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Resumo 

 

As leucemias correspondem a 30% dos tumores pediátricos, e constituem as 

neoplasias mais frequentes em indivíduos com menos de 15 anos. Apesar da 

elevada taxa de cura, frequentemente a ela está associada resistência à 

quimioterapia e efeitos colaterais tardios. Por isso, novas estratégias de tratamento, 

diagnóstico e prognóstico são necessárias. O fator neurotrófico derivado do cérebro 

(BDNF) e seus receptores de quinase relacionados à tropomiosina (tropomyosin 

related kinase, ou Trk) estão envolvidos com muitos processos na medula óssea 

(MO). Entretanto, o papel do BDNF em leucemias agudas (LA) pediátricas ainda não 

é bem conhecido. 

O objetivo desse estudo foi analisar os níveis de BDNF em amostras de MO 

ou sangue periférico (SP) de crianças com LA, e iniciar a caracterização dos efeitos 

de agonistas e antagonistas de neurotrofinas sobre culturas primárias de leucemias 

linfóides agudas em diferentes momentos terapêuticos. 

Foram coletadas amostras de MO ou SP de crianças e adolescentes com 

leucemia linfóide aguda (LLA), crianças e adolescentes com leucemia mielóide 

aguda (LMA), e indivíduos saudáveis (IS) da mesma faixa etária. Para análise dos 

níveis séricos de BDNF utilizou-se kit de imuno-ensaio enzimático tipo sanduíche. 

Quando comparados aos IS os níveis de BDNF de pacientes com LA, ao 

diagnóstico, foram significativamente menores. Resultados similares foram 

observados nos pacientes durante indução, consolidação, diagnóstico e tratamento 

de recidiva. Da mesma forma, os níveis de BDNF foram inferiores em pacientes que 

receberam transfusão de plaquetas e, ao diagnóstico naqueles pacientes que foram 

a óbito. Para a caracterização dos efeitos de agonistas e antagonistas de 

neurotrofinas em cultura de células, amostras de pacientes ao momento do 

diagnóstico e no momento de indução do tratamento foram utilizadas. Os linfócitos 

foram extraídos e, após plaqueamento, as células foram tratadas com BDNF (Sigma, 

B3795), NGF (Sigma, SRP3015) e K252a (Sigma, 05288) por 72 horas. A viabilidade 

foi avaliada pelo método de exclusão por azul de Tripan. Devido às dificuldades no 

cultivo das células, esses dados ainda estão em análise.  
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Abstract 

 

Leukemias account for 30% of pediatric tumors and are the most frequent 

cancers in people under 15 years. Despite the high cure rate, often it is associated 

with resistance to chemotherapy and late side effects. Therefore, new strategies for 

treatment, diagnosis and prognosis are necessary. The brain-derived neurotrophic 

factor (BDNF) and their kinase receptor related tropomyosin (tropomyosin related 

kinase, and Trk) are involved in many processes in bone marrow (BM), however, the 

role of BDNF in acute leukemias (AL) pediatric it is not well known. 

The aim of this study was to analyze the BDNF levels in BM samples or 

peripheral blood (PB) of children with AL, and start the characterization of the effects 

of agonists and antagonists on neurotrophin primary cultures of acute lymphoblastic 

leukemias in different therapeutic moments. 

BM or PB samples were collected from children and adolescents with acute 

lymphoblastic leukemia (ALL), children and adolescents with acute myeloid leukemia 

(AML), and healthy individuals (HI) of the same age. For analysis of serum levels of 

BDNF was used sandwich enzyme immunoassay kit. When compared to HI, BDNF 

levels in patients with AL at diagnosis were significantly lower. Similar results were 

observed in patients during induction, consolidation, diagnosis and treatment of 

relapse. Similarly, BDNF levels were lower in patients receiving platelet transfusion 

and at diagnosis in patients that died. To characterize the effects of agonists and 

antagonists for neurotrophin in cell culture, samples of patients at diagnosis and at 

the time of induction treatment were used. Lymphocytes were extracted and, after 

plating, cells were treated with BDNF (Sigma B3795), NGF (Sigma, SRP3015) and 

K252a (Sigma, 05288) for 72 hours. Viability was assessed by exclusion of trypan 

blue method. Due to difficulties in cell culture, these data are still under analysis. 

 

 

Key-words: neurotrophin, childhood leukemia, brain derived neurotrophic factor 

(BDNF). 
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1. Câncer Infanto-juvenil 

 

O câncer infanto-juvenil (zero a 19 anos) corresponde a cerca de 1% a 3% do 

total de tumores malignos e representa a segunda causa de morte em crianças, 

sendo a principal por doença (7% do total), tanto em países desenvolvidos, quanto 

no Brasil (INCA, 2016; KAATSCH, 2010). A incidência de câncer no mundo varia 

entre 30 e 300 novos casos por milhão, enquanto no Brasil são estimados 154 casos 

novos por milhão de habitantes. Dados de 2013 mostram uma incidência de 124 

casos de câncer infantil para cada milhão de habitantes com idades entre zero e 14 

anos, totalizando 5.984 casos anuais, destes 2.835 foram a óbito (INCA, 2016; 

Rodriguez-Galindo et al., 2015). Cerca de 12.600 novos casos são previstos por ano 

para 2016 e 2017 no país, sendo as regiões Sudeste (48%) e Nordeste (21,8%) com 

maiores ocorrências, seguidas pelas regiões Sul (10,4%), Centro-Oeste (10%) e 

Norte (9,6%). No Rio Grande do Sul, estima-se 500 novos casos (INCA, 2016). 

A incidência e os índices de sobrevivência variam de acordo com o 

diagnóstico e o estadiamento do câncer, alterações genéticas, idade, sexo e 

variações regionais (KAATSCH, 2010). Em média, nos países desenvolvidos, mais 

de 80% das crianças tratadas atingem a cura, entretanto a maioria das crianças 

diagnosticadas com câncer vive em países de baixa e média renda (Figura 1), com 

chances de cura de 50% ou menos. Nesse cenário, apenas de 15% a 37% das 

crianças têm acesso ao tratamento e diagnóstico em estágios iniciais da doença, o 

que diminui consideravelmente suas chances de cura (RODRIGUEZ-GALINDO et 

al., 2015; MBAH AFUNGCHWI et al., 2016). 

A origem do câncer infantil ainda não está bem esclarecida, entretanto alguns 

tipos tumorais podem ser originados por células embrionárias, como retinoblastoma, 

leucemia linfoblástica aguda e rabdomiossarcoma (MARSHALL et al., 2014).Porém,  

ainda que se tenha a hipótese de que existem células tronco envolvidas com a 

gênese tumoral, o que acarretaria em um tumor de heterogeneidade praticamente 

ilimitada, a dificuldade em esclarecer suas origens, propriedades genômicas, 

fenotípicas e funcionais, têm gerado controvérsias (VALENT et al., 2012). 

 



13 
 

 

Figura 1: Distribuição global de câncer infantil. (RODRIGUEZ-GALINDO et al., 

2015). 

 

 

Embora com origem desconhecida, o câncer infantil possui altas taxas de 

cura, e essa característica pode estar relacionada à terapia antineoplásica utilizada.  

Composta por quimioterapia, radioterapia, cirurgia e transplante de células 

progenitoras hematopoiéticas, de maneira que estes podem ser utilizados 

isoladamente ou em combinação com o objetivo de reduzir a toxicidade e preservar 

a qualidade de vida do paciente (ALCOSER & RODGERS, 2003). Porém, tornou-se 

importante avaliar as consequências e efeitos colaterais tardios causados pelo 

tratamento do câncer pediátrico bem como novas alternativas para diagnóstico e 

prognóstico em oncologia pediátrica (BROWNSTEIN, 2004). 
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1.2. Leucemias Agudas 

 

As leucemias, caracterizadas pela proliferação desregulada de células 

precursoras sanguíneas de origem mielóide ou linfóide, podem ser agudas, quando 

possuem um baixo grau de diferenciação, ou crônicas, com alto grau de 

diferenciação (SMITH et al., 2005). As leucemias agudas representam 30% das 

neoplasias pediátricas, sendo as mais freqüentes em indivíduos com menos de 15 

anos (RIES et al., 1998; EDEN, 2010; WIEMELS, 2012).  

 

Figura 2: Hematopoiese. As células do sangue são derivadas de progenitores 

multipotenciais. Alterações na sua formação podem levar ao desenvolvimento de 

leucemias (adaptado de WIEMELS, 2012). 

 

 

A leucemia linfóide aguda (LLA) corresponde a aproximadamente três quartos 

de todos os casos de leucemias em crianças, com frequência cinco vezes maior que 

a leucemia mielóide aguda (LMA) nessa população (BELSON et al., 2007). Cerca de 

85% dos casos de LLA são de linhagem de células B, enquanto os 15% restantes 
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são de linhagem de células T (ZHAO et al., 2013). A LLA possui uma incidência 

ligeiramente maior em meninos do que meninas, e um pico de casos que acomete 

crianças com idades entre 2 e 6 anos (RIES et al., 1998; BELSON et al., 2007; 

EDEN, 2010). Já a LMA possui um pico de incidência durante o primeiro ano de vida 

e reduz constantemente até os quatro anos de idade, mantendo-se assim por toda 

infância e sem apresentar diferenças entre gêneros (GURNEY, 1995; EDEN, 2010). 

Nas últimas quatro décadas houve um aumento significativo nos índices de 

sobrevida de crianças com câncer, sendo a LLA o tipo tumoral em que mais avanços 

diagnósticos foram realizados (SMITH, 2010). No início da década de 60 houve um 

aumento no número de sobreviventes a longo prazo devido, principalmente, ao início 

da utilização de combinações quimioterápicas. Além disso, foram introduzidas ao 

tratamento de LLA a quimioterapia intratecal e a radioterapia profilática no sistema 

nervoso central (SNC), visto que é muito comum as crianças terem recaídas da 

doença no SNC  no período de remissão da medula óssea (PINKEL, 1971).  

Quase 90% das crianças com LLA atingem a cura (PUI et al., 2010), enquanto 

para LMA esse índice varia entre 60% e 70% dos pacientes (TASIAN et al., 2014). 

Entretanto, aproximadamente 25% a 30% das crianças com LLA apresentam 

recidiva da doença (DEN BÔER et al., 1999; PUI, 2000) e menos de 50% dos 

pacientes de alto risco apresentam sucesso terapêutico, mesmo quando utilizada 

uma terapia intensiva (ZAGO et al., 2001). Pacientes diagnosticados com LMA 

apresentam dados parecidos, sendo que a recaída desse tipo de leucemia é 

responsável por mais da metade das mortes relacionadas a essa doença na infância 

(MOORE et al., 2013). Mecanismos farmacocinéticos que reduzem o tempo ou 

níveis de exposição dos blastos leucêmicos aos fármacos citotóxicos, e a resistência 

celular a medicamentos são alguns fatores que podem explicar a falha no tratamento 

desses pacientes (PIETERS et al., 1997). 

A LLA é mais comum em meninos, e apesar dessa predominância, o 

prognóstico para as meninas é ligeiramente melhor. Uma das razões para isso é a 

ocorrência de recaída testicular nos meninos, apesar de que eles também 

aparentam ter maior risco de recaídas na medula óssea e no SNC, por razões ainda 

não compreendidas (PUI et al., 1999; SHUSTER et al., 1998). A medula óssea é o 

local mais comum de apresentar recidiva da doença, sendo o SNC e os testículos 

outros locais freqüentes (GAYNON, 2005; CHESSELS, 1998). Pacientes que 
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desenvolvem uma recidiva extramedular isolada apresentam melhor prognóstico do 

que aqueles que têm uma recidiva envolvendo a medula (EINSIEDEL et al., 2005). 

Em meados das décadas de 70 e 80 novas estratégias foram adotadas para 

que o número de sobreviventes de leucemias se mantivesse elevado e visando a 

redução de efeitos colaterais tardios, o que incluiu a incorporação de novos agentes 

quimioterápicos combinados com um atraso na fase de intensificação da 

quimioterapia, redução na intensidade e no tempo de duração dos tratamentos, 

assim como a busca por uma remissão no SNC sem a necessidade de radioterapia 

e, mais recentemente, o desenvolvimento de novas terapias, como a imunoterapia 

(ROBISON, 2011; TASIAN et al., 2014). Para grande parte dos pacientes, a 

terapêutica preconizada consiste em quimioterapia, mas, em muitos casos, se faz 

necessário a associação com transplantes hematopoiéticos e radioterapia, sendo 

esses em menor número. Os esquemas terapêuticos atuais são geralmente 

constituídos por quatro componentes: indução, intensificação-consolidação, 

manutenção e prevenção da leucemia no sistema nervoso central (RADAELLI et al., 

2005). Alguns fatores prognósticos são utilizados na estratificação de risco dos 

pacientes, os mais comumente avaliados são idade, contagem de células brancas 

no sangue, anormalidades genéticas e resposta inicial à terapia de indução (ZHAO 

et al., 2013; RUBNITZ et al., 2012). No entanto, devido à heterogeneidade da 

leucemia na resposta terapêutica e ao subseqüente risco de recaída, há uma clara 

necessidade do delineamento de biomarcadores de susceptibilidade para posterior 

otimização na terapia antineoplásica (MARSHALL et al., 2003; SMITH et al., 2005). 

Os avanços no tratamento de LLA evidenciaram a necessidade de investigar 

a morbidade e a mortalidade a longo-prazo associadas às novas terapias, visto que 

crianças que sobreviveram a uma leucemia têm maiores riscos de apresentar uma 

segunda neoplasia no futuro (ROBISON, 2011). Atualmente, já é considerada rara a 

ocorrência de uma recaída testicular ou em um local extramedular fora do SNC, 

entretanto, ainda há um alto risco de recaídas dentro do próprio SNC, que pode ser 

atribuída à terapia intratecal inadequada, durante a indução da remissão e pós-

remissão, e a uma baixa intensidade na terapia sistemática (PUI, 2010). Além disso, 

crianças que já tiveram LLA apresentam maior risco de desenvolver doenças 

crônicas, incluindo déficit neurológico, alterações endócrinas, insuficiência cardíaca, 

obesidade, entre outras (ROBISON, 2011). 
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1.3. Novos alvos moleculares 

 

Avanços na compreensão da genética do câncer, na descoberta de 

biomarcadores e na incorporação de novos agentes alvo contribuem para melhores 

resultados para pacientes com câncer e na redução de toxicidade a curto e longo 

prazo (BERNSTEIN, 2011). A busca de terapias-alvo para o tratamento de 

leucemias pediátricas envolve a identificação e caracterização de novos agentes 

moduladores da sinalização como compostos antitumorais candidatos, e nesse 

aspecto as neurotrofinas desempenham papel fundamental. 

 

 

1.3.1. Neurotrofinas 

 

As neurotrofinas, as quais incluem o fator neurotrófico derivado do cérebro 

(BDNF), o fator de crescimento neural (NGF), a neurotrofina 3 (NT-3), a neurotrofina 

4/5 (NT-4/5) e seus receptores, receptores de quinase relacionados a tropomiosina 

(tropomyosin related kinase, ou Trk) são importantes reguladores da sobrevivência, 

desenvolvimento, diferenciação, apoptose e plasticidade neuronal (KAPLAN & 

MILLER, 2000; HUANG & REICHARDT, 2001). Além disso, também estão 

envolvidas na diferenciação de linfócitos B, formação de vasos sanguíneos, inibição 

e diferenciação de músculo esquelético, migração de células de Schwann, liberação 

de histamina e no processo oncogênico (OTTEN et al., 1989; NASSENSTEIN et al., 

2005; WAGNER et al., 2005; MOUSAVI & JASMIN, 2006; ANTON et al., 1994; 

ABUJAMRA et al., 2006).BDNF promove crescimento e desenvolvimento fisiológico 

de linfócitos B, e esses quando ativados expressam BDNF, enquanto linfócitos T 

expressam p75NTR (receptor de neurotrofina p75) (HILLIS, 2014). 

As neurotrofinas são inicialmente sintetizadas como proteínas precursoras, as 

pró-neurotrofinas, que são processadas intracelularmente, para então serem 

secretadas em uma forma mais madura e biologicamente ativa (MOWLA et al., 

2001).Os receptores específicos biologicamente ativos para as neurotrofinas são 

TrkA, no qual liga-se o NGF, TrkB, em que se liga o BDNF e a NT-4/5 e o TrkC, 

ligante da NT-3 (BOTHWELL, 1991). As neurotrofinas ligam-se seletivamente aos 

receptores Trk, e de forma não seletiva ao receptor p75NTR, pertencente à família 

dos receptores do fator de necrose tumoral, que pode agir formando um complexo 
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com os receptores Trk para formar sítios de ligação de alta afinidade às 

neurotrofinas, participando na estimulação dos processos de crescimento 

(ESPOSITO et al., 2001; LONGO & MASSA, 2013). Além disso, p75NTR possui alta 

afinidade de ligação com pró-neurotrofinas e induz apoptose interagindo com 

sortilina, um terceiro receptor recentemente descrito (COHEN-CORY et al., 2010; 

HILLIS, 2015). Dessa maneira, tanto neurotrofinas, quanto pró-neurotrofinas podem 

utilizar receptores distintos para mediar diferentes ações neuronais (LEE et al., 

2001). Frequentemente, os receptores Trk e p75NTR estão expressos na mesma 

célula, coordenando e modulando as respostas neuronais às neurotrofinas (KAPLAN 

& MILLER, 2000). Diferentes órgãos são responsáveis por sintetizar neurotrofinas, 

sendo que Trks são importantes durante o desenvolvimento normal dos rins, da 

próstata, de linfócitos B, de células precursoras derivadas do endotélio na medula 

óssea, além de influenciarem a diferenciação do coração, dos músculos e dos 

ovários (THIELE, 2009). Além disso, células tronco embrionárias expressam TrkB e 

TrkC, e sua sobrevivência e clonabilidade é em grande parte dependente da 

expressão dos seus respectivos ligantes no meio (GREENE & KAPLAN, 1995). 
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Figura 3: Ligação das neurotrofinas aos receptores. As neurotrofinas ligam-se 

aos receptores Trk de maneira específica, e possuem uma ligação não seletiva ao 

receptor p75NTR (REICHARDT, 2006). 

 

 

A sinalização celular através dos receptores Trk ocorre pela fosforilação de 

resíduos citoplasmáticos de tirosina no domínio intracelular, de modo que a ligação 

de neurotrofinas aos receptores Trk leva ao recrutamento de proteínas que 

interagem com os resíduos de fosfotirosina nos domínios citoplasmáticos (DESMET 

& PEPEER, 2006). Essas interações levam à ativação de diferentes vias de 

sinalização, incluindo de proteíno-quinases ativadas por mitógenos (MAPK), 

fosfatidilinositol-3-quinase (PI3K), fosfolipase C gama (PLC-) e proteína quinase C 

(PKC), resultando assim, na expressão do gene, sobrevivência neuronal e 

crescimento de neuritos (KAPLAN & MILLER, 2000; HUANG & REICHARDT, 2001). 

Devido ao papel desempenhado por essas vias de sinalização no contexto de 

proliferação celular, diferenciação e sobrevivência, a ativação, principalmente de 

TrkB pode afetar esses processos celulares. A ativação da sinalização de MAPK 

mediada por TrkB promove a diferenciação de células progenitoras corticais em 

neurônios, enquanto a ativação de PLC-, PKC e PI3K aumenta a sobrevivência de 

neurônios da camada granular do cerebelo em cultivos celulares (ZIRRGIEBEL et 

al., 1995; BARNABE-HEIDER, 2003). Em fibroblastos, a ativação de PLC- e MAPK 

por TrkB leva a um aumento na proliferação e sobrevivência celular, já uma ativação 

de PI3K contribui para a resistência a anoikis (apoptose induzida pela falta de 

aderência à matriz extracelular) de células epiteliais (MCCARTY & FEINSTEIN, 

1999; DOUMA et al., 2004). 

A ativação das vias de transdução de sinal é influenciada pela concentração e 

pelo tipo de neurotrofina expressa no local, pela co-expressão de variantes Trk, 

receptor p75NTR e receptores auxiliares, e pela ativação de receptores acoplados à 

proteína G (THIELE, 2009). As funções dos receptores de neurotrofinas podem 

variar do desenvolvimento do sistema nervoso para a regulação da sobrevivência 

neuronal à regeneração de neurônios lesados. Sendo assim, tanto um aumento nos 

níveis de neurotrofinas ou Trk quanto uma sinalização desregulada via Trk podem 

levar à tumorigênese (LI et al., 2009). Enquanto a sinalização associada aos 
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receptores Trk envolve sinais positivos, como sobrevivência e crescimento neuronal, 

o receptor p75NTR transmite sinais positivos e negativos. Dessa forma, a transmissão 

de sinal desses dois receptores pode ser sobreposta ou oposta. No entanto, o 

mecanismo utilizado por esses receptores para aprimorar ou suprimir as ações um 

do outro ainda permanece desconhecido (LI et al., 2009; KAPLAN & MILLER, 2000). 

Nas últimas décadas têm-se estudado a importância do papel das 

neurotrofinas durante a hematopoiese normal e no desenvolvimento de doenças 

hematológicas malignas. As neurotrofinas são secretadas por diversas células do 

sistema imune, sendo capazes de atuar de uma maneira autócrina ou parácrina em 

linfócitos B (HILLIS, 2015).  O BDNF de células do estroma da medula óssea 

promove a maturação de células pré-B através da sinalização por TrkB 

(SCHUMANN, 2005). Além disso, as neurotrofinas estão envolvidas na proliferação 

celular através do seu efeito anti-apoptótico, de modo que o BDNF pode reduzir a 

apoptose em linhagens maduras de células Bdurante a privação de soro 

(D’ONOFRIO, 2000). Nessas mesmas linhagens celulares, também já foi descrito 

que pró-BDNF induz apoptose in vivo (FAUCHAIS et al., 2008). 

O BDNF sanguíneo pode originar-se em partes pela produção cerebral e 

posterior liberação através da barreira hemato-encefálica ou então a partir da síntese 

em diferentespopulações de células periféricas, tais como células endoteliais 

vasculares e células do músculo liso, em adição aos leucócitos (PAN et al. 1998, 

NAKAHASHI et al. 2000). 
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Figura 4: Sinalização de neurotrofinas. (REICHARDT, 2006). 

 

 

1.3.2. Neurotrofinas e Câncer  

 

Neurotrofinas iniciam sinais mitogênicos que facilitam o crescimento tumoral, 

desempenhando um papel importante na progressão do câncer, estando envolvidas 

na regulação da angiogênese e prevenindo apoptose, facilitando assim a 

propagação de células tumorais levando à metástase (SINGER et al., 1999; 

ASTOLFI et al., 2001; EGGERT et al., 2000; MENTER et al., 1994). Além disso, 

neurotrofinas podem aumentar ou suprimir o crescimento tumoral dependendo do 

tipo do tumor a que se relacionam (KRÜTTGEN et al., 2006).  

Níveis elevados de neurotrofinas e/ou seus receptores, suficientes para 

estimular a migração, a diferenciação e a proliferação celular, foram observados em 

tumores do sistema nervoso, fornecendo mecanismos de resistência ao tratamento 

quimioterápico e contribuindo para formação de metástases (WADHWA et al., 2003). 
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Membros da família Trk foram encontrados em vários tipos celulares não neurais e 

também podem desempenhar um importante papel na iniciação, progressão e 

metástase de tumores, como neuroblastoma, carcinoma medular de tireóide e 

câncer de mama (LI et al., 2009). Muitos estudos têm demonstrado a expressão de 

neurotrofinas em diversos tumores pediátricos, como por exemplo, em tumores do 

sistema nervoso central e periférico, retinoblastomas e tumores renais (SCHMIDT et 

al., 2010, de FARIAS et al., 2011; EGGERT et al., 2001). 

Os receptores Trk têm sido associados como fatores de prognóstico em 

tumores (LI et al., 2009). No entanto, pouco se sabe sobre os mecanismos de 

oncogênese mediada por alterações na sinalização de Trk. Em contraste ao papel 

de TrkB em câncer, p75NTR parece ter funções tanto promotoras quanto supressoras 

de tumor, dependendo do tipo de câncer (TANAKA, 2014).  Li e colaboradores 

(2009) também mostraram que os receptores Trk e seus respectivos ligantes 

também são expressos em diferentes estágios da hematopoiese, promovendo a 

proliferação e sobrevivência de linfócitos e monócitos/macrófagos. Além disso, tem 

sido proposto que as NT possam contribuir para o desenvolvimento de malignidades 

de células B linfóides (HILLIS et al., 2015). 

Muitos tumores pediátricos, como por exemplo, neuroblastomas, 

meduloblastomas e gliomas expressam neurotrofinas e/ou seus receptores, 

estimulando a proliferação e migração celular, contribuindo à metástase, e tornando 

as células resistentes à quimioterapia (FENG et al., 2001; MIDDLEMAS et al., 1999; 

WADHWA et al., 2003; WASHIYAMA et al., 1996). Além disso, observa-se que a 

ativação de Trk age em sinergismo com outras vias de sinalização (QIU et al., 2006). 

Estudos têm demonstrado que o antagonista de Trks diminui a tumorigenicidade das 

células tratadas, além de induzir apoptose (PEREZ-PINERA et al., 2007), e níveis 

séricos de BDNF correlacionam-se positivamente com a agressividade do tumor 

(YANG et al., 2006). 

Em linhagens celulares de retinoblastoma, também foi analisada a expressão 

de neurotrofinas e seus receptores, onde o antagonista de Trks, K252a, foi capaz de 

inibir a proliferação e diferenciação celular (STEPHAN et al., 2008). Além disso, em 

tumores de Wilms, a expressão de neurotrofinas e seus receptores foi constatada e 

associada a um pior prognóstico quando comparada a tumores com menor 

expressão do receptor. E ainda, que a sobrevida em cinco anos livre de recidiva foi 
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de 100% versus 65% entre tumores que expressavam baixa versus alta 

concentração de TrKB (EGGERT et al., 2001).  

Outro estudo demonstrou que é bem provável que a expressão diferencial de 

receptores Trk e a ativação do seu respectivo sinal de transdução afetam 

diretamente o comportamento biológico das células, o que leva a diferenciação, 

sobrevivência e/ou proliferação. Tumores com TrkB funcional, por exemplo, podem 

ser particularmente agressivos porque TrkB fornece uma vantagem de crescimento e 

pode protegê-los da quimioterapia (LI et al., 2009). 

A sinalização BDNF/TrkB está associada com progressão tumoral metástase 

e resposta à quimioterapia em diversos tipos de câncer (TANAKA, 2014). Chiaretti e 

colaboradores (2004) encontraram níveis elevados de BDNF em amostras de fluido 

cérebro-espinhal de pacientes com astrocitomas de baixo grau e ependimomas, 

porém a expressão no tecido tumoral apresentava-se inalterada quando comparada 

com dados de pacientes sem doença neoplásica. Além disso, foi demonstrado pelo 

nosso grupo, que linhagens celulares de meduloblastoma humanas tiveram a 

viabilidade celular inibida após o tratamento com BDNF recombinante humano 

(SCHMIDT et al., 2010). Em neuroblastomas, muitos estudos têm demonstrado que 

a co-expressão de BDNF e TrKB está relacionada a um prognóstico desfavorável e à 

resistência à quimioterapia nos pacientes acometidos por esse tumor (HO et al., 

2002). 

Li e colaboradores (2009) demonstraram a expressão aumentada de três 

tipos de receptores Trks em pacientes adultos diagnosticados com leucemia aguda 

recidivada e nos casos de segunda neoplasia. Neste mesmo estudo também foi 

observada a co-expressão de BDNF e TrkB em mais de 50% dos casos, e os 

pesquisadores sugerem que essa co-expressão possa ser um fator fundamental no 

desenvolvimento da doença. Além disso, o estudo também demonstrou que a co-

expressão de TrkB/BDNF está associada com pior prognóstico em pacientes adultos 

com leucemia aguda e pode induzir leucemia em modelo murino. 

Outro estudo em camundongos demonstrou redução significativa de linfócitos 

B no sangue, baço e medula óssea de animais com deficiência de BDNF, e um 

aumento de linfócitos B após a aplicação de BDNF, sugerindo um papel importante 

de BDNF no desenvolvimento de linfócitos B (SCHUHMANN et al., 2005). 

Corroborando esses dados, Maroder e colegas (1996) haviam sugerido que o BDNF 
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poderia atuar como um fator de sobrevivência para células precursoras do timo, e 

estaria envolvido no processo de diferenciação de timócitos.  

As neurotrofinas constituem parte de mecanismos pró-sobrevivência de 

células tumorigênicas.  Linhagens celulares de linfoma de Burkitt apresentaram 

alteração na apoptose e na quimiossensibilidade quando submetidas à supressão de 

BDNF(XIA, 2014). BDNF também se apresentou como um fator protetor para 

apoptose e para a ação de agentes quimioterápicos em linhagens de mieloma 

múltiplo (FAUCHAIS et al., 2008; PEARSE, 2005).  Além disso, a inibição de Trk 

pode induzir apoptose em células B ativadas de linfoma difuso de grandes células B, 

visto que há uma correlação entre as expressões de TrkB, p75NTR e BDNF nessa 

doença, pode-se inferir a formação de um eixo pró-sobrevivência (SNIDERHAN, 

2009). BDNF também parece exercer um efeito anti-apoptótico através da via da 

sortilina em linhagens de células B (FAUCHAIS et al., 2008). 
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2. OBJETIVOS 

 

2.1. Objetivo geral 

 

 Examinar, em leucemias pediátricas, o possível papel de BDNF plasmático 

como biomarcador e possível alvo terapêutico em leucemias pediátricas. 

 

2.2. Objetivos específicos  

 

- Verificar os níveis de BDNF em amostras de sangue periférico e medula 

óssea de leucemias linfóides e mielóides agudas pediátricas obtidas ao diagnóstico 

(D0) e em diferentes momentos do tratamento; 

 

- Correlacionar os níveis de BDNF com características clínicas dos pacientes; 

 

- Caracterizar os efeitos de agonistas e antagonistas de neurotrofinas sobre a 

viabilidade celular de culturas de linhagens de leucemias e de culturas primárias de 

leucemias agudas pediátricas ao diagnóstico e no momento de indução do 

tratamento; 

 

- Caracterizar o efeito de antagonistas de neurotrofinas e inibidores de vias de 

sinalização na viabilidade de culturas de linhagens de leucemias e de culturas 

primárias de leucemias agudas pediátricas ao diagnóstico e no momento de indução 

do tratamento. 
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3. ARTIGO 

 

Low brain-derived neurotrophic factor levels are associated with active disease 

and poor prognosis in childhood acute leukemia. 
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4. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

Este é o primeiro relato referente aos níveis de BDNF em amostras de 

leucemias agudas pediátricas. Nosso estudo mostrou que os níveis de BDNF são 

significativamente menores em estágios de doença ativa quando comparadas a 

indivíduos saudáveis. Os níveis de BFNF mostraram-se aumentados uma vez que 

os pacientes tiveram resposta clínica e recuperação imunofenotípica na medula 

óssea. Atualmente, o prognóstico é avaliado pelas características do paciente 

(idade, sexo, etnia, peso), resultados de exames laboratoriais (contagem de células 

brancas ao diagnóstico, anormalidades cromossômicas, subtipo da doença), 

presença de células malignas em outros órgãos e resposta ao tratamento inicial 

(fase de indução) (American Cancer Society, 2015). Sendo assim, os níveis de 

BDNF ao diagnóstico podem emergir como um marcador prognóstico em leucemias 

agudas pediátricas, fornecendo informações sobre o risco de óbito do paciente e, 

consequentemente, a necessidade de estratégias de tratamentos mais agressivos. 

Outro dado importante é que pacientes submetidos à transfusão de plaquetas 

em até 48 horas antes da coleta da amostra apresentaram níveis de BDNF baixos 

comparados com pacientes que não foram submetidos à transfusão. Visto que 

BDNF está presente em plaquetas (FUJIMURA, 2002), esperava-se que esses 

pacientes apresentassem níveis mais elevados de BDNF. Entretanto, supõe-se que 

esses pacientes estavam clinicamente mais debilitados e a transfusão não foi capaz 

de melhorar os níveis dessa neurotrofina.  

Os baixos níveis de BDNF encontrados nas amostras de leucemia podem 

contribuir para a imaturidade das células e levar ao desenvolvimento e/ou 

manutenção da leucemia. O papel do BDNF em uma série de neoplasias está 

relacionado à sobrevivência tumoral, e considerando que ele também esteja 

envolvido com a maturação de células sanguíneas, sugere-se que nas leucemias 

pediátricas esteja relacionado com a diferenciação do tumor. Em tumores 

hematológicos de células maduras, como mieloma múltiplo, linfoma difuso de 

grandes células B e linfoma de Burkitt, observou-se uma expressão elevada de 

neurotrofinas, sugerindo um mecanismo diferente de sinalização. Outra hipótese é 

que, em leucemias pediátricas, TrkB seja ativado por outras moléculas, além do 

BDNF, que estão contribuindo para a sobrevivência das células tumorigênicas. Além 
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disso, receptores Trk também podem estar ativados na ausência de neurotrofinas 

(LEE, 2001). 

Sabe-se que há diferenças marcantes na hematopoiese de adultos e crianças 

(WILLIAMS, 2006), e a maioria dos estudos que mostram o efeito pró-sobrevivência 

de BDNF foram realizados em adultos. Provavelmente, existem diferentes fatores de 

proteção ou que cooperem para a proteção de células hematopoiéticas infantis no 

que diz respeito à patogênese das neoplasias (COPLEY, 2013). 

A complexa interação entre neurotrofinas e seus receptores pode estar 

envolvida na patogênese da leucemia aguda pediátrica. Este estudo pode ser 

considerado um ponto de partida para aprofundar o envolvimento das neurotrofinas 

nessa doença, prevalente e tão heterogênea. De maneira inédita propõe-se o uso 

dos níveis de BDNF como um marcador prognóstico de doença ativa nas leucemias 

agudas infantis, porém, encorajamos novos estudos que investiguem o papel do 

BDNF nesse contexto. 
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5. PERPECTIVAS 

 

Como perspectivas futuras pretendemos avaliar a expressão de outras 

neurotrofinas em amostras de leucemia e avaliar as neurotrofinas como terapias-alvo 

através da resposta a inibidores Trk. Em um estudo pré-clínico envolvendo animais, 

foi observado uma redução significativa de linfócitos B no sangue periférico, no baço 

e na medula óssea em uma situação de deficiência de BDNF, seguido de um 

aumento dos linfócitos após administração de BDNF (SCHUMANN, 2005). Além 

disso, Sniderhan e colaboradores (2009), demonstraram que o tratamento de células 

em cultura com K252a, pan-bloqueador de receptores Trk, pode emergir como um 

novo agente terapêutico para linfoma não-Hodgkin. 

 

Materiais e Métodos 

 

Critérios de Inclusão de Pacientes 

Foram analisadas 40 amostras de pacientes ao momento do diagnóstico e 

mais 24 amostras do momento de indução (dias 15 e 35 após o início do tratamento 

- D15 ou D35). As amostras são provenientes de pacientes pediátricos (idade de 

zero a 18 anos) diagnosticados com leucemia linfóide aguda no Serviço de 

Oncologia Pediátrica do Hospital de Clínicas de Porto Alegre. 

Todos os pacientes e/ou responsáveis assinaram o Termo de Consentimento 

Livre e Esclarecido. Esse projeto foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa do 

Hospital de Clínicas de Porto Alegre (GPPG # 1300-23)  

 

Coleta de Sangue e Medula Óssea 

As coletas de sangue periférico e medula óssea dos pacientes foram 

realizadas apenas quando houve solicitação médica para avaliação de parâmetros 

clínicos do paciente, minimizando assim possíveis riscos e desconfortos. Estas 

avaliações acontecem, geralmente, ao diagnóstico (antes do início do tratamento, 

dia zero; D0) e no período de indução do tratamento, dias 15 (D15) e 35 (D35). 

Todos os pacientes diagnosticados com leucemia linfóide aguda foram 

incluídos no estudo, independente do momento. Foram coletados 4 mL de sangue 

periférico e/ou 4mL de medula óssea em tubos a vácuo com EDTA  e processados 

no Laboratório de Pesquisas em Câncer (Centro de Pesquisa Experimental/HCPA). 
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Cultura Primária de Linfócitos  

Foi realizada a separação de linfócitos para todas as coletas (D0, D15 e D35). 

Para isso, em um tubo cônico de 15 mL, eram adicionados 4mL de amostra a 3mL 

de Ficoll-Paque, seguida de centrifugação a 1600 rpm durante 30 minutos. Após, o 

plasma da amostra foi coletado e a camada de células nucleadas transferida para 

outro tubo cônico, lavadas duas vezes com PBS cada, e centrifugadas por 10 

minutos a 900 rpm e 670 rpm, respectivamente. Posteriormente, as células 

nucleadas foram ressuspendidas em RPMI 1640 suplementado com soro fetal 

bovino 10%, antibiótico 1% e antifúngico 0,1%. Após contagem do número de 

células em câmara de Neubauer pelo método de exclusão com azul de tripan, as 

células foram plaqueadas, tratadas e incubadas à 37°C em atmosfera de 5% de CO2 

durante 72 horas. 

 

Compostos Químicos 

A viabilidade celular foi avaliada utilizando os seguintes compostos: BDNF, 

NGF, K252a. As concentrações a utilizadas foram determinadas com base em dados 

da literatura e curvas de dose. 

 

Cultura Celular 

As linhagens de células neoplásicas (JURKAT e MOLT-4) foram obtidas do 

American Type Culture Collection – ATCC (Rockville, Marylan, EUA). As células 

eram cultivadas em frascos estéreis de 25cm2 com meio de cultura adequado (RPMI 

1640, Gibco), suplementado com soro fetal bovino (SFB) 10% (v/v), penstrepto 1% e 

fungizone® 0,1%. Foram plaqueadas entre 12 e 20x104 células por poço em placas 

de 12 poços, e 1,5x104 células por poço em placas de 96 poços. As células foram 

mantidas em incubadora à temperatura de 37ºC, em atmosfera úmida e com 5% de 

CO2. 

 

Métodos de Avaliação de Viabilidade Celular 

Após o tratamento, a avaliação de viabilidade celular foi realizada pelo 

método de contagem com exclusão por Azul de Tripan, conforme descrito por 

Freshney e colaboradores (1994). Brevemente, as células eram cultivadas em 

placas de 12 poços, já tratadas com BDNF, NGF, K252a todos em duplicata por 72h. 
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Após esse período, uma alíquota de 10µL de cada amostra era homogeneizada 

manualmente a uma alíquota de 10µL de Tripan Blue 0,4% (Vetec, Brasil) e era 

realizada a contagem celular em câmara de Neubauer por microscopia óptica. As 

células mortas ou com danos na membrana celular são permeáveis ao corante, e 

desta forma a viabilidade celular é a razão entre as células não coradas (vivas) e o 

total de células (somatório de vivas e mortas). 

 

Tamanho Amostral e Análise Estatística 

Levando-se em consideração o número de casos novos de pacientes 

diagnosticados no Serviço de Oncologia Pediátrica do Hospital de Clínicas de Porto 

Alegre, estimou-se a inclusão de cerca de 40 pacientes com leucemia linfóide aguda 

no período de um ano. Considerando-se um intervalo de confiança de 95% e um 

erro beta de 80%, a amostra mínima deve constituir-se de no mínimo 26 pacientes 

por grupo, sendo os grupos D0 e indução. 

Os resultados serão expressos como média erro padrão da média (SEM). 

Comparações entre os grupos, bem como entre os respectivos tratamentos de cada 

grupo com BDNF, NGF e K252a serão realizadas por análise de variância de uma 

via (ANOVA) seguida por testes post-hoc adequados quando o valor de P for menor 

que 0,05. 

 

 

Resultados preliminares 

 

 Os dados abaixo são uma apresentação em porcentagem das contagens dos 

pacientes, sendo o controle sempre considerado como tendo 100% de viabilidade 

celular e os outros tratamentos com valores em relação a ele. Devido às dificuldades 

encontradas para realização dos cultivos, manutenção das células, obtenção de 

amostras com células viáveis e correlação com os achados clínicos dos pacientes, 

ao diagnóstico foram obtidas 40 amostras até o momento.  
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Quando comparamos amostras de pacientes ao diagnóstico e em algum 

momento da indução, seja ele no dia 15 ou no dia 35, incluímos até o momento 24 

pacientes. 

 

 

Além disso, também iniciamos o tratamento de células dos pacientes com 

K252a e inibidores de vias de sinalização, como Ly294002, UO126, GO6983 e Rp. 

Devido às dificuldades no cultivo das células, esses experimentos foram realizados 

em apenas uma linhagem de leucemia aguda (Jurkat) e em um paciente no 

momento do diagnóstico. As doses utilizadas foram 100 nM para K252a e 1 mM para 

todos os inibidores. 
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 Os resultados desses tratamentos com os inibidores de vias de sinalização 

deverão ser correlacionados com os diferentes momentos de tratamento dos 

pacientes. Entretanto, encontramos diversas dificuldades em cultivar as células de 

linhagens de leucemia e das amostras de pacientes. Isto por que essas células ficam 

em suspensão no meio, dificultando sua manutenção, tornando-as mais suscetíveis 

à contaminação, além disso elas não resistem ao congelamento e não permanecem 

viáveis durante muito tempo, mesmo nas condições recomendadas de cultivo. 

Esperamos conseguir finalizar esses experimentos, incluindo um maior número de 

pacientes tanto para o tratamento com neurotrofinas, quanto para o tratamento 

combinado de inibidor de receptor Trk e inibidores de vias de sinalização. Além 

disso, espera-se incluir ainda experimentos com mais dois inibidores de receptor Trk, 
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sendo eles ANA-12 e GW9662, inibidores específicos de TrkB e TrkA, 

respectivamente. 

O tratamento de células de leucemia com agonistas e antagonistas de 

receptores Trk, além da utilização de inibidores de vias, seria a parte inicial da 

caracterização dos efeitos desses compostos sobre viabilidade celular de culturas de 

leucemias agudas. Isso ajudaria na compreensão dos mecanismos pelos quais 

BDNF tem níveis diminuídos em leucemias pediátricas agudas, além de elucidar os 

mecanismos pelos quais as neurotrofinas, de uma maneira geral, interferem nessa 

doença. Ainda, traria a possibilidade de descobrir novos alvos terapêuticos e assim, 

auxiliar no tratamento de crianças acometidas pelas leucemias.    
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7. ANEXOS 

 

7.1. Anexo 1: Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, que foi entregue aos 

responsáveis pelos pacientes para posterior coleta de amostra. 
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 

 

 

 

AVALIAÇÃO DO EFEITO DE NEUROTROFINAS EM CULTURA PRIMÁRIA DE 

LEUCEMIAS PEDIÁTRICAS 

 

 

 

Investigador Principal:  Dra. Caroline Brunetto de Farias 

Instituto do Câncer Infantil do Rio Grande do Sul 

Laboratório de Pesquisas em Câncer 

Fone: 51 – 3359-7616 

 

 

Por favor, leia atentamente este termo de consentimento livre e esclarecido. Use o 

tempo necessário para lê-lo e para perguntar o máximo que desejar. Se houverem 

palavras ou informações que não estiverem claras, será um prazer para a equipe do 

estudo explicá-las a você. 

 

 

INTRODUÇÃO 

 

Você foi informado que seu/sua filho(a) foi diagnosticado com Leucemia Aguda. O 

seu médico já lhe informou que coletas de sangue e de medula óssea podem 

ocorrer durante o período de tratamento para a avaliação do estado de saúde de 

seu/sua filho (a). 
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PROPÓSITO DO ESTUDO 

 

Estamos realizando um estudo para avaliar a resposta ao tratamento com 

determinadas moléculas, chamadas de neurotrofinas, nas células dos pacientes 

diagnosticados com leucemias pediátricas. 

 

 

PROCEDIMENTOS DE PESQUISA 

 

Se você concordar em permitir que seu/sua filho (a) participe deste estudo, iremos 

solicitar a sua autorização para que possamos retirar uma pequena quantidade de 

sangue periférico e/ou medula óssea a mais (de 3 mL à 4 mL), no momento em que 

for realizado o exame de rotina. Parte deste material será destinada aos exames 

solicitados pelo seu médico e a parte restante será usada para esta pesquisa e 

analisada no Laboratório de Pesquisas em Câncer - HCPA. 

 

 

RISCOS POTENCIAIS E DESCONFORTOS 

 

A coleta de sangue periférico e/ou medula óssea será realizada no mesmo momento 

da solicitação médica para avaliação do paciente, e desconfortos durante os 

procedimentos podem ocorrer. Entretanto, a participação na pesquisa não apresenta 

nenhum risco potencial. 

 

 

BENEFÍCIOS POTENCIAIS 

 

Não oferecemos benefícios diretos ao seu filho/ sua filha ou a você. Mas a sua 

participação nesta pesquisa poderá nos ajudar a melhor entender esta doença. 

 

 

COM QUEM DEVO ENTRAR EM CONTATO EM CASO DE DÚVIDA 

 

No caso de qualquer dúvida ou necessidade você poderá entrar em contato com a 

pesquisadora Caroline Brunetto de Farias pelo telefone 51 – 3359.7616. 
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Este estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa do Hospital de Clínicas 

de Porto Alegre e se você tiver dúvidas sobre seus direitos como participante no 

estudo, você poderá entrar em contato pelo telefone 51 – 3359.8304. 

 

 

PARTICIPAÇÃO VOLUNTÁRIA 

 

A participação neste estudo de pesquisa é voluntária e depende da sua decisão, e 

decisão de seu filho/sua filha. O atendimento médico que seu filho/sua filha recebe 

no Hospital de Clínicas de Porto Alegre – Serviço de Oncologia Pediátrica, ou fora 

dele não será afetado agora ou futuramente, quer você e seu filho/sua filha participe 

ou não neste estudo. E você não terá nenhuma despesa decorrente da participação 

desta pesquisa. Os dados deste estudo podem ser publicados. Entretanto, o seu 

nome e nome de seu filho/sua filha e outras informações de identificação não sairão 

do Hospital de Clínicas de Porto Alegre – Serviço de Oncologia Pediátrica, sem 

permissão por escrito, a menos que permitido pelas leis aplicáveis. 

 

 

CONSENTIMENTO 

 

Pedimos que caso você concorde em participar desta pesquisa, preencha os dados 

abaixo e assine este consentimento. Você também ficará com uma cópia assinada 

deste documento. 

Este estudo foi submetido ao Comitê de Ética em Pesquisa da Instituição que 

garantiu sua aprovação. 

 

 

 

 

Eu, abaixo assinado, de nome ______________________________________, 

responsável pelo paciente __________________________________________ 

confirmo que fui informado quanto aos riscos, vantagens e possíveis efeitos 

colaterais que possam ser resultantes desta pesquisa. Apresento, pois meu livre 

consentimento para que o paciente pelo o qual sou responsável participe deste 

estudo. Posso, a qualquer momento, optar por interrompê-lo sem motivo especial e 

sem qualquer prejuízo aos cuidados que meu filho / minha filha tenha o direito de 

receber. 
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___________________________                                  ___/___/___ 

Assinatura do Paciente ou Responsável                             Data 

 

 

 

 

 

___________________________                                 ___/___/___ 

   Assinatura e Nome do Pesquisador                                 Data 

 

 

 

 

___________________________                                ___/___/___ 

 Assinatura do Responsável pelo Projeto                          Data 

 
 
 
 


