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Resumo

As leucemias correspondem a 30% dos tumores pediatricos, e constituem as
neoplasias mais frequentes em individuos com menos de 15 anos. Apesar da
elevada taxa de cura, frequentemente a ela esta associada resisténcia a
quimioterapia e efeitos colaterais tardios. Por isso, novas estratégias de tratamento,
diagnostico e prognostico sdo necessarias. O fator neurotrofico derivado do cérebro
(BDNF) e seus receptores de quinase relacionados a tropomiosina (tropomyosin
related kinase, ou Trk) estdo envolvidos com muitos processos na medula 0ssea
(MO). Entretanto, o papel do BDNF em leucemias agudas (LA) pediatricas ainda ndo
€ bem conhecido.

O objetivo desse estudo foi analisar os niveis de BDNF em amostras de MO
ou sangue periférico (SP) de criangas com LA, e iniciar a caracterizacdo dos efeitos
de agonistas e antagonistas de neurotrofinas sobre culturas priméarias de leucemias
linféides agudas em diferentes momentos terapéuticos.

Foram coletadas amostras de MO ou SP de criancas e adolescentes com
leucemia linféide aguda (LLA), criancas e adolescentes com leucemia mielbide
aguda (LMA), e individuos saudaveis (IS) da mesma faixa etaria. Para analise dos
niveis séricos de BDNF utilizou-se kit de imuno-ensaio enzimatico tipo sanduiche.
Quando comparados aos IS os niveis de BDNF de pacientes com LA, ao
diagnéstico, foram significativamente menores. Resultados similares foram
observados nos pacientes durante inducéo, consolidacéo, diagndstico e tratamento
de recidiva. Da mesma forma, os niveis de BDNF foram inferiores em pacientes que
receberam transfuséo de plaquetas e, ao diagnostico naqueles pacientes que foram
a Obito. Para a caracterizacdo dos efeitos de agonistas e antagonistas de
neurotrofinas em cultura de células, amostras de pacientes ao momento do
diagnostico e no momento de indugédo do tratamento foram utilizadas. Os linfocitos
foram extraidos e, apés 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 exclusdo por azul de Tripan. Devido as dificuldades no

cultivo das células, esses dados ainda estdo em analise.
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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. INTRODUCAO

1.1. Cancer Infanto-juvenil

O céncer 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 criangas,
sendo a principal por doenca (7% do total), tanto em paises desenvolvidos, quanto
no Brasil (INCA, 2016; KAATSCH, 2010). A incidéncia de cancer no mundo varia
entre 30 e 300 novos casos por milh&o, enquanto no Brasil sdo estimados 154 casos
novos por milhdo de habitantes. Dados de 2013 mostram uma incidéncia de 124
casos de cancer infantil para cada milhdo de habitantes com idades entre zero e 14
anos, totalizando 5.984 casos anuais, destes 2.835 foram a oObito (INCA, 2016;
Rodriguez-Galindo et al., 2015). Cerca de 12.600 novos casos Sdo previstos por ano
para 2016 e 2017 no pais, sendo as regides Sudeste (48%) e Nordeste (21,8%) com
maiores ocorréncias, seguidas pelas regibes Sul (10,4%), Centro-Oeste (10%) e
Norte (9,6%). No Rio Grande do Sul, estima-se 500 novos casos (INCA, 2016).

A incidéncia e os indices de sobrevivéncia variam de acordo com o
diagnostico e o estadiamento do céncer, alteragbes genéticas, idade, sexo e
variagdes regionais (KAATSCH, 2010). Em média, nos paises desenvolvidos, mais
de 80% das criancas tratadas atingem a cura, entretanto a maioria das criancas
diagnosticadas com céancer vive em paises de baixa e média renda (Figura 1), com
chances de cura de 50% ou menos. Nesse cenario, apenas de 15% a 37% das
criancas tém acesso ao tratamento e diagndstico em estagios iniciais da doenca, o
que diminui consideravelmente suas chances de cura (RODRIGUEZ-GALINDO et
al., 2015; MBAH AFUNGCHWI et al., 2016).

A origem do cancer infantil ainda ndo esta bem esclarecida, entretanto alguns
tipos tumorais podem ser originados por células embrionarias, como retinoblastoma,
leucemia linfoblastica aguda e rabdomiossarcoma (MARSHALL et al., 2014).Porém,
ainda que se tenha a hipbétese de que existem células tronco envolvidas com a
génese tumoral, o que acarretaria em um tumor de heterogeneidade praticamente
ilimitada, a dificuldade em esclarecer suas origens, propriedades gendmicas,

fenotipicas e funcionais, tém gerado controversias (VALENT et al., 2012).
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Figura 1: Distribuicdo global de cancer infantil. (RODRIGUEZ-GALINDO et al.,
2015).

Embora com origem desconhecida, o cancer infantil possui altas taxas de
cura, e essa caracteristica pode estar relacionada a terapia antineoplasica utilizada.
Composta por quimioterapia, radioterapia, cirurgia e transplante de células
progenitoras hematopoiéticas, de maneira que estes podem ser utilizados
isoladamente ou em combinagcdo com o objetivo de reduzir a toxicidade e preservar
a qualidade de vida do paciente (ALCOSER & RODGERS, 2003). Porém, tornou-se
importante avaliar as consequéncias e efeitos colaterais tardios causados pelo
tratamento do cancer pediatrico bem como novas alternativas para diagnostico e

progndéstico em oncologia pediatrica (BROWNSTEIN, 2004).
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1.2. Leucemias Agudas

As leucemias, caracterizadas pela proliferacdo desregulada de células
precursoras sanguineas de origem miel6ide ou linféide, podem ser agudas, quando
possuem um baixo grau de diferenciacdo, ou cronicas, com alto grau de
diferenciacdo (SMITH et al., 2005). As leucemias agudas representam 30% das
neoplasias pediatricas, sendo as mais frequentes em individuos com menos de 15
anos (RIES et al., 1998; EDEN, 2010; WIEMELS, 2012).

@ Leucemia mieldide
Multipotential crénica e aguda

Hematopoietic
Stem Cell }

Common Lymphoid Progenitor Common Myeloid Progenitor

Leucemia mieldide aguda

—'—o
Natural Killer Cell Small Lymphocyte : 5 l l /
(Large Granular Lymphocyte) R ‘ o ‘ é

Mega k'arifocyte Erythrocyte Mast Cell Myeloblast

T Lymphocyte Pro- B Lymphocyte l

(A
Leucemia linfocitica aguda __/l 2ap s

Thrombocytes

® v ; ' '
= i ® © @ @

Leucemia m% Basophil Eosinophil /Pro» Neutrophil Monocyte

aguda infantil l l
Leucemia mieldide

. aguda o .

Plasma Cell

Neutrophil Macrophage

Figura 2: Hematopoiese. As células do sangue sao derivadas de progenitores
multipotenciais. Alteracées na sua formacé&o podem levar ao desenvolvimento de
leucemias (adaptado de WIEMELS, 2012).

A leucemia linféide aguda (LLA) corresponde a aproximadamente trés quartos
de todos os casos de leucemias em criancas, com frequéncia cinco vezes maior que
a leucemia mieldide aguda (LMA) nessa populagédo (BELSON et al., 2007). Cerca de

85% dos casos de LLA séo de linhagem de células B, enquanto os 15% restantes
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sdo de linhagem de células T (ZHAO et al.,, 2013). A LLA possui uma incidéncia
ligeiramente maior em meninos do que meninas, e um pico de casos que acomete
criancas com idades entre 2 e 6 anos (RIES et al.,, 1998; BELSON et al., 2007,
EDEN, 2010). J4 a LMA possui um pico de incidéncia durante o primeiro ano de vida
e reduz constantemente até os quatro anos de idade, mantendo-se assim por toda
infancia e sem apresentar diferencas entre géneros (GURNEY, 1995; EDEN, 2010).

Nas ultimas quatro décadas houve um aumento significativo nos indices de
sobrevida de criancas com cancer, sendo a LLA o tipo tumoral em que mais avangos
diagndsticos foram realizados (SMITH, 2010). No inicio da década de 60 houve um
aumento no numero de sobreviventes a longo prazo devido, principalmente, ao inicio
da utilizacdo de combinacdes quimioterapicas. Além disso, foram introduzidas ao
tratamento de LLA a quimioterapia intratecal e a radioterapia profilatica no sistema
nervoso central (SNC), visto que € muito comum as criancas terem recaidas da
doenga no SNC no periodo de remissdo da medula 6éssea (PINKEL, 1971).

Quase 90% das criangas com LLA atingem a cura (PUI et al., 2010), enquanto
para LMA esse indice varia entre 60% e 70% dos pacientes (TASIAN et al., 2014).
Entretanto, aproximadamente 25% a 30% das criangas com LLA apresentam
recidiva da doenca (DEN BOER et al., 1999; PUI, 2000) e menos de 50% dos
pacientes de alto risco apresentam sucesso terapéutico, mesmo quando utilizada
uma terapia intensiva (ZAGO et al.,, 2001). Pacientes diagnosticados com LMA
apresentam dados parecidos, sendo que a recaida desse tipo de leucemia é
responsavel por mais da metade das mortes relacionadas a essa doenca na infancia
(MOORE et al., 2013). Mecanismos farmacocinéticos que reduzem o tempo ou
niveis de exposicao dos blastos leucémicos aos farmacos citotoxicos, e a resisténcia
celular a medicamentos sao 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 predominancia, o
progndéstico para as meninas € ligeiramente melhor. Uma das razdes para isso € a
ocorréncia de recaida testicular nos meninos, apesar de que eles também
aparentam ter maior risco de recaidas na medula 0ssea e no SNC, por razdes ainda
nao compreendidas (PUI et al., 1999; SHUSTER et al., 1998). A medula 6ssea € o
local mais comum de apresentar recidiva da doenca, sendo o SNC e os testiculos
outros locais frequentes (GAYNON, 2005; CHESSELS, 1998). Pacientes que



16

desenvolvem uma recidiva extramedular isolada apresentam melhor prognostico do
gue aqueles que tém uma recidiva envolvendo a medula (EINSIEDEL et al., 2005).

Em meados das décadas de 70 e 80 novas estratégias foram adotadas para
gue o numero de sobreviventes de leucemias se mantivesse elevado e visando a
reducdo de efeitos colaterais tardios, o que incluiu a incorporacédo de novos agentes
quimioterapicos combinados com um atraso na fase de intensificacdo da
quimioterapia, reducdo na intensidade e no tempo de duracdo dos tratamentos,
assim como a busca por uma remissdo 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
terapéutica preconizada consiste em quimioterapia, mas, em muitos casos, se faz
necessario a associagcdo com transplantes hematopoiéticos e radioterapia, sendo
esses em menor numero. Os esquemas terapéuticos atuais sao geralmente
constituidos por quatro componentes: inducdo, intensificagcdo-consolidacao,
manutencao e prevencgao da leucemia no sistema nervoso central (RADAELLI et al.,
2005). Alguns fatores prognésticos sdo utilizados na estratificacdo de risco dos
pacientes, os mais comumente avaliados sdo idade, contagem de células brancas
no sangue, anormalidades genéticas e resposta inicial a terapia de inducédo (ZHAO
et al.,, 2013; RUBNITZ et al.,, 2012). No entanto, devido a heterogeneidade da
leucemia na resposta terapéutica e ao subsequente risco de recaida, h4 uma clara
necessidade do delineamento de biomarcadores de susceptibilidade para posterior
otimizacao na terapia antineoplasica (MARSHALL et al., 2003; SMITH et al., 2005).

Os avancos no tratamento de LLA evidenciaram a necessidade de investigar
a morbidade e a mortalidade a longo-prazo associadas as novas terapias, visto que
criangas que sobreviveram a uma leucemia tém maiores riscos de apresentar uma
segunda neoplasia no futuro (ROBISON, 2011). Atualmente, ja é considerada rara a
ocorréncia de uma recaida testicular ou em um local extramedular fora do SNC,
entretanto, ainda ha um alto risco de recaidas dentro do proprio SNC, que pode ser
atribuida a terapia intratecal inadequada, durante a inducdo da remissédo e pos-
remissao, e a uma baixa intensidade na terapia sistematica (PUI, 2010). Além disso,
criangas que ja tiveram LLA apresentam maior risco de desenvolver doengas
cronicas, incluindo déficit neuroldgico, alteragbes enddcrinas, insuficiéncia cardiaca,
obesidade, entre outras (ROBISON, 2011).
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1.3. Novos alvos moleculares

Avancos na compreensdo da genética do cancer, na descoberta de
biomarcadores e na incorporacdo de novos agentes alvo contribuem para melhores
resultados para pacientes com cancer e na redugao de toxicidade a curto e longo
prazo (BERNSTEIN, 2011). A busca de terapias-alvo para o tratamento de
leucemias pediatricas envolve a identificacdo e caracterizacdo de novos agentes
moduladores da sinalizacdo como compostos antitumorais candidatos, e nesse

aspecto as neurotrofinas desempenham papel fundamental.

1.3.1. Neurotrofinas

As neurotrofinas, as quais incluem o fator neurotrofico 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) sdo importantes reguladores da sobrevivéncia,
desenvolvimento, diferenciacdo, apoptose e plasticidade neuronal (KAPLAN &
MILLER, 2000; HUANG & REICHARDT, 2001). Além disso, também estédo
envolvidas na diferenciacéo de linfocitos B, formacdo de vasos sanguineos, inibicao
e diferenciacdo de musculo esquelético, migracao de células de Schwann, liberacéo
de histamina e no processo oncogénico (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 fisioloégico
de linfocitos B, e esses quando ativados expressam BDNF, enquanto linfécitos T
expressam p75"' " (receptor de neurotrofina p75) (HILLIS, 2014).

As neurotrofinas sao inicialmente sintetizadas como proteinas precursoras, as
pré-neurotrofinas, que sdo processadas intracelularmente, para entdo serem
secretadas em uma forma mais madura e biologicamente ativa (MOWLA et al.,
2001).0s receptores especificos biologicamente ativos para as neurotrofinas sao
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 ndo seletiva ao receptor p75"'", pertencente & familia

dos receptores do fator de necrose tumoral, que pode agir formando um complexo
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com os receptores Trk para formar sitios de ligagdo de alta afinidade as
neurotrofinas, participando na estimulacdo dos processos de crescimento
(ESPOSITO et al., 2001; LONGO & MASSA, 2013). Além disso, p75"'" possui alta
afinidade de ligacdo com pré-neurotrofinas e induz apoptose interagindo com
sortilina, um terceiro receptor recentemente descrito (COHEN-CORY et al., 2010;
HILLIS, 2015). Dessa maneira, tanto neurotrofinas, quanto pro-neurotrofinas podem
utilizar receptores distintos para mediar diferentes acbes neuronais (LEE et al.,
2001). Frequentemente, os receptores Trk e p75NTR estdo expressos na mesma
célula, coordenando e modulando as respostas neuronais as neurotrofinas (KAPLAN
& MILLER, 2000). Diferentes 6rgdos sao responsaveis por sintetizar neurotrofinas,
sendo que Trks sdo importantes durante o desenvolvimento normal dos rins, da
préstata, de linfécitos B, de células precursoras derivadas do endotélio na medula
Ossea, além de influenciarem a diferenciacdo do coracdo, dos musculos e dos
ovarios (THIELE, 2009). Além disso, células tronco embrionarias expressam TrkB e
TrkC, e sua sobrevivéncia e clonabilidade € em grande parte dependente da

expressao dos seus respectivos ligantes no meio (GREENE & KAPLAN, 1995).
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Figura 3: Ligacdo das neurotrofinas aos receptores. As neurotrofinas ligam-se
aos receptores Trk de maneira especifica, e possuem uma ligagdo ndo seletiva ao
receptor p75"'R (REICHARDT, 2006).

A sinalizacdo celular através dos receptores Trk ocorre pela fosforilacdo de
residuos citoplasmaticos de tirosina no dominio intracelular, de modo que a ligacao
de neurotrofinas aos receptores Trk leva ao recrutamento de proteinas que
interagem com os residuos de fosfotirosina nos dominios citoplasmaticos (DESMET
& PEPEER, 2006). Essas interacdes levam a ativacdo de diferentes vias de
sinalizacdo, incluindo de proteino-quinases ativadas por mitdgenos (MAPK),
fosfatidilinositol-3-quinase (PI3K), fosfolipase C gama (PLC-y) e proteina quinase C
(PKC), resultando assim, na expressdao do gene, sobrevivéncia neuronal e
crescimento de neuritos (KAPLAN & MILLER, 2000; HUANG & REICHARDT, 2001).
Devido ao papel desempenhado por essas vias de sinalizacdo no contexto de
proliferacdo celular, diferenciacdo e sobrevivéncia, a ativacdo, principalmente de
TrkB pode afetar esses processos celulares. A ativacdo da sinalizacdo de MAPK
mediada por TrkB promove a diferenciacdo de células progenitoras corticais em
neurdnios, enquanto a ativacdo de PLC-y, PKC e PI3K aumenta a sobrevivéncia de
neurénios da camada granular do cerebelo em cultivos celulares (ZIRRGIEBEL et
al., 1995; BARNABE-HEIDER, 2003). Em fibroblastos, a ativacdo de PLC-y e MAPK
por TrkB leva a um aumento na proliferacéo e sobrevivéncia celular, jA uma ativacao
de PI3K contribui para a resisténcia a anoikis (apoptose induzida pela falta de
aderéncia a matriz extracelular) de células epiteliais (MCCARTY & FEINSTEIN,
1999; DOUMA et al., 2004).

A ativacdo das vias de transducao de sinal € influenciada pela concentracdo e
pelo tipo de neurotrofina expressa no local, pela co-expressdo de variantes Trk,
receptor p75"'} e receptores auxiliares, e pela ativacdo de receptores acoplados &
proteina G (THIELE, 2009). As fungbBes dos receptores de neurotrofinas podem
variar do desenvolvimento do sistema nervoso para a regulagdo da sobrevivéncia
neuronal a regeneracédo de neurdnios lesados. Sendo assim, tanto um aumento nos
niveis de neurotrofinas ou Trk quanto uma sinalizacdo desregulada via Trk podem

levar a tumorigénese (LI et al., 2009). Enquanto a sinalizacdo associada aos
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receptores Trk envolve sinais positivos, como sobrevivéncia e crescimento neuronal,

5NTR transmite sinais positivos e negativos. Dessa forma, a transmissao

0 receptor p7
de sinal desses dois receptores pode ser sobreposta ou oposta. No entanto, o
mecanismo utilizado por esses receptores para aprimorar ou suprimir as acées um
do outro ainda permanece desconhecido (LI et al., 2009; KAPLAN & MILLER, 2000).

Nas Uultimas décadas tém-se estudado a importancia do papel das
neurotrofinas durante a hematopoiese normal e no desenvolvimento de doencas
hematoldgicas malignas. As neurotrofinas sdo secretadas por diversas células do
sistema imune, sendo capazes de atuar de uma maneira autocrina ou paracrina em
linfocitos B (HILLIS, 2015). O BDNF de células do estroma da medula 0ssea
promove a maturacdo de células pré-B através da sinalizacdo por TrkB
(SCHUMANN, 2005). Alem disso, as neurotrofinas estdo envolvidas na proliferacéo
celular através do seu efeito anti-apoptoético, de modo que o BDNF pode reduzir a
apoptose em linhagens maduras de células Bdurante a privacdo de soro
(D’ONOFRIO, 2000). Nessas mesmas linhagens celulares, também ja foi descrito
que pr6-BDNF induz apoptose in vivo (FAUCHAIS et al., 2008).

O BDNF sanguineo pode originar-se em partes pela producdo cerebral e
posterior liberacdo através da barreira hemato-encefalica ou entdo a partir da sintese
em diferentespopulagbes de células periféricas, tais como células endoteliais
vasculares e células do musculo liso, em adicdo aos leucécitos (PAN et al. 1998,
NAKAHASHI et al. 2000).
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Figura 4: Sinalizag&do de neurotrofinas. (REICHARDT, 2006).

1.3.2. Neurotrofinas e Cancer

Neurotrofinas iniciam sinais mitogénicos que facilitam o crescimento tumoral,
desempenhando um papel importante na progressao do cancer, estando envolvidas
na regulacdo da angiogénese e prevenindo apoptose, facilitando assim a
propagacdo de células tumorais levando a metastase (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 (KRUTTGEN et al., 2006).

Niveis elevados de neurotrofinas e/ou seus receptores, suficientes para
estimular a migracao, a diferenciacéo e a proliferacao celular, foram observados em
tumores do sistema nervoso, fornecendo mecanismos de resisténcia ao tratamento

quimioterapico e contribuindo para formacao de metastases (WADHWA et al., 2003).
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Membros da familia Trk foram encontrados em varios tipos celulares ndo neurais e
também podem desempenhar um importante papel na iniciagdo, progressao e
metastase de tumores, como neuroblastoma, carcinoma medular de tiredide e
cancer de mama (LI et al., 2009). Muitos estudos tém demonstrado a expressao de
neurotrofinas em diversos tumores pediatricos, 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 tém sido associados como fatores de progndstico em
tumores (LI et al.,, 2009). No entanto, pouco se sabe sobre os mecanismos de
oncogénese mediada por alteragdes na sinalizagédo de Trk. Em contraste ao papel

de TrkB em cancer, p75"™"®

parece ter fungfes tanto promotoras quanto supressoras
de tumor, dependendo do tipo de cancer (TANAKA, 2014). Li e colaboradores
(2009) também mostraram que o0s receptores Trk e seus respectivos ligantes
também sdo expressos em diferentes estagios da hematopoiese, promovendo a
proliferacdo e sobrevivéncia de linfocitos e mondcitos/macrofagos. Além disso, tem
sido proposto que as NT possam contribuir para o desenvolvimento de malignidades
de células B linféides (HILLIS et al., 2015).

Muitos tumores pediatricos, como por exemplo, neuroblastomas,
meduloblastomas e gliomas expressam neurotrofinas e/ou seus receptores,
estimulando a proliferacdo e migracao celular, contribuindo a metastase, e tornando
as células resistentes a quimioterapia (FENG et al., 2001; MIDDLEMAS et al., 1999;
WADHWA et al., 2003; WASHIYAMA et al., 1996). Além disso, observa-se que a
ativacdo de Trk age em sinergismo com outras vias de sinaliza¢éo (QIU et al., 2006).
Estudos tém demonstrado que o antagonista de Trks diminui a tumorigenicidade das
células tratadas, aléem de induzir apoptose (PEREZ-PINERA et al., 2007), e niveis
séricos de BDNF correlacionam-se positivamente com a agressividade do tumor
(YANG et al., 2006).

Em linhagens celulares de retinoblastoma, também foi analisada a expressao
de neurotrofinas e seus receptores, onde o antagonista de Trks, K252a, foi capaz de
inibir a proliferacéo e diferenciacdo celular (STEPHAN et al., 2008). Além disso, em
tumores de Wilms, a expressao de neurotrofinas e seus receptores foi constatada e
associada a um pior prognostico quando comparada a tumores com menor

expressao 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
concentracdo de TrKB (EGGERT et al., 2001).

Outro estudo demonstrou que € bem provavel que a expressao diferencial de
receptores Trk e a ativacdo do seu respectivo sinal de transducdo afetam
diretamente o comportamento biolégico das células, o que leva a diferenciacéo,
sobrevivéncia e/ou proliferagdo. Tumores com TrkB funcional, por exemplo, podem
ser particularmente agressivos porque TrkB fornece uma vantagem de crescimento e
pode protegé-los da quimioterapia (LI et al., 2009).

A sinalizacdo BDNF/TrkB esta associada com progressao tumoral metastase
e resposta a quimioterapia em diversos tipos de cancer (TANAKA, 2014). Chiaretti e
colaboradores (2004) encontraram niveis elevados de BDNF em amostras de fluido
cérebro-espinhal de pacientes com astrocitomas de baixo grau e ependimomas,
porém a expressao no tecido tumoral apresentava-se inalterada quando comparada
com dados de pacientes sem doenca neoplasica. Além disso, foi demonstrado pelo
nosso grupo, que linhagens celulares de meduloblastoma humanas tiveram a
viabilidade celular inibida apés o tratamento com BDNF recombinante humano
(SCHMIDT et al., 2010). Em neuroblastomas, muitos estudos tém demonstrado que
a co-expressdo de BDNF e TrKB esta relacionada a um prognéstico desfavoravel e a
resisténcia a quimioterapia nos pacientes acometidos por esse tumor (HO et al.,
2002).

Li e colaboradores (2009) demonstraram a expressao aumentada de trés
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-expressdo de BDNF e TrkB em mais de 50% dos casos, e 0s
pesquisadores sugerem que essa co-expressao possa ser um fator fundamental no
desenvolvimento da doenca. Além disso, o estudo também demonstrou que a co-
expressdo de TrkB/BDNF esta associada com pior prognostico em pacientes adultos
com leucemia aguda e pode induzir leucemia em modelo murino.

Outro estudo em camundongos demonstrou reducéo significativa de linfocitos
B no sangue, baco e medula 0ssea de animais com deficiéncia de BDNF, e um
aumento de linfocitos B apés a aplicacdo de BDNF, sugerindo um papel importante
de BDNF no desenvolvimento de linfécitos 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 sobrevivéncia para células precursoras do timo, e
estaria envolvido no processo de diferenciacéo de timdcitos.

As neurotrofinas constituem parte de mecanismos pro-sobrevivéncia de
células tumorigénicas. Linhagens celulares de linfoma de Burkitt apresentaram
alteracdo na apoptose e na quimiossensibilidade quando submetidas a supresséo de
BDNF(XIA, 2014). BDNF também se apresentou como um fator protetor para
apoptose e para a acdo de agentes quimioterapicos em linhagens de mieloma
multiplo (FAUCHAIS et al., 2008; PEARSE, 2005). Além disso, a inibicdo de Trk
pode induzir apoptose em células B ativadas de linfoma difuso de grandes células B,

5NTR & BDNF nessa

visto que ha uma correlacdo entre as expressbes de TrkB, p7
doenca, pode-se inferir a formacdo de um eixo pro-sobrevivéncia (SNIDERHAN,
2009). BDNF também parece exercer um efeito anti-apoptoético 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 pediatricas, o possivel papel de BDNF plasmatico

como biomarcador e possivel alvo terapéutico em leucemias pediétricas.

2.2. Objetivos especificos

- Verificar os niveis de BDNF em amostras de sangue periférico e medula
Ossea de leucemias linféides e mieléides agudas pediatricas obtidas ao diagnéstico
(DO) e em diferentes momentos do tratamento;

- Correlacionar os niveis de BDNF com caracteristicas clinicas dos pacientes;

- Caracterizar os efeitos de agonistas e antagonistas de neurotrofinas sobre a
viabilidade celular de culturas de linhagens de leucemias e de culturas primarias de
leucemias agudas pediatricas ao diagnéstico e no momento de inducdo do

tratamento;

- Caracterizar o efeito de antagonistas de neurotrofinas e inibidores de vias de
sinalizacdo na viabilidade de culturas de linhagens de leucemias e de culturas
primarias de leucemias agudas pediatricas ao diagnostico e no momento de indugao

do tratamento.
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Abstract
BACKGROUNIY: Erain-derived neurctrophic factor (BDNF) and its receptor, tropomyosin-relaied receptor kinase B (TrkB)
are imolved in the maturation of B lymphocyies in the bone marrow (EM), promote cell differentiation in B-cell malignancies,
and are associated with poor prognosis in adults with acute leukemia (AL). However, the role of BDNF in pediatric AL remains
understood.
OBJECTIVE: We camied out a cohort observational stady to evaluate BDNF kewels in BM or peripheral blood (FB) samples
from childen with AL.
METHODS: BM or PB samples were collected frome 57 children and adolescents with acute ymphoid leukemia (ALL), 14
children and adolescents with acute myaloid leakemia (AMLY), and 44 healthy individoals (HI) of the same age range.
RESULTS: BDNF levels at diagnosis in AL patients were significantly lower whan compared to HL. Samples from patients in
complete remission from disease had higher lesels of BDNF compared to those obtained from patients with malignant cells.
Moreover, BDNF levels at disgnosis in patients who died were significantly lower compared to those found in survivors.
COMCLUSIONS: These findings provide tha first evidence for a possible role of BDNF as a marker of active disease and poor
prognosis in pedistric AL.

Keywords: Brain-derived neurotrophic factor, neurotrophin, acuie lymphoid leukemia, acute myeloid leukamia

1. Background
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Brain-derived nzurotrophic Factor (BDMF) is a mem-
ber of the newrotrophin (NT) family of molecuoles
that acts by binding to the tropomyosin-related recep-
tor kinase B (TrkB) and pan-NT p75 (p75""%) types
of cell surface receptors [1]. Signaling mediated by
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Tahie 1

Gender and age in healthy Individusiz (HI, n = 44) and patienis with acute myelkoid leukemda (AML, n = 14) or acuie lymphoid eukemiz

{ALL.n = 57; 115 children In tota1)

Characierisir HI AML ALL Toial

Gemder n =44 (%) n=I4{E) n =57 () n =115 {%)
Mzl 0{45.5) 12 (857} 42 {73.6%) 74 (64 3%)

Age® iyemrs) 1113 A64(002-10.00)  0D5TTI(048-2321)  R62 L ABG(0O-1974) 9774 598 (LO2-23.21)

= = 0003, Chl-Square Test Bp = 0143, One-way ANOVA. “Mesn + SD {minimumn and meximum values).

BDNFE/TrkB plays a well-established role in neuronal
development and plasticity [2]. but recently it has
also been associatzd with tumor progression, metas-
tasis, and response to chemotherapy in several cancer
types [1,3,4]. BDNF promoie s call proliferation, differ-
entiation and survival in B-cell malignancies [3]. Co-
expression of BDNRTrkB in malignant cells is asso-
ciatzd with poor prognosis in adult patients with acute
lzukemia (AL) [6]. However, the role of BONF in pe-
diatric AL remains poorly understood. We examined
BDNF levels in the bone marrow (BM) and peripheral
blood (PB) of children with AL and their possible re-
lationship with clinical characieristics.

2. Methods
21. FPafients and BONF measurement

We camied out a cohort observational study be-
tween August 2009 and February 2015. The comve-
mience sample consisted of patients with ages rang-
ing from O to 18 years, admitted to the Pediatmic
Oneology Service at the UFRGS Clinical Hospital
(HCPA/UFRGS, Porto Alegre, Brazil), with diagno-
sis of acute myeloid leukemia (AML) or acule lym-
phoid leukemia (ALL), regardless of teatment phase.
Healthy children and adolescents aged 0-18 years who
performed routine blood count tests from an outpatient
clinic composed the control groop (healthy individuals,
HI). Informed consent was obtained for all individuals.
The study was approved by the Research Ethics Com-
mittee (project #08511/130023). Demographic vari-
ablzs wem mirieved from medical records (Tables 1
and 2). In controls, PB was collecied in a single mo-
ment Samples from patients with lzukemia were ob-
tained at diagnosis and/or during different treatment
stages and follow-up, depending on the availability.
To measure BDNF levels, four ml of BM or PB were
collected, and an enzgyme immunoassay sandwich kit
was used (Chemicon Imternational, ChemiKine, USA,
CYT306), following the manufacturer’s instructions.

22 Stafistics

Statistical analysis was performed using SPSS Soft-
ware 18.0/'and GraphPad Prism Software 6.0. Data
were expressed as absolule frequency, percentags,
mean + SD or'medians and 25/75 percentiles. Mor-
mality analysis was performed using Shapiro-Wilk and
Kolmogorov-Smimov fests. Mann-Whitney [7 tests
wiere used for nonparametiric comparisons betwezn two
groups. Comparisons among more than two groups
were camied out with one-way analysis of variance
(ANOVA) or Kruskal-Wallis tests for parametric and
nonparametric data respectively. Chi-squam tests wers
used to analyze associations betwean variables, and
Kaplan-Meier analysis was performed to evaluate sur-
wvival; p < 0.05 was considered statistically significant

3. Results

A total of 217 samples were collected from 115
children. One hundred and fourteen BM samples and
59 PB samples were obtained from 71 patients with
AL. PB was obtained from 44 HL Fifty-seven patients
(80%) had ALL, being 11 (20%) from T-lineage, 42
(73%) from B-lineage and 4 (7%) from other origins.
Fourteen patients (209 had AML.

Seventy-four (64.3%) subjects were make, being 20
(45.5%) in the HI group, 12 (83.7%) in the AML group
and 42 (73.6%) in the ALL group. The mean age at in-
clusion was 9.77 £ 5.98 years (minimum: 0.02 years;
maximum: 23.21 years). There was a statistically sig-
nificant gender difference among groups (p < 0.03),
but no difference in age (p = 0.14) (Table 1).

PB samples from HI were compared with BM or
PB from leukemia patients. In each analysis, either a
BM sample or 2 PB sample from each single patient
wias used (preferentially BM, if available). BDNF val-
ues from PB and BM samples from the same patiznt at
the same treatment phase were similar {10 PB samples
and 10 BM samples from 10 patients at the same treat-
ment stage were analyzed; p = 0.90; Mann-Whitney U

28
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Table 2

Characteristics of patients with acuie myelold keukemia (AML, n = 14), or zoule iymphosd leukemia (ALL, n = 57; 71 children in total)
Characenistic Total AML ALL vl
Follow-up kength (yeams)™ 367 (L 7674.16] 1.21 [[L6744.45) 377 (AT} T

16 {225%) 06 [42.5%) 10 {17.5%) 0.0001%
Recurencs 19 {267 %) 0 {22 5%;) 15 {26.3%) OLEE"
Risk# 0.0001=
High 45 (B3.4%) 11 (TE6%) 34 {59.6%)
Intermediary 03 (04.2%) 0 () 03 {05 3%
Low 23 (324%) 03 {21.4%;) 20 {35.1%)
Eone marrow fransplantation 10{14.1%) 04 (28%) 06 { 10.5%) 00"
Lencocytes™d 4450 (22052091 5) 3755 (130021532 5) 4450 (2645 18525) .58
Platekets®- 97525 (327 5017 1000) 53000 (2100071 514925) 103500 (3600071 74000 .26

=xjedian {Inierguartlle range); EMann-Whitney fest; =Chi-squam test; AL patient's inclusion on the trial

104 [

-
-

BONF [pg/mL}

n 2 =Gl T
BONF (pg/mL}
BONF (pgiml )

3

R i iy e
g

Fig. 1. BDNF kevels am reduced In active phases of the diszas in paiients with pediatric leukemia (A ) Midizn (InErguartlle range) of BONF
level (pg/mL) in BM sampies 3 diagnosls from paiients with ALL or AML, and In FE samples from HI; * Significant difference comparzd to HI
{p < 0001, Mann-Whitney [7 Test). (B) Madian (inferqusrtiie range) of BDNF kevel (p/mL) in BM or PR samples from patients with ALL ai
diffzrnt disease and resiment stages, compared io the bevel In PE samples from HIL Diagnosls: n = 25; Inductlon n = 24; consolidstion: n =
%, malnenance: n = ©; Elapse: n = & treatment afer mlapsd n =0; follow-uf n = 13; * p < 0.05 and ** p < 00N, slgnifcant difference
compared o HI, Mann-Whitney [7 Test (C) Median (Inierquartiie range) of BDMF kevel (pgfmL) In PE or BM sampizs from patients with ALL
{n=95) or AML {n = 20). Samples wem classified a5 In complate emission of the disase (Emission) or posiilve for malignent cells (disease)
acconding to Immuncphenotyping eswlts. Each patient could provide more than cne sample, obtained 3t different tratment stages; * p < 0L05,
slgnificant difference compared to Emission in the same disease group, Mann-Whitney U Test A bhreviations: ALL, acuie lymphold keukemia;
AML, acuie myelold leukemia; BDNF, brain-dertved neuroérophic factor, EM, bone mamow; HI, healthy Individusls; PE, peripheral blood

Test). Therefore BM and PB samples from AL patients
were merged within a single group.

BDNF levels at diagnosis in ALL and AML patients
were significantly lower when compared to HI (p <
0.001; Fig. 1A). Similar results were observed when
patients with ALL at diagnosis {p < 0.001}), induction
{p « 0.001), consolidation (p < 0.05), diagnosis of re-
lapse (p < 0.001) and relapse treatment (p < 0.001),
were compared to HIL In conirast, there was no dif-
ference of BDNF levels among HI (controls) and pa-
tients undergoing maintenance (p = 0.74) or follow-
up (p = 0.28; Fig. 1B). Thesz findings suggest that
higher BDNF levels may be related to disease-fies in-
tervals. Consistent with this possibility, BDNF levels
in ALL and AML patients in comple te remission from
disease were higher compared to those obtained from

those with positive malignant cells (p < 0.03; Fig. 1C).
Active disease was defined according to immunophe-
notyping or myelogram when no immunophenotyping
was available. Active disease was defined by the pres-
ence of leukemic cells or minimal residual disease.

In addition, BDNF levels at diagnosis in AL patienis
who died were significantly lower compared to those
found in survivors (p < 0.03; Fig. 2A), suggesting
that low BDNF may be associated with poor progno-
sis. There was no significant difference in BDNF val-
ues among patienis with high, inkermediary or low risk
at either diagnosis (p = 0.32) or maintznance (p =
0.17; Table 3). Risk stratification was carried out by
the medical team based on clinical, laboratorial and
BM findings, according to standard protocols. More-
over, there was no difference between patients with
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Tzhie 3
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B-linage or T-linage ALL (p = 0.94). At diagnosis
{n = 32}, there was no comrelation between number of
platzlets or leucocytzs and BDNF levels (p = 0,935
and p = 0.699 respectively ; Chi-Square Test; Table 4).
Although platelets can carry and release BDNF [7], it
is noeworthy that BDNF levels were lower in patients
who received platelet transfusion within 48 hours prior
to sample collection compared to patients who had not
mreceived transfusion (Fig. 3).

The median follow-up time of leukemia patients was
3.67 years (25th, 0.76; 75'%, 4.16). Ten (17.5%) of 57
patients in the ALL group and 6 (42.8%) of 14 in the
AML groop died during the study. Median survival was
3.61 and 0.99 years for ALL and AML patients, re-
spectively. As expecied, AML patients had a signifi-
cant poorer prognosis (p < 0.001; Fig. 2B). Ninzteen
(26.7%) patients rlapsad from the disease, being 4 in
AML group and 15 in ALL group (p = 0.864).
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4. Discussion

Previous studies have not examined BDNF levels in
hematological malignancies. One study found no alter-
ations in the blood amount of BDONF after chemother-
apy in women with breast cancer [8]. Expression of
BDNF and TrkB has recently been described in biop-
sies from patients with diffuse large B-cell lymphoma
(DLBCL) [9], and expression of p75%7 # was found
in B% of adult patients with AL, particularly ALL
(26%) [10]

The role of BDNFTIKB signaling in leukemia cells
remains ¢lusive. NTs promote survival and drug resis-
tance in malignant B-cells [5,9], and BDNF/TIEB ex-
pression is associated with the induction of leukemo-
genesis in a murine model of adult AL [6]. However,
we found that BDNF levels wer decreased in active
phases of padiatric AL, and restored to normal levels
during maintenance and follow-up. Given the role of
Trk signaling in differentiation, it is possible that low
BDNF levels contribute in keeping cells in an imma-
ture state that promotes disease progression. Further
experimental studies manipulating TrkB activity in pe-
diatric AL cells should help clarifying these issues.

In summary, the present findings provide the first ev-
idence for a role of BDNF levels as a marker of active
disease and poor prognosis in pediatric AL These data
raise the possibility, which should be investigatzd by
further studies with larger patient cohorts, that by mea-
suring BDNF at diagnosis we might obtain information
about the risk of death, helping in guiding therapeutic
decisions.
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4. CONSIDERACOES FINAIS

Este € o primeiro relato referente aos niveis de BDNF em amostras de
leucemias agudas pediatricas. Nosso estudo mostrou que os niveis de BDNF séo
significativamente menores em estagios de doenca ativa quando comparadas a
individuos saudaveis. Os niveis de BFNF mostraram-se aumentados uma vez que
0S pacientes tiveram resposta clinica e recuperacdo imunofenotipica na medula
Ossea. Atualmente, o prognostico é avaliado pelas caracteristicas do paciente
(idade, sexo, etnia, peso), resultados de exames laboratoriais (contagem de células
brancas ao diagnéstico, anormalidades cromossdémicas, subtipo da doenca),
presenca de células malignas em outros O6rgdos e resposta ao tratamento inicial
(fase de inducdo) (American Cancer Society, 2015). Sendo assim, 0s niveis de
BDNF ao diagndstico podem emergir como um marcador prognoéstico em leucemias
agudas pediatricas, fornecendo informacg8es sobre o risco de 6bito do paciente e,
consequentemente, a necessidade de estratégias de tratamentos mais agressivos.

Outro dado importante € que pacientes submetidos a transfusao de plaquetas
em até 48 horas antes da coleta da amostra apresentaram niveis de BDNF baixos
comparados com pacientes que ndo foram submetidos a transfusdo. Visto que
BDNF esta presente em plaquetas (FUJIMURA, 2002), esperava-se que esses
pacientes apresentassem niveis mais elevados de BDNF. Entretanto, supde-se que
esses pacientes estavam clinicamente mais debilitados e a transfusao nao foi capaz
de melhorar os niveis dessa neurotrofina.

Os baixos niveis de BDNF encontrados nas amostras de leucemia podem
contribuir para a imaturidade das células e levar ao desenvolvimento e/ou
manutencdo da leucemia. O papel do BDNF em uma série de neoplasias esta
relacionado a sobrevivéncia tumoral, e considerando que ele também esteja
envolvido com a maturacdo de células sanguineas, sugere-se que nas leucemias
pediatricas esteja relacionado com a diferenciacdo do tumor. Em tumores
hematolégicos de células maduras, como mieloma mudultiplo, linfoma difuso de
grandes células B e linfoma de Burkitt, observou-se uma expressédo elevada de
neurotrofinas, sugerindo um mecanismo diferente de sinalizagdo. Outra hipétese é
que, em leucemias pediatricas, TrkB seja ativado por outras moléculas, além do
BDNF, que estéo contribuindo para a sobrevivéncia das células tumorigénicas. Além
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disso, receptores Trk também podem estar ativados na auséncia de neurotrofinas
(LEE, 2001).

Sabe-se que ha diferencas marcantes na hematopoiese de adultos e criancas
(WILLIAMS, 2006), e a maioria dos estudos que mostram o efeito pré-sobrevivéncia
de BDNF foram realizados em adultos. Provavelmente, existem diferentes fatores de
protecdo ou que cooperem para a protecdo de células hematopoiéticas infantis no
que diz respeito a patogénese das neoplasias (COPLEY, 2013).

A complexa interacdo entre neurotrofinas e seus receptores pode estar
envolvida na patogénese da leucemia aguda pediatrica. Este estudo pode ser
considerado um ponto de partida para aprofundar o envolvimento das neurotrofinas
nessa doenca, prevalente e tdo heterogénea. De maneira inédita propde-se 0 uso
dos niveis de BDNF como um marcador prognoéstico de doenca 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 expressdo de outras
neurotrofinas em amostras de leucemia e avaliar as neurotrofinas como terapias-alvo
atraveés da resposta a inibidores Trk. Em um estudo pré-clinico envolvendo animais,
foi observado uma reducao significativa de linfécitos B no sangue periférico, no bago
e na medula 6ssea em uma situacdo de deficiéncia de BDNF, seguido de um
aumento dos linfécitos apdés administracdo 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 terapéutico para linfoma ndo-Hodgkin.

Materiais e Métodos

Critérios de Incluséo de Pacientes

Foram analisadas 40 amostras de pacientes ao momento do diagnéstico e
mais 24 amostras do momento de inducédo (dias 15 e 35 apds o inicio do tratamento
- D15 ou D35). As amostras sdo provenientes de pacientes pediatricos (idade de
zero a 18 anos) diagnosticados com leucemia linféide aguda no Servico de
Oncologia Pediatrica do Hospital de Clinicas de Porto Alegre.

Todos os pacientes e/ou responsaveis assinaram o Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido. Esse projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do
Hospital de Clinicas de Porto Alegre (GPPG # 1300-23)

Coleta de Sangue e Medula Ossea

As coletas de sangue periférico e medula Ossea dos pacientes foram
realizadas apenas quando houve solicitacdo medica para avaliagdo de parametros
clinicos do paciente, minimizando assim possiveis riscos e desconfortos. Estas
avaliacbes acontecem, geralmente, ao diagnostico (antes do inicio do tratamento,
dia zero; DO) e no periodo de inducao do tratamento, dias 15 (D15) e 35 (D35).

Todos os pacientes diagnosticados com leucemia linfoide aguda foram
incluidos no estudo, independente do momento. Foram coletados 4 mL de sangue
periférico e/ou 4mL de medula 6ssea em tubos a vacuo com EDTA e processados

no Laboratorio de Pesquisas em Cancer (Centro de Pesquisa Experimental/HCPA).
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Cultura Primaria de Linfdcitos

Foi realizada a separacéo de linfocitos para todas as coletas (DO, D15 e D35).
Para isso, em um tubo conico de 15 mL, eram adicionados 4mL de amostra a 3mL
de Ficoll-Paque, seguida de centrifuga¢do a 1600 rpm durante 30 minutos. Apds, 0
plasma da amostra foi coletado e a camada de células nucleadas transferida para
outro tubo coénico, 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%, antibidtico 1% e antifangico 0,1%. Apds contagem do numero de
células em camara de Neubauer pelo método de exclusdo com azul de tripan, as
células foram plaqueadas, tratadas e incubadas a 37°C em atmosfera de 5% de CO,

durante 72 horas.

Compostos Quimicos

A viabilidade celular foi avaliada utilizando os seguintes compostos: BDNF,
NGF, K252a. As concentracdes a utilizadas foram determinadas com base em dados
da literatura e curvas de dose.

Cultura Celular

As linhagens de células neoplasicas (JURKAT e MOLT-4) foram obtidas do
American Type Culture Collection — ATCC (Rockville, Marylan, EUA). As células
eram cultivadas em frascos estéreis de 25cm? 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 20x10” células por poco em placas
de 12 pocos, e 1,5x10* células por poco em placas de 96 pocos. As células foram
mantidas em incubadora a temperatura de 37°C, em atmosfera umida e com 5% de
CO..

Métodos de Avaliacdo de Viabilidade Celular

Apés o tratamento, a avaliacdo de viabilidade celular foi realizada pelo
método de contagem com exclusdo por Azul de Tripan, conforme descrito por
Freshney e colaboradores (1994). Brevemente, as células eram cultivadas em

placas de 12 pocos, ja tratadas com BDNF, NGF, K252a todos em duplicata por 72h.
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Apés esse periodo, uma aliquota de 10uL de cada amostra era homogeneizada
manualmente a uma aliquota de 10uL de Tripan Blue 0,4% (Vetec, Brasil) e era
realizada a contagem celular em camara de Neubauer por microscopia 6ptica. As
células mortas ou com danos na membrana celular sdo permedaveis ao corante, e
desta forma a viabilidade celular é a razao entre as células ndo coradas (vivas) e 0

total de células (somatério de vivas e mortas).

Tamanho Amostral e Analise Estatistica

Levando-se em consideracdo o numero de casos novos de pacientes
diagnosticados no Servico de Oncologia Pediatrica do Hospital de Clinicas de Porto
Alegre, estimou-se a inclusdo de cerca de 40 pacientes com leucemia linféide aguda
no periodo de um ano. Considerando-se um intervalo de confianca de 95% e um
erro beta de 80%, a amostra minima deve constituir-se de no minimo 26 pacientes
por grupo, sendo os grupos DO e inducéo.

Os resultados serdo expressos como media + erro padrdo da média (SEM).
Comparacdes entre 0s grupos, bem como entre os respectivos tratamentos de cada
grupo com BDNF, NGF e K252a serdo realizadas por analise de variancia de uma
via (ANOVA) seguida por testes post-hoc adequados quando o valor de P for menor
gue 0,05.

Resultados preliminares

Os dados abaixo sdo uma apresentacdo em porcentagem das contagens dos
pacientes, sendo o controle sempre considerado como tendo 100% de viabilidade
celular e os outros tratamentos com valores em relacdo a ele. Devido as dificuldades
encontradas para realizacdo dos cultivos, manutencdo das ceélulas, obtencédo de
amostras com células viaveis e correlacdo com os achados clinicos dos pacientes,

ao diagndstico foram obtidas 40 amostras até o momento.
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Tratamento ao diagndstico
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Além disso, também iniciamos o tratamento de células dos pacientes com
K252a e inibidores de vias de sinalizacdo, como Ly294002, UO126, GO6983 e Rp.
Devido as dificuldades no cultivo das células, esses experimentos foram realizados
em apenas uma linhagem de leucemia aguda (Jurkat) e em um paciente no
momento do diagndstico. As doses utilizadas foram 100 nM para K252a e 1 mM para

todos os inibidores.
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Tratamento com inibidores - Jurkat
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Os resultados desses tratamentos com os inibidores de vias de sinalizacéo
deverdo 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 suspensdo no meio, dificultando sua manutencéo, tornando-as mais suscetiveis
a contaminacao, além disso elas nao resistem ao congelamento e nao permanecem
viaveis durante muito tempo, mesmo nas condi¢cdes recomendadas de -cultivo.
Esperamos conseguir finalizar esses experimentos, incluindo um maior nimero de
pacientes tanto para o tratamento com neurotrofinas, quanto para o tratamento
combinado de inibidor de receptor Trk e inibidores de vias de sinalizacdo. 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 especificos de TrkB e TrkA,
respectivamente.

O tratamento de células de leucemia com agonistas e antagonistas de
receptores Trk, além da utilizacdo de inibidores de vias, seria a parte inicial da
caracterizagao dos efeitos desses compostos sobre viabilidade celular de culturas de
leucemias agudas. Isso ajudaria na compreensao dos mecanismos pelos quais
BDNF tem niveis diminuidos em leucemias pediatricas agudas, além de elucidar os
mecanismos pelos quais as neurotrofinas, de uma maneira geral, interferem nessa
doenca. Ainda, traria a possibilidade de descobrir novos alvos terapéuticos e assim,

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

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

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

AVALIACAO DO EFEITO DE NEUROTROFINAS EM CULTURA PRIMARIA DE
LEUCEMIAS PEDIATRICAS

Investigador Principal: Dra. Caroline Brunetto de Farias
Instituto do Cancer Infantil do Rio Grande do Sul
Laboratério de Pesquisas em Céancer

Fone: 51 — 3359-7616

Por favor, leia atentamente este termo de consentimento livre e esclarecido. Use o
tempo necessario para lé-lo e para perguntar o maximo que desejar. Se houverem
palavras ou informac¢des que ndo estiverem claras, sera um prazer para a equipe do
estudo explica-las a vocé.

INTRODUCAO

Vocé foi informado que seu/sua filho(a) foi diagnosticado com Leucemia Aguda. O
seu médico ja lhe informou que coletas de sangue e de medula 6ssea podem
ocorrer durante o periodo de tratamento para a avaliacdo do estado de saude de
seu/sua filho (a).
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PROPOSITO 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 pediatricas.

PROCEDIMENTOS DE PESQUISA

Se vocé concordar em permitir qgue seu/sua filho (a) participe deste estudo, iremos
solicitar a sua autorizacdo para que possamos retirar uma pequena quantidade de
sangue periférico e/ou medula éssea a mais (de 3 mL a 4 mL), no momento em que
for realizado o exame de rotina. Parte deste material seré destinada aos exames
solicitados pelo seu médico e a parte restante serd usada para esta pesquisa e
analisada no Laboratdrio de Pesquisas em Cancer - HCPA.

RISCOS POTENCIAIS E DESCONFORTOS

A coleta de sangue periférico e/ou medula 6ssea seré realizada no mesmo momento
da solicitacdo médica para avaliacdo do paciente, e desconfortos durante os
procedimentos podem ocorrer. Entretanto, a participacéo na pesquisa nao apresenta
nenhum risco potencial.

BENEFICIOS POTENCIAIS

N&o oferecemos beneficios diretos ao seu filho/ sua filha ou a vocé. Mas a sua
participacdo nesta pesquisa podera nos ajudar a melhor entender esta doenca.

COM QUEM DEVO ENTRAR EM CONTATO EM CASO DE DUVIDA

No caso de qualquer duvida ou necessidade vocé podera entrar em contato com a
pesquisadora Caroline Brunetto de Farias pelo telefone 51 — 3359.7616.
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Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Hospital de Clinicas
de Porto Alegre e se vocé tiver duvidas sobre seus direitos como participante no
estudo, vocé podera entrar em contato pelo telefone 51 — 3359.8304.

PARTICIPACAO VOLUNTARIA

A participagdo neste estudo de pesquisa é voluntaria e depende da sua deciséo, e
decisao de seu filho/sua filha. O atendimento médico que seu filho/sua filha recebe
no Hospital de Clinicas de Porto Alegre — Servico de Oncologia Pediatrica, ou fora
dele ndo serd afetado agora ou futuramente, quer vocé e seu filho/sua filha participe
ou ndo neste estudo. E vocé nédo tera nenhuma despesa decorrente da participacao
desta pesquisa. Os dados deste estudo podem ser publicados. Entretanto, o seu
nome e nome de seu filho/sua filha e outras informagdes de identificacdo néo sairéo
do Hospital de Clinicas de Porto Alegre — Servico de Oncologia Pediatrica, sem
permissdo por escrito, a menos que permitido pelas leis aplicaveis.

CONSENTIMENTO

Pedimos que caso vocé concorde em participar desta pesquisa, preencha os dados
abaixo e assine este consentimento. Vocé também ficara com uma cépia assinada
deste documento.

Este estudo foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa da Instituicdo que
garantiu sua aprovacgao.

Eu, abaixo assinado, de nome ,
responsavel pelo paciente
confirmo que fui informado quanto aos riscos, vantagens e possiveis efeitos
colaterais que possam ser resultantes desta pesquisa. Apresento, pois meu livre
consentimento para que o paciente pelo o qual sou responsavel participe deste
estudo. Posso, a qualquer momento, optar por interrompé-lo sem motivo especial e
sem qualquer prejuizo aos cuidados que meu filho / minha filha tenha o direito de
receber.




Assinatura do Paciente ou Responsavel

Assinatura e Nome do Pesquisador

Assinatura do Responsavel pelo Projeto
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