), even though subtests for comprehension showed worse results for all.

DISCUSSION
This is the first study to examine BDNF levels, oxidative stress markers and cytokines
during pediatric ALL treatment. The results suggest that ALL is associated with changes in
neurotrophins and cytokines that vary from the time of diagnosis and stages of treatment.
Interestingly, in this work, we could find that ALL patients, at the diagnosis, had
BDNF levels lower than controls (p < 0.001) and also had IL-6 and IL-10 levels higher than
in controls (p<0.05) (Table I). On the other hand, when we compared BDNF and TBARS

levels in patients, before and after 72h each intrathecal MTX application, no significant
changes were seen (Table II).
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Nevertheless, comparing levels in patients, before and after complete remission, we
could not find statistical differences in BDNF, TBARS, IL-6, IL-10, but serum protein
carbonyl content (PCC) was lower than in first measure suggesting a reduction in oxidative
stress. (Table I11). In the first M protocol of BFM-based treatment (consolidation of remission
stage with high doses of MTX), we could not find significant differences in variables between
patients and controls, except for IL-6 (a pro-inflammatory IL), higher in patients, suggesting a
state of persistent inflammation (Table 1V).

Total 1Q is preserved, representing a preserved general cognitive ability as sowed by
WISC 11l or WIPPSI-R. Subtests for memory showed improvement in the second application
(except for one patient), otherwise subtests for comprehension showed worse results for all.

Analyzing the results, there is some evidence that ALL is associated with lower levels
of BDNF compared to controls. However, such difference disappeared when the disease is
controlled, at the same time that oxidative damage to proteins reduced, suggesting treatment is
effective in lowering oxidative stress and increasing BDNF. Additionally and curiously, we
had found a persistence of an inflammatory state, as IL-6 levels were higher in patients, even
late in treatment. On the other hand, the fact that BDNF and TBARS did not change, before
and after IT MTX, could suggest that this is not the mechanism of MTX toxicity, or 72 hours
is not the time the changes occur, or even the sample size does not permit to see any change.
Surprisingly, the treatment had reduced oxidative stress and not increased it, as we had
thought previously.

Differently, Dorfman had concluded that intravenous or intrathecal MTX could cause
measurable decline in learning and memory 24 to 72 hours after the application in children
with leukemia. She studied 19 children and adolescents—11 males and eight females [23]].
On the Rey Auditory Verbal Learning Test, which measures verbal learning and memory,
there was a statistically significant decrease in scores.

Similar to us, Battisti et al. found that there is a persistence of oxidative stress in ALL
and that, after treatment, levels of antioxidants returned to normal values, indicating the
regression of disease as a result of the treatment [24]. Battisti et al. concluded that the
treatment was, in fact, efficient as no significant differences was observed between the out-of
treatment and controls groups for catalase (CAT) and superoxide dismutase (SOD) activity,
efficient enzymatic antioxidants [24].

Other authors also had found association of oxidative stress and ALL. Kennedy et al.
concluded that, among children with ALL, antioxidant levels and oxidative stress appear to be

associated with duration and complications of treatment [14]. A study in Arizona had
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investigated oxidative stress as a possible mechanism of damage to Central Nervous System
(CNS) induced by chemotherapy [13]. The study of Mazor et al. concluded that the lower
antioxidant status in the plasma of children with ALL is probably associated with increased
reactive oxygen species (ROS) as indicated by the decrease of the antioxidant activity [25].
The authors suggested that this oxidative stress may lead to cell death or greater sensitivity of
the tumor cell to therapy, with better outcome for pediatric patients with ALL. The work of
El-Sabagh provides evidence for the increased levels of oxidative damage and decreased
levels of the antioxidant system in ALL patients [18]. Al Tombary et al., in his study with
50 newly diagnosed children with ALL, showed increased oxidative stress at diagnosis and
after treatment with chemotherapy [26]. Sarmento-Ribeiro et al. suggest the involvement of
oxidative stress in acute and chronic lymphoid leukemia pathobiology and leukemic relapse
[27].

We wanted to know which mechanisms cause neurocognitive late effects. We thought
that IT MTX could reduce BDNF and that reduced levels could be associated with cognitive
deficits, but, in this study, this was not confirmed.

Oxidative stress may be associated with those neurocognitive deficits. Caron et al., in
88 ALL pediatric, demonstrated an increased oxidative stress following induction and
consolidation, and also decreased executive function 2 years later [15]. The results of Protas
et al. study indicate that neurotoxicity of standard ALL treatment may be related to oxidative
stress [17]. Gama et al. suggested that elevated levels of oxidative stress in neurons produce
deleterious effects in transduction signals, structural plasticity and cellular resilience,
especially by inducing lipid peroxidation in membranes, proteins and genes [28]. Stenzel et
al. suggested that symptoms of neurobehavioral problems occur early in the course of the
chemotherapy and that increases in the cerebrospinal fluid of biomarkers of oxidative stress
during induction and consolidation of remission may help to predict certain future behavioral
problems [16].

We also found changes in cytokines. Cytokines are thought to be important mediators
in physiologic and pathophysiologic processes affecting CNS; data indicate that cytokines,
such as IL-6, can have a direct pathogenic role in inflammatory, infectious, and
neurodegenerative CNS diseases [29]. High levels of pro-inflammatory cytokines have been
associated with learning difficulties in pre-clinical studies [21]. It has been hypothesized that
etiology of late neurobehavioral effects is linked to dysregulation of excitotoxic factors and
cytokines /chemokines or with immune dysregulation and/or release of cytokines. LI-6

persisting elevated late in treatment could be associated with neurocognitive effects [19].
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Furthermore, early identification of children "at risk" for neurocognitive problems is
not yet reliable. Biomarkers of oxidative stress (e.g., oxidized phosphatidylcholine) in
cerebral spinal fluid (CSF) have been correlated with intensity of methotrexate (MTX)
treatment, suggesting an association with acute central nervous system toxicity.

It has been suggested that oxidative stress could be associated to reduced BDNF levels
and this fact would cause neurocognitive dysfunction [11].

A probable explanation to CNS toxicity is the fact that CNS is extremely vulnerable to
peroxidative damage because of the high oxygen consumption rates and also high
polyunsaturated lipids levels. It is suggested that an increase of oxidative stress is associated
with reduction of BDNF levels, and that such reduction could be related to neurocognitive
dysfunction [11].

It is possible that those cognitive deficits seen in ALL survivors are consequences of
intrathecal MTX and/or oxidative stress.

Our study has positive points: we have found no reduction in BDNF levels nor
increase in TBARS levels after IT MTX. We could suggest that treatment is able to reduce
oxidative stress and raises a question: disease causes more oxidative stress than its treatment?

We also showed reduced BDNF levels in recently diagnosed ALL pediatric patients.
Finally, our findings suggest that BDNF levels normalize after treatment, similar to results of
treatment in mental diseases.

There is a consistent data suggesting that BDNF levels normalize following treatment
for ALL, similar to data that has been described in psychiatric diseases.

Kauer-Sant’Anna et al. studying bipolar disorder had found that IL-6 continued to be
significantly higher than controls at late stages of the disease and IL-10 did not [30].
Interestingly, Patanella et al. studying multiple sclerosis, showed a correlation between low
BDNF and high IL-6 production by peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) and poorer
performances in cognitive tasks in RRMS(relapsing-remitting multiple sclerosis) patients,
suggesting a possible role of these factors in cognitive impairment in multiple sclerosis [31].
Our study also founded low BDNF and high IL-6. Protas et al. investigated the levels of
cerebrospinal fluid (CSF) cytokines during chemotherapy of ALL. Examination of 12 ALL
child (6 boys and 6 girls) patients evidenced significant increases in interleukin-6 (IL-6) and
monocyte chemotactic protein-1 (MCP-1) after induction treatment and significant increases
in IL-6, tumor necrosis factor-o (TNF-a) and MCP-1 levels during the consolidation phase, as

compared to their values at the time of diagnosis [17]. There were no significant differences
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in CSF IL-6, TNF-o and MCP-1 concentrations after therapy. Their data suggest that standard
ALL treatment may cause a subclinical inflammation and neurotoxicity.

Our findings have some implications. The lower BDNF levels in ALL patients can be
consequence of the disease and so the children are at risk for cognitive deficits, even before
treatment. Otherwise, after treatment BDNF levels returned to levels similar to controls.

In the other hand, it seems that IT MTX did not cause changes in BDNF levels in this
study. It is necessary further studies to corroborate these findings.

This work has some limitations, as the small sample and the short time of observations.
But, the strength of our study is that we compare data in different stages of treatment, which
adds a lot of validity to the study. Additionally, ALL treatment protocols include steroids,
that can also contribute to changes in BDNF and impaired cognition. Another limitation of
this study was that it did not consider the influence of physical activity on BDNF levels in
ALL patients and normal controls.

Although there are many studies on the effects on cognition in adult survivors of
pediatric cancers, few studies have examined the immediate effects of therapy in children
with cancer while they undergo treatment.

We wanted to know which mechanisms cause neurocognitive late effects. We thought
that IT MTX could reduce BDNF and that reduced levels could be associated with cognitive
deficits, but, in this study, this was not confirmed.

Future studies are required to help to determine the significance of the changes of BDNF

and inflammatory markers in ALL.
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ABSTRACT

BACKGROUND: Survival rates for pediatric acute lymphoblastic leukemia are now nearly
90%. However, this fact has been associated with an increase of treatment related toxicity.
Cognitive deficits are among the sequelae affecting survivors, even if their treatment included
no cranial radiation. Specific mechanisms are not clearly understood, but methotrexate could
be involved. Brain-derived neurotrophic factor is essential to cognitive functions and memory
consolidation and reduced levels of this neurotrophin has been associated with cognitive
deficits, among other conditions. OBJECTIVE: To determine if intrathecal methotrexate was
associated with changes in BDNF levels in children and adolescents with acute lymphoblastic
leukemia. METHODS: Blood samples (64) are collected from 8 pediatric acute
lymphoblastic leukemia and 40 controls, during the treatment with a BFM 2002-based
protocol. We measured serum concentrations of brain-derived neurotrophic factor and
thiobarbituric acid reactive substances before and 72 hours after each intrathecal methotrexate
administration. RESULTS: brain-derived neurotrophic factor and thiobarbituric reactive
substances levels before and 72 hours after intrathecal methotrexate showed no significant
differences. At the time of diagnosis, brain-derived neurotrophic factor levels were lower in
patients than in controls (p<0,001), but such differences disappeared when the disease was
under control. CONCLUSION: the results of this study suggests that there are no significant
changes in brain- derived neurotrophic factor and thiobarbituric reactive substances levels
after intrathecal methotrexate. Nevertheless, it also suggests that there are decreased levels of
serum brain-derived neurotrophic factor in acute lymphoblastic leukemia at the time of
diagnosis.

Keywords: leukemia, oxidative stress, brain- derived neurotrophic factor.
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INTRODUCTION

Acute lymphoblastic leukemia (ALL) is the most common malignancy diagnosed in
children, representing nearly one third of all pediatric cancers. Some decades ago, diagnosis
of ALL was almost ever fatal, but improvements in diagnosis and treatment had allowed
overall cure rates to reach 90% in children [1].

This fact is leading to a growing number of survivors at risk for adverse effects, as the
treatment consist of an aggressive and continuous chemotherapy protocol, and many of the
components are associated with free radical production.

Among these adverse effects are neurocognitive deficits, including executive function,
verbal and visuospatial memory and attention, which have been reported in a significant
proportion of survivors, including those treated only with chemotherapy without cranial
radiation [2].

One component of the protocol, methotrexate, is necessary to prevent relapse in central
nervous system, but it can contribute to cognitive dysfunction [3]. The pathophysiology of MTX-
induced neurotoxicity is not fully understood. Seigers et al. (2009) suggests that methotrexate
decreases hippocampal cell proliferation and induces memory deficits [4].

Memory acquisition is associated with an increase in BDNF expression and TrkB
receptor activation in hippocampus and temporal cortex. It was demonstrated that the
neuronal plasticity mediated by BDNF is essential for cognitive functions and for the
consolidation of memory [5]. And reduced levels of BDNF in human brain are associated
with cognitive deficits, impaired performance of memory and depression [6-7].

This study investigates a possible change in BDNF levels after intrathecal methotrexate,
and also evaluates cognitive functions before and after 6 months of treatment of ALL.

OBJECTIVE

To determine if intratecal methotrexate was associated with changes in BDNF levels

in children and adolescents with ALL. To evaluate cognitive function at the time of diagnosis

and 6 months after starting treatment.
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METHOD

This study was conducted at Hospital de Clinicas de Porto Alegre, between November
2009 and November 2011. Sixty two blood samples are obtained from pediatric common
ALL patients, 2 to 13 years- old and 40 samples of controls matched for age and gender.

We measured BDNF and TBARS, before and 72 hours after intrathecal methotrexate.

A psychologist performed cognitive tests (WISC Il or WIPPI-R) at the time of
diagnosis and 6 months later. WISC 11l (Wechsler Intelligence Scale) for children and
adolescents from 6 years and 11 months—old to 16 years and 11 months-old, or WPPSI-R
(Wechsler Preschool and Primary Scale of Intelligence-Revised) for children from 2 years

and 6 months-old to 7 years and 3 months-old.

Biochemical assays

Blood samples were withdrawn from each subject by venipuncture into a free
anticoagulant vacuum tube. After gentle mixing were allowed to clot at room temperature,
and then centrifuged at 4000 g for 10 minutes. Then serum was collected and stored at -80° C

until assayed.

BDNF assay

BDNF serum levels were measured with sandwich-ELISA, using a commercial kit
according to the manufacturer's instruction (Chemicon, Temecula, CA). Briefly, microtiter
plates (96-well flat-bottom) were coated for 24 h with the samples diluted 1:75 in sample
diluents and standard curve ranged from 7.8 to 500 pg of BNDF. Plates were then washed
four times with wash buffer, added monoclonal anti-BNDF rabbit antibody (diluted 1:1000
with sample diluents), and incubated for 3 h at room temperature. After washing, a second
incubation with anti-rabbit antibody peroxidase conjugated (diluted 1:1000) for 1 h at room
temperature was carried out. After addition of streptavidin-enzyme, substrate and stop
solution, the amount of BDNF was determined (absorbance set in 450 nm). The standard

curve demonstrates a direct relationship between optical density (OD) and BDNF
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concentration. The assay sensitivity for BDNF was 7.8 pg/mL(range 7.8-500 pg/ml). The

results are expressed in pg/mL.

Thiobarbituric Acid Reactive Substances (TBARS) assay

The levels of lipid peroxidation were measured by the method of TBARS
(Thiobarbituric Acid Reactive Substances) using the TBARS assay kit (Cayman Chemical
Company, Ann Arbor), according to the manufacturer’s instructions. In this method, the
quantification of lipid peroxidation products is performed by plasma formation of substances
reacting to thiobarbituric acid, which is the analysis of the final products of lipid peroxidation
(lipid peroxides, malondialdehyde and other aldehydes of low molecular weight) that the react
with 2-thiobarbituric acid (TBA) form Schiff bases. These complexes exhibit color and its
concentration can be determined spectrophotometrically at 535 mm. The results are expressed
in uM of MDA.

RESULTS

Sample characteristics are showed at Table I.

TABLE I. Characteristics of patients and controls

Characteristics Patients Controls
Age 2-13 years 4-16 years
Gender
Boys 4 (50%) 19 (47.5 %)
Girls 4 (50%) 19 (52.5 %)

OBS: all patients had a diagnosis of common LLA without CNS disease. All were treated
with a BFM 2002 based protocol.

At the time of diagnosis, brain-derived neurotrophic factor levels were lower in patients
than in controls (p<0,001) (Table Il and Fig.1).
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TABLE Il. Serum levels of brian-derived neurotrophic factor (BNDF) in patients and
controls

Variables Patients Controls P value
BDNF n=32 n =140
pg/mL mean = 18.94+12.04 mean = 37.49+11.84 <0.001
CI (95%) = 16.47-21.40 Cl (95%) = 33.70-41.28
median = 13.69 median = 39.67
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_Fig.1. BDNF (pg/ml) in patients and in controls at time of diagnosis

This study failed to demonstrate significant changes in BDNF and TBARS serum
levels in patients, before and after 72h each intrathecal MTX application (Table 111).
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TABLE I11. Serum BDNF and TBARS before and after IT MTX (n=31)

Variables median Cl (95%) P value
BDNF

before 14.42 9.31-28.59

after 13.11 8.31-29.89 0.652
TBARS

before 7.19 5.50-12.00

after 9.00 6.71-12.50 0.992

BDNF - brain derived neurotrophic fator; TBARS - thiobarbituric acid reactive substances.

Cognitive tests results

Total 1Q, which represents a child’s general cognitive ability, remained mean or
higher. Subtests for memory showed improvement in the second application (except for one
patient), even though subtests for comprehension showed worse results for all.

DISCUSSION

This is the first published study with BDNF in ALL, comparing levels before and after
Interestingly, in this work, pediatric ALL patients, at the diagnosis, showed lower BDNF
levels compared to controls (p < 0,001). On the other hand, when we compared BDNF and
TBARS levels in patients, before and after 72h each intrathecal MTX application, no
significant changes were seen.

Psychological tests showed preserved total intelligence quotient (1Q) which
represents a child’s general cognitive ability. Subtests for memory showed improvement in
the second application (except for one patient), even though subtests for comprehension.
Analyzing the results, there is some evidence that ALL is associated with lower levels of
BDNF when compared to controls. But, this difference disappeared when the disease is under

control, suggesting treatment is effective in increasing BDNF serum levels.
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On the other hand, the fact that BDNF and TBARS did not change, before and after IT
MTX, could suggest that this is not the mechanism of MTX toxicity, or changes do not occur
in 72 hours, but in another time.

Differently, Dorfman [8] had concluded that intravenous or intrathecal MTX could
cause measurable decline in learning and memory 24 to 72 hours after the application in
children with leukemia. She studied 19 children and adolescents—11 boys and 8 girls. On
Rey Auditory Verbal Learning Test, which measures verbal learning and memory, there was a
statistically significant decrease in scores.

Our hypothesis that IT MTX could reduce BDNF, and by such mechanism, cause
cognitive deficits was not confirmed.

BDNF is related to cell proliferation. The work of Li et al. [9] suggests that TRKs
(tropomyosin-related kinases) play an important role in leukemogenesis and its activation is
an important survival factor for leukemic cells from both patients and mice. The authors
demonstrated that primary acute leukemia cells frequently express TRK receptors and BDNF
on protein levels. Curiously, in this study, we found reduced BDNF serum levels in ALL.

This study has positive points: we have found reduced levels of BDNF in ALL.
Furthermore, we found that IT MTX did not reduced BDNF. There is a consistent data
suggesting that BDNF levels normalize following treatment for ALL, similar to data that has
been described in psychiatric diseases.

Our findings have some implications. The lower BDNF levels found in ALL patients
could be associated with of the disease and not to the treatment, and so the children would be
at risk for cognitive deficits, even before treatment. Nevertheless, after treatment, BDNF
levels returned to levels similar to controls.

In the other hand, it seems that IT MTX did not cause changes in BDNF levels in this
study and it is necessary further studies to corroborate these findings.

Although there are many studies on the effects on cognition in adult survivors of
pediatric cancers, few studies have examined the immediate effects of therapy in children
with cancer while they undergo treatment, and what is known about it has been learned
largely from adult populations.

Finally, this work has some limitations, as the small sample and the short time of
observations. But, the strength of our study is that we compare data in different stages of

treatment, which adds a lot of validity to the study.



126

CONCLUSION

In this study, we could not find differences in BDNF levels before and after treatment
with intrathecal MTX. But we were able to demonstrate significant reduced BDNF levels in
children with ALL at the time of diagnosis.

Children with ALL would be at risk for cognitive deficit even before MTX,

considering that BDNF were reduced at diagnosis compared to controls.
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