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RESUMO

A Leucemia Linfocitica Cronica (LLC) ¢ uma doenca maligna caracterizada pelo acimulo
progressivo de células B CD5+, evoluindo com linfocitose absoluta e presenga de > 5 x 10°/L
de linfocitos B no sangue periférico por um periodo minimo de 3 meses. Evidéncias indicam
que os glicocorticoides (GCs) induzem apoptose em células hematologicas, apoiando seu uso
como agentes quimioterapicos para leucemias, linfomas e mieloma, ao passo que mecanismos
de resisténcia a estes farmacos foram descritos em pacientes com essas malignidades
hematologicas. GILZ (glucocorticoid-induced leucine zipper) ¢ uma proteina
imunomoduladora pertencente a familia 7SC22D expressa e induzida por GCs em células do
sistema imune, desempenhando um papel fundamental no controle da sobrevivéncia celular e
da apoptose. Dados da literatura mostram que niveis reduzidos de GILZ estdo relacionados
com aumento de BCL2 (uma proteina pré-sobrevida) e consequente diminui¢do da apoptose
de células B em modelo pré-clinico de senescéncia murina. O presente estudo focou na
avaliacdo da expressao génica de GILZ e BCL-2 em pacientes com LLC (N=22) comparando-
os aos controles saudaveis (N=21). Foram avaliados hemograma, fenotipagem por citometria
de fluxo, e analises de expressdo génica de GILZ e BCL-2 por qPCR. A correlacdo entre
dados clinicos, laboratoriais e expressao génica foi investigada por regressoes lineares e testes
estatisticos. Foram observados niveis reduzidos de GILZ em pacientes com LLC em
comparag¢do aos controles, que, contudo, ndo atingiram significancia estatistica. Em relacdo a
expressdo de BCL-2, nossos dados corroboram com dados da literatura, com a expressao
aumentada desse gene em pacientes com LLC (p=0.008). Ainda, foi observado correlagao
entre GILZ e BLC2 (R2 0,3090 e p=0.04), sem correlacao significativa entre GILZ e os dados
do hemograma. Em suma, nosso trabalho demonstra que a expressao de GILZ parece estar
diminuida em pacientes com LLC enquanto a expressdo de BCL-2 esta aumentada no mesmo
grupo. Ainda, foi observada correlacdo significativa entre esses genes. Dado o conhecido
papel de BCL-2 no aumento da sobrevida de linfocitos, € o de GILZ na inducao da apoptose
dessas células, esses achados nos apontam para uma possivel implicagdo de GILZ para a
sobrevida de linfocitos de pacientes com LLC, o que precisa ser melhor explorado utilizando

outras coortes.

Palavras chave: GILZ; glicocorticoides; LLC; BCL-2.



ABSTRACT

Chronic Lymphocytic Leukemia (CLL) is a malignant disease characterized by the
progressive accumulation of CD5+ B cells, evolving with absolute lymphocytosis and the
presence of > 5 x 10°L B lymphocytes in peripheral blood for a minimum period of 3
months. Evidence indicates that glucocorticoids (GCs) induce apoptosis in hematological
cells, supporting their use as chemotherapeutic agents for leukemias, lymphomas, and
myeloma. However, resistance mechanisms to these drugs have been described in patients
with such hematological malignancies. GILZ (glucocorticoid-induced leucine zipper) is an
immunomodulatory protein from the TSC22D family, expressed and induced by
glucocorticoids in immune cells, playing a key role in regulating cell survival and apoptosis.
It has been shown that reduced GILZ expression is associated with increased BCL2
expression and consequent decreased apoptosis of B cells in a preclinical murine model of
senescence. The present study focused on evaluating the gene expression of GILZ and BCL-2
in patients with CLL (N=22) compared to healthy controls (N=21). Complete blood count,
immunophenotyping by flow cytometry, and gene expression analyses of GILZ and BCL-2 by
qPCR were performed. Correlation between clinical, laboratory, and gene expression data was
investigated using linear regression and statistical tests. Reduced GILZ levels were observed
in CLL patients compared to controls, but did not reach statistical significance. Regarding
BCL-2 expression, our findings are consistent with previous studies, showing increased
expression of this gene in CLL patients (p = 0.008). Moreover, its was found a correlation
between GILZ and BCL2 (R* = 0.3090, p = 0.04), with no significant correlation between
GILZ and hematological parameters. In summary, our study demonstrates that GILZ
expression appears to be decreased in CLL patients, while BCL-2 expression is increased in
the same group. Additionally, a significant correlation between these genes was observed.
Given the known role of BCL-2 in promoting lymphocyte survival and that of GILZ in
inducing apoptosis of these cells, these findings suggest a potential involvement of GILZ in
lymphocyte survival from CLL patients, which warrants further investigation in different

cohorts.

Keywords: GILZ; glucocorticoids; CLL; BCL-2.
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1. INTRODUCAO

A Leucemia Linfocitica Crénica (LLC) ¢ uma doenca maligna caracterizada pelo
acumulo progressivo de células B, acometendo pacientes com idade média de 70 anos no
momento do diagndstico. Em sua maioria, os pacientes sdo assintomaticos, ¢ a descoberta da
doenca ¢ realizada acidentalmente, por exames de rotina, que revelam linfocitose absoluta
com a presencga de > 5 x 10%/L de linfocitos B no sangue periférico por um periodo minimo de
3 meses, juntamente com um imunofenotipo CD5+ e expressdo dos antigenos de células B
CD19, CD20 e CD23 (SHARMA; RAI 2019; MAVRIDOU; PSATHA; AIVALIOTIS, 2021;
SHADMAN, 2023.).

Os glicocorticoides (GCs) sao uma classe de hormonios esteroides que regulam a
resposta do corpo ao estresse. Nesse contexto, o estresse pode ser definido como uma resposta
neuroenddcrina inespecifica do corpo (SELYE, 1936). Sua atuacdo esta entre as primeiras
respostas fisiologicas ao estresse, contribuindo como mediadores anti-inflamatorios, afetando
varias fungdes em diversos tecidos. Apesar da indugdo da apoptose de células linfoides ser a
justificativa para o uso de GC em doencas linfo-hematopoiéticas, seus efeitos toxicos e
resisténcia fazem com que o uso de GC sintéticos como adjuvante para o tratamento do cancer
seja controverso (HERR; PFITZENMAIER, 2006; AYROLDI et al., 2018; BRUSCOLI;
RICCARDI; RONCHETTI, 2022).

Segundo AYROLDI e colaboradores (2018), GCs sintéticos sdo ferramentas
terapéuticas cruciais que induzem a apoptose em células linfo-hematopoiéticas, por meio da
regulacdo transcricional dos genes alvo, através da ativacdo dos receptores de GCs (GR),
incluindo GILZ (ziper de leucina induzido por glicocorticoides). GILZ compde o grupo de
genes que sdo transcricionalmente induzidos pela ligagdo GC-GR (DELFINO et al., 2004) e ¢
induzido de forma rapida e ampla em diversas células tratadas com GCs, modulando as
mesmas vias de sinalizagdo inflamatorias que os GCs, sugerindo que GILZ poderia se
constituir em uma nova abordagem para o tratamento de doencas (BRUSCOLI et al., 2018;
VAGO et al, 2020; VAGO et al, 2021).

Estudos utilizando modelos animais demonstram que GILZ ¢é expresso em linfocitos
B em diferentes tecidos linfoides e em diferentes estagios de desenvolvimento (BRUSCOLI et
al., 2015), sendo capaz de reprimir diretamente Bcl-xL, se ligando-se ao promotor do gene e
reprimindo sua transcri¢do, ou indiretamente, inibindo a atividade do fator de transcricdo NF-
kB. Essa inibi¢do desencadeia a via apoptotica mitocondrial com a liberagao do citocromo C

no citoplasma, e isso explica o achado dos animais deficientes em GILZ apresentarem
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aumento de atividade de NF-kB e superexpressdo da proteina BCL-2 (B cell lymphoma
protein-2) (DELFINO et al., 2004; BRUSCOLI et al., 2015).

As proteinas da familia BCL-2 acima citadas desempenham um papel crucial na via
intrinseca para inducdo de apoptose e na sobrevida e diferenciacdo, sendo que expressao
aumentada dessas proteinas estdo entre os principais responsaveis pela resisténcia a morte
celular programada observada em pacientes com malignidades linfoides como a LLC. A
superexpressao mencionada anteriormente ¢ comumente relatada nesses pacientes € tem como
possiveis explicacdes a hipometilagdo do gene BCL-2 e a delecdo dos genes que codificam
miR-15 ¢ miR-16 em 13q14 (HUANG et al., 2015; MARQUES-PIUBELLI et al., 2021;
BRAGA et al., 2022; LIU et al.,, 2022). A apoptose prejudicada desempenha um papel
fundamental na LLC e a inibi¢do farmacoldgica de proteinas anti-apoptdticas/pro-sobrevida,
especialmente BCL2, representa uma maneira promissora de for¢ar a morte de células clonais
e contornar resisténcias a terapias ja existentes (MIHALYOVA et al., 2018).

Neste sentido, ¢ de se pensar nos possiveis papeis de GILZ na indu¢do da apoptose
de células B de pacientes leucémicos. Estudos recentes correlacionam os niveis de GILZ com
o tratamento de pacientes com leucemia mieloide cronica (LMC) (JOHA et al., 2012) e da
propria LLC (SHI et al., 2019), tema do presente estudo. A principal vantagem ¢ que GILZ
além de ser induzido através da ligacdo GC ao GR, demonstra possuir outra via distinta de
ativagdo, na qual se mantém todos os efeitos imunossupressores dos GC sem a presenga dos
efeitos metabdlicos indesejaveis (CHENG; MORAND; YANG, 2014).

Desta forma, no presente estudo foi avaliado a expressdo de GILZ e BCL-2 em
pacientes com LLC, testando a hipdtese: variacdo nos niveis de GILZ estdo relacionados a

patogénese da LLC.

2. REFERENCIAL TEORICO

2.1. Leucemia Linfocitica Cronica

A Leucemia Linfocitica Crdénica (LLC) ¢ uma doenca maligna caracterizada pelo
acumulo progressivo de células B CD5+, apresentando uma quantidade crescente de pequenos
linfocitos neoplésicos de aspecto maduro no sangue (figura 1), medula 6ssea e tecidos
linfoides secundarios (KIPPS et al., 2017). Esta enfermidade exibe uma alta diversidade

biologica, genética, molecular e clinica (MAVRIDOU; PSATHA; AIVALIOTIS, 2021).
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Figura 1: Imagem ilustrativa de esfregaco sanguineo de um paciente LLC, onde ¢ possivel visualizar o aumento
de linfocitos de aspecto maduro (seta vermelha) e Mancha de Gumprecht (seta verde). Fonte: proprio autor.

De acordo com o Instituto Nacional do Cancer (INCA), no relatério de 2022, a
mortalidade por leucemias no Brasil em 2020 atingiu 6.738 dbitos (correspondendo a uma
taxa de 3,18 por 100 mil habitantes). As proje¢des para o triénio de 2023 a 2025 indicam
aproximadamente 11.540 novos casos de leucemia por ano, com um risco estimado de 5,33
casos a cada 100 mil habitantes, colocando-a como a décima neoplasia mais comum.

Estudo de Mavridou e colaboradores (2021) descreveram as caracteristicas genéticas
e metabolicas da LLC. Como demonstrado na figura 2, essas caracteristicas sao reconhecidas
como relevantes na fisiopatologia da LLC, sendo que as mutagdes genéticas atuam de forma
independente ou em combinagdo com rearranjos cromossomicos. A plasticidade metabdlica
engloba as principais vias de biogénese e bioenergética mitocondrial, bem como a producdo
de Espécies Reativas do Oxigénio (EROs) e a adaptacdo ao estresse oxidativo intrinseco, o

qual ¢ considerado elevado na LLC.
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Figura 2: Fisiopatologia da LLC. Alguns dos elementos mais importantes da fisiopatologia da LLC sao: (1)
mutagdes gendmicas altamente variaveis, (2) perda ou adicdo de grandes quantidades de material cromossomico,
(3) status mutacional da regido variavel do IGHV, (4) ativag@o frequente de BCR sinalizagdo e (5) sinais de
proliferacdo continua do microambiente canceroso. IGHV: genes de regido varidvel de cadeia pesada de
imunoglobulina; LLC-M: LLC mutada; U-CLL: LLC nao mutada; BCR: receptor de células B; NLC: células
semelhantes a enfermeiras; BMSC: células estromais da medula 6ssea; DC: células dendriticas; OXPHOS:
fosforilagdo oxidativa; TCA: ciclo do acido citrico. Fonte: MAVRIDOU; PSATHA; AIVALIOTIS, 2021.

O diagnéstico da LLC ¢é estabelecido pela presenca de > 5 x 10%/L de linfécitos B no
sangue periférico por um periodo minimo de 3 meses, juntamente com um imunofendtipo
CD5+ e expressdao dos antigenos de células B CD19, CD20 e CD23. Testes adicionais,
incluindo testes genéticos, sdo necessarios para determinar um perfil prognostico além do
estadiamento clinico (HALLEK et al., 2018). As aberragdes genéticas na LLC podem incluir
alteragdes cromossOmicas, mutacgoes, alteragdes na expressao de miRNAs e modificagdes
epigenéticas (KIPPS et al., 2017).

A idade média no diagndstico € de 70 anos e, em relagdo a sintomatologia, 70 a 80%
dos pacientes sdo assintomadticos, sendo diagnosticados acidentalmente por exames de rotina,
que revelam linfocitose absoluta. Cerca de um ter¢o desses pacientes nunca precisara de
tratamento para LLC (SHARMA; RAI 2019; IYER; WANG, 2023; SHADMAN, 2023).

Apoés o diagndstico, os pacientes sdo submetidos a estratificagdo de risco proposta
por Rai e Binet, baseada em exames clinicos e laboratoriais (HALLEK; SHANAFELT;
EICHHORST, 2018). Rai e colaboradores (1975) estabeleceram varios estagios com
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significado prognoéstico, enquanto Binet e colaboradores (1981) propuseram a defini¢do de

trés grupos de classificacdo, correspondentes a pacientes de baixo, intermediario e alto risco.

Atualmente, o estadiamento da LLC é realizado utilizando-se ambos os sistemas, Rai e Binet,

baseando-se em varidveis clinicas e laboratoriais, incluindo presenga e grau de citopenia,

esplenomegalia e outros (Quadro 1). Além do estadiamento proposto, informagdes

moleculares sdo cada vez mais utilizadas para aprimorar o prognostico dos pacientes

(SHADMAN, 2023).

Quadro 1- Sistema de estadiamento clinico na LL.C

Sistema Rai

Sistema Binet

Categoria de risco

0 Baixo

1 Intermediario
2 Intermediario
3 Alto

4 Alto

Achados

Linfocitose

Linfocitose e Linfadenopatia

Linfocitose e

Hepatoesplenomegalia

Linfocitose € anemia

Linfocitose e

Trombocitopenia

Categorias do Estagio

A Sem citopenia e menos que
trés areas linfoides

envolvidas

B Sem citopenia e
envolvimento de > 3 areas

linfoides

C Presenga de anemia ou

trombocitopenia

Individuos sdo classificados nas categorias de risco proposta por RAI e BINET. Adaptado de SHADMAN
(2023) e Conitec- Ministério da Satude (2023)
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Outra classificagdo relevante no diagnodstico da LLC ¢é o escore proposto por Matutes
(Quadro 2), que utiliza um sistema de pontuagdo baseado na expressdo de antigenos pelos
linfécitos, permitindo diferenciar a LLC de outras doengas linfoproliferativas que também
apresentam linfocitose. Neste escore, a soma dos pontos ¢ utilizada para estratificar os
pacientes em dois grupos: uma pontuacdo de 3-5 favorece o diagndstico de LLC, enquanto
uma pontuacdo de 0-2 favorece outra doenga linfoproliferativa B (MATUTES et al., 1994;
MATUTES; POLLIACK, 2000).

Quadro 2: Sistema de pontuaciao de Matutes

Pontos
Marcador 1 0
CD5 Positivo Negativo
CD23 Positivo Negativo
FMC7 Negativo Positivo
Slg Fraco Moderado/forte

CD22/CD79b Fraco/negativo Moderado/forte

CD: Grupo de diferenciagdo; slg: Imunoglobulina de superficie. As pontuagdes para LLC variam de 3 a 5,
enquanto a pontuagdo de 0 a 2 ¢ relacionada a outros distiirbios de células B. Adaptado de MATUTES et al
(1994) e MATUTES; POLLIACK, (2000).

Pacientes em estagio inicial da doenga e assintomaticos (estagio Rai 0 e A de Binet)
sdo geralmente mantidos em observacdo clinica (conhecida como "watch and wait"), sem
iniciar terapia citotoxica (SHARMA; RAIL 2019). O momento para iniciar o tratamento
depende principalmente da avaliagdo da situacdo clinica da doenga e da apresentagdo
molecular (SHADMAN, 2023). Atualmente, entre as principais op¢des de tratamento, estao

os inibidores ou antagonistas de BCL2, administrados isoladamente ou em combina¢do com
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anticorpos monoclonais (HALLEK et al., 2018). No Brasil, a terapia de primeira linha mais
comum ¢ a imunoquimioterapia com FCR (fludarabina, ciclofosfamida e rituximabe). O
Grupo Brasileiro de LLC recomenda a avaliacdo da adequacao do paciente a terapia proposta
de acordo com uma escala previamente estabelecida (MINISTERIO DA SAUDE/CONITEC,
2024).

Apesar dos avangos cientificos no tratamento e progndstico, hd uma lacuna
translacional entre o conhecimento basico e sua aplicagao clinica na LLC. Mesmo com as
estratégias terapéuticas atuais e melhorias, observa-se um aumento nas taxas de incidéncia e
nas segundas malignidades primarias (SPMs), resultando em um crescente nimero de 6bitos

(MAVRIDOU; PSATHA; AIVALIOTIS, 2021).

2.2. Glicocorticoides

O estresse pode ser definido como uma resposta neuroendocrina inespecifica do
corpo (SELYE, 1936). Nesse contexto, uma série de estimulos, seja biologico (oxidativos,
hemodindmicos, metabolicos, entre outros), mentais e emocionais, evoca uma resposta ao
estresse, que visa restaurar a homeostase e facilitar a adaptacdo (CHOW et al., 2010;
CAPPETTA et al., 2021; CHEN et al., 2022.).

Os glicocorticoides (GCs) sdao uma classe de hormdnios esteroides que regulam a
resposta do corpo ao estresse. Em conjunto com outros componentes do sistema de resposta,
0s GCs coordenam o eixo HPA (hipotdlamo-pituitaria-adrenal). A regulacdo dos genes-alvo
ocorre pela ligacdo dos GCs aos receptores de glicocorticoides (GRs), modulando assim a
fisiologia e o comportamento (CHOW et al., 2010; AHMAD et al., 2021; CAPPETTA et al.,
2021). A secregdo de cortisol (GC endogeno) ocorre pelas glandulas supra-renais na corrente
sanguinea, atingindo tecidos e 6rgdos, onde coordena importantes processos como imunidade,
fisiologia, metabolismo catabolico, cardio circulatorio, renal, entre outros (JURUENA;
CLEARE; PARIANTE, 2004; CAPPETTA et al., 2021).

Resumidamente, ap6s o processamento de um estimulo estressante, o hipotalamo
desencadeia a liberacdo do hormodnio liberador de corticotropina (CRH) e arginina
vasopressina (AVP). Apos a secrecdo, o CRH ¢ liberado no sistema portal hipofisario,
conectando-se a parte anterior da glandula pituitaria, formando o eixo HPA (hipotdlamo-
pituitaria-adrenal) e estimulando a liberacdo continua de cortisol na circulagdo sanguinea
(MICALE, VINCENZO; DRAGO, FELIPPO, 2018; CUI et al., 2021).

Estudos demonstram que as atividades dos glicocorticoides podem ser divididas em

efeitos gendmicos e ndao gendmicos (STAHN et al.,, 2007). Conforme demonstrado na
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imagem 3, os efeitos gendmicos podem ser divididos em trés mecanismos: transativacdo ou
transrepressdo génica, transrepressdo génica por interagdo proteina-proteina e ligacdo ao
elemento compositivo (Figura 3) (RATMAN etal., 2013; CAIN; CIDLOWSKI, 2017).
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Figura 3: Efeitos gendomicos e nio gendmicos dos glicocorticoides. Atividade dos GCs, divididos em efeitos
gendmicos e ndo gendmicos. Em efeitos gendmicos, se observa trés mecanismos, sendo eles: ligacdo direta a
elementos de resposta GC (+GREs) ou GREs negativos (nGREs); interagdes proteina-proteina com outros
fatores de transcri¢ao (TFs) que afetam sua atividade transcricional; e ligagdo composta a substratos de DNA e
proteinas. Fonte: Cain e Cidlowski (2017):

A transativacdo ¢ o mecanismo gendmico classico de a¢do dos glicocorticoides e
acredita-se que seja também responsavel pelos seus efeitos colaterais. A formacdo do
complexo GC/GR resulta em sua translocagdo para o nicleo como um homodimero e ligagao
em locais especificos de ligacdo ao DNA na regido promotora de diferentes genes-alvo,
conhecidos como elementos de resposta aos glicocorticoides (GREs). Esse processo ¢
responsavel pela ativagdo da transcri¢do de proteinas anti-inflamatorias e reguladoras, como
exemplificado pela regulagdo positiva de genes como GILZ ¢ DUSP1 (STAHN et al., 2007,
STREHL et al., 2019).
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Os glicocorticoides atuam regulando o sistema imune e promovendo atividade anti-
inflamatoria (figura 4). De forma geral, os GCs sintéticos diminuem liberacdo de citocinas
pelas células imunes, induzem apoptose e controlam a proliferagcdo celular, regulando assim o
trafego e o acesso dos leucocitos ao local da inflamacdo. Um exemplo ¢ a acdo dos
glicocorticoides sobre macrofagos, células dendriticas e células T, resultando em
imunossupressao (STAHN; BUTTGEREIT, 2008; AYROLDI et al.,, 2018). Bruscoli e
colaboradores (2021) descrevem como o eixo HPA atua no sistema imunologico durante
processos inflamatérios. Conforme descrito, o eixo HPA regula vias gendmicas e ndo
genomicas durante a inflamagdo, bloqueando assim a ativagdo, migracao e proliferagdo de

células imunes do sistema imune inato e adaptativo.

De acordo com Cain e Cidlowski (2017), o receptor de glicocorticoides expresso em
células B afeta varios fatores de transcrigdo a jusante da sinalizagdo do receptor de células B

(BCR).
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Figura 4. A¢édo dos glicocorticoides no sistema imune. Esquema dos efeitos dos GC na resposta imue inata e
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Bruscoli et al 2021
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Em relacao ao cancer, os glicocorticoides ocupam atualmente uma posi¢do central no
arsenal terap€utico para o manejo de tumores solidos ou hematologicos. Evidéncias indicam
que os GCs induzem apoptose em células hematologicas, apoiando assim seu uso como
agentes quimioterapicos para leucemias, linfomas e mieloma, ao passo que mecanismos de
resisténcia a esta classe de farmaco, ja foram descritos em pacientes com essas malignidades
hematolégicas (WEI et al., 2006; KALFEIST et al., 2022)

A modulagdo da apoptose e da proliferacao celular, conforme descrito acima, tem seu
espaco quando se fala em cancer. Isso porque em diversas doengas, incluindo as malignidades
linfo-hematopoiéticas, a inibi¢do da apoptose pode resultar em falha nas terapias ou até
mesmo na piora da doenca. Apesar de o aumento da apoptose de células linfoides justificar o
uso de GCs em doengas linfo-hematopoiéticas, ainda ¢ necessario novos estudos que
aprofundem o conhecimento posto, visto que seus efeitos toxicos e a resisténcia sdo uma
realidade (HERR; PFITZENMAIER, 2006; AYROLDI; RICCARDI, 2009; AYROLDI et al.,
2018; BRUSCOLI; RICCARDI; RONCHETTI, 2022).

2.3. GILZ — Um gene induzido por glicocorticoides

GILZ ¢ uma proteina imunomoduladora pertencente a familia 7SC-22D (Dominio do
Clone 22 Estimulado pelo Fator de Crescimento Transformante beta), sendo também
denominada 7SC-22D3 (PEPIN et al., 2016), foi identificada em 1997 em um estudo
desenvolvido para caracterizar genes transcricionalmente induzidos por dexametasona
(D’ADAMIO et al., 1997). Caracterizada como uma proteina de 135 aminoécidos, GILZ
medeia diversos efeitos dos GCs, incluindo a inibi¢do das vias de NF-kB, MAPKs (proteina
cinase ativada por mitogenos) e AP-1 (proteina ativadora 1), estando envolvido nas mesmas
respostas imunes de sinalizacdo e vias relacionadas a inflamacdo implicadas nas atividades
anti-inflamatorias e imunossupressoras induzidas por GCs (ASSELIN-LABAT et al., 2004;
BERESHCHENKO et al., 2019).

Diferentemente de outras proteinas zipper de leucina, GILZ nao possui dominio
basico necessario para se ligar ao DNA e ndo ha dominios canonicos de ligagdo ao DNA ou
sinal de localizagdo nuclear. Sua atuagdo esté relacionada a inibi¢ao de vias de transducao de
sinal como os fatores de transcricio NF-kB e AP-1 e das MAPKs, um mecanismo de agao
comum a GILZ e GCs. (BRUSCOLI; RICCARDI; RONCHETTI, 2022). Ainda ¢ reportado
na literatura uma variante transcrita de GILZ, Long-GILZ (L-GILZ), sendo esta regulada

positivamente por GCs, mas difere de GILZ em algumas caracteristicas funcionais
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(AYROLDI et al., 2018).

Cannarile e colaboradores (2001) mostraram que GILZ ¢ expresso e induzido por
GCs em células do sangue periférico, desempenhando um papel fundamental no controle da
sobrevivéncia celular e da apoptose, podendo ter fungdo anti ou pro-apoptotica. Como
exemplo, temos a indu¢do da apoptose em alguns tipos de células, como em timocitos, onde a
inducdo do apoptose se da pela regulagdo negativa da expressdo de BCL-xL (uma proteina
anti-apoptotica da familia BCL2) e ativacao das caspases apoptoticas 8 e 3 (MUSCARI et al.,
2020; BRUSCOLI; RICCARDI; RONCHETTI, 2022). Além disso, GILZ induz apoptose de
neutro6filos e contribui para a resolucdo do processo inflamatério agudo, por meio da sua agao
imunomoduladora (VAGO et al., 2015).

Em relagdo as células hematopoiéticas, a atuagdo de GILZ ja foi descrita em
neutrofilos, mondcitos, células dendriticas, linfocitos T e B (figura 5). Foi mostrado ainda que
a expressdo de GILZ ¢ aumentada durante a fase resolutiva da inflamagdo e que a
administracdo do peptideo TAT-GILZ (uma proteina de fusdo com GILZ e permeavel a
célula), no pico da inflamagdo, promove uma diminui¢do do nimero de neutréfilos viaveis e
aumenta o nimero de neutréfilos apoptoticos, os quais sdo marca de uma resolugao eficiente
(VAGO et al., 2015).

A expressdao de GILZ ¢ evidente em diferentes estagios do desenvolvimento de
células B e ¢ regulada pelo tratamento com GCs. Um estudo em modelo murino de
senescéncia sugere que GILZ possa estar relacionado a doengas hematoldgicas envolvendo
células B, uma vez que animais deficientes em GILZ tiveram aumento da sobrevivéncia de
células B com superexpressaio de BCL-2, proteina conhecida por sua atividade anti-
apoptotica/pro-sobrevida. No estudo mencionado, a falta da proteina em camundongos
deficientes em GILZ resulta em desregulagdo da sobrevivéncia de células B a partir do estagio

de célula PréB (BRUSCOLI et al., 2015; BRUSCOLI; RICCARDI; RONCHETTI,2022).



25

Apoptose ¥
FAS/FASL % ~_
?Spl?;ta Tzﬂ v ,’@\] _——-__ Migragéo ¢
roliferagio ¢ \ ) o e
2 ¢ ot ‘, Neu% ) PlIyagHom
Tht | | N,

Diferenciagdo

Atividade co-estimulatéria 4
N —-'/.ﬂl‘,i,.
C N
e

Resposta TH2 *

Th2 |
o @
/ \ ZE: Atividade co-estimulatoria %
ﬁ (bc)
Diferenciagao ¢ | (Th17 @
IL7 « i

Apoptose &

Numero de células 4 || Treg | IFN-y

Sinalizagdo TGF-p ' *

Figura 5: Efeitos do GILZ nas células do sistema imunolégico. As setas verdes indicam regulagéo positiva, as
linhas vermelhas indicam regulacdo negativa. Neutro: neutrofilos; M¢: monocitos/macrofagos; DC: células
dendriticas; B:células B; Treg: células T reguladoras; Thy: Timoécitos. Adaptado de Bereshchenko et al 2019.

Sabemos que a inflamacao desempenha um papel importante no inicio da conversao
maligna e na promoc¢ao do crescimento tumoral e da metastase (AYROLDI et al., 2018), mas
o papel de GILZ no cancer, assim como de GCs de forma geral, ainda ¢ controverso, uma vez
que pode promover ou suprimir o crescimento tumoral, dependendo do tipo de tumor e de seu
microambiente (XU et al., 2023).

Pesquisadores mostraram que em tumor so6lido, a super-expressio de GILZ
(TSC22D3) pode eliminar os efeitos de inibicdo do crescimento tumoral na quimioterapia,
enquanto a delecdo de GILZ em células dendriticas atenuou a imunossupressao induzida por
stress em tumores solidos, sugerindo que o gene 7SC22D3 seja um gene associado a mau
prognostico (YANG et al., 2019). Com relagdo as doengas linfoproliferativas, alguns
trabalhos indicam que o aumento da expressao de GILZ favorece a apoptose, auxiliando
assim no controle do cancer. Como dito anteriormente, GILZ regula negativamente Bcl-xL, e
inibe a via das MAPKs, ambas as vias sdo pro-sobrevida. Além disso, glicocorticoides
também inibem duas das principais vias envolvidas na oncogénese, a via do fator nuclear-xB
e a via Raf/Ras/ERK (AYROLDI et al., 2001, 2002).

Na leucemia mielocitica aguda, alguns trabalhos demonstraram que a expressdao de
GILZ ¢ aumentada em tecidos adultos, associada a altas contagens de leucdcitos e de blastos,

apresentando dessa forma um risco citogenético desfavoravel, taxas de sobrevivéncia mais

Maturagdo
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curtas e pior prognostico (LI et al., 2023; XU et al., 2023). Em contrapartida, na leucemia
mieloide cronica, Joha e colaboradores (2012) demonstraram que a expressdo da proteina
GILZ estava diminuida em algumas linhagens celulares BCR-ABL+. Ainda, com a
restauracdo na expressdo de GILZ, células resistentes ao imatinibe foram novamente
sensibilizadas, regulando positivamente a expressao de Bim (uma molécula pré-apoptotica da
familia BCL2) e diminuindo a expressdao de BCL-2 em células humanas e de camundongo
que expressam BCR-ABL, sugerindo que GILZ possa ser um regulador essencial de BCR-
ABL.

Um estudo do papel de GILZ no mieloma multiplo identificou a regulagdo dupla de
GILZ por duas vias principais necessarias para a proliferacdo e morte na doenga, a via da PI3-
cinase/AKT e GR, desempenhando um papel funcional na morte celular induzida por GCs
(GRUGAN et al., 2008).

Como ja descrito anteriormente em modelo animal de senescéncia, os niveis
reduzidos de GILZ foram relacionados com aumento de BCL-2 e consequente diminui¢do da
apoptose de células B (BRUSCOLI et al., 2015). Um estudo mostrando o papel de GILZ em
células B no lupus eritematoso, demonstrou seu papel protetor na regulagdo de células B,
sugerindo que GILZ poderia se constituir em uma forma de inibir eventos patologicos

dependentes de células B (JONES et al., 2016).

2.4. BCL-2

Um dos mais importantes mecanismos relacionados a fisiopatologia da LLC ¢ a
perda da capacidade de morte celular programada, devido a hiperexpressdo de varias proteinas
antiapoptoticas, dentre elas a BCL-2 (B-cell lymphoma 2). As proteinas da familia BCL-2 sao
reguladoras criticas da apoptose celular, e em muitos estudos demonstraram que sua super-
expressao aumenta a resisténcia a apoptose. Além disso, o potencial oncogénico de BCL-2 foi
confirmado em modelos de camundongos (PACKHAM; STEVENSON, 2005). Na LLC, a
super-expressdo de BCL2 ¢ resultado do aumento da transcri¢do ou perda de miRNAs que
atuam como seus reguladores negativos sendo que os mais comuns na fisiopatologia da LLC
sdao as delegoes de miR-15A e miR-16-1, (STILGENBAUER et al., 2016; SKELIN et al.,
2024).

A familia BCL-2 ¢ dividida em trés grupos com base na sua fung@o primaria, sendo a
primeira formada por proteinas anti-apoptoticas (BCL-2, BCL-XL, BCL-W, MCL-1, BFL-
1/A1), a segunda por proteinas pro-apoptoticas formadoras de poros (BAX, BAK, BOK) e a
ultima sdo proteinas pro-apoptoticas somente BH3 — como BAD, BID, BIK, BIM, BMF,
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HRK, NOXA, PUMA, entre outras (MIHALYOVA et al., 2018; KALE; OSTERLUND;
ANDREWS, 2018; KOPPARAPU et al, 2023). Dessa forma, a apoptose intrinseca
(mitocondrial) € estritamente governada pela familia de proteinas BCL-2 (figura 6), que
determina o destino celular através do equilibrio preciso de fatores pr6 e anti-apoptoticos.
Esse conhecimento levou ao desenvolvimento de inibidores especificos da familia BCL-2.
Estes miméticos sintéticos de homologia 3 de BCL-2 (BH3) ligam-se com alta afinidade a
fatores anti-apoptoticos para superar a evasdao apoptdtica na malignidade (FOWLER-
SHORTEN et al., 2024). Desde 2013, a disponibilidade de terapias direcionadas, como
inibidores de BTK, anticorpos direcionados a CD20 e inibidores de BCL-2, substituiram
amplamente a quimioimunoterapia como opg¢ao terapéutica preferida para o tratamento de

primeira linha ou subsequente de LLC (MUTHIAH et al., 2024).
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Figura 6: Mecanismo de apoptose mediado por proteinas da familia BCL2. Um modelo da via intrinseca de
apoptose iniciada por estimulos citotoxicos. As proteinas da familia BCL-2 exercem seu efeito anti-apoptdticos
inibindo as proteinas BAX, BAK e BH3 e consequentemente protegendo a mitocondria de perda de potencial de
membrana e liberacao de citocromo ¢, o qual posteriormente desencadearia a ativacdo de caspases apoptoticas.
Fonte: PLOUMAKI et al., 2023

3. JUSTIFICATIVA

A pesquisa sobre o papel de GILZ em doencgas linfoproliferativas, particularmente
em c¢lulas B, ainda ¢ limitada. Portanto, ¢ crucial investigar os possiveis efeitos de GILZ na
inducdo da apoptose de células B em pacientes com leucemia, para melhor entendimento
acerca do papel de GCs nessas doengas.

Diante da lacuna de conhecimento sobre o papel da proteina GILZ em pacientes com
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LLC, ¢ necessario aprofundar nossa compreensdo do seu comportamento, visando enriquecer
a discussdo sobre o seu papel. Assim, a obtencdo de insights mais robustos pode contribuir
significativamente para o desenvolvimento de abordagens mais eficazes no tratamento de
doengas linfoproliferativas.

Se tratando da expressdo de BCL-2, apesar de bem estudada sua relagdo com a LLC, o
estudo da possivel correlagdo com GILZ seria importante para ampliar e direcionar as
pesquisas de medicamentos que possam alterar o estado de superexpressao de BCL-2 e,
consequentemente o aumento da apoptose, reduzindo o uso de quimioterapias tradicionais.

Assim, pretendemos com este estudo, mensurar a expressdo de GILZ em pacientes com
leucemia linfocitica cronica e avaliar sua possivel correlagio com BCL-2, um gene

sabidamente superexpresso em pacientes com LLC.

4. OBJETIVO

Avaliar a expressdo génica de GILZ e BCL-2 em amostras de pacientes com
leucemia linfocitica cronica, além analisar possiveis correlagdes da expressdo de GILZ com

os dados clinicos e laboratoriais € com a expressdao de BCL-2

4.1. Objetivos especificos

e (aracterizar fenotipicamente os pacientes;

e Avaliar o grupo de estudo em relagdo ao Score de Matutes;

e Avaliar a expressio dos mRNAs de GILZ e BCL2 em pacientes com LLC e
controles sem a doenca e a correlagdo entre esses genes;

e Avaliar possiveis correlacdes entre o perfil hematolégico dos pacientes e a
expressao de GILZ;

e Avaliar possiveis correlagdes entre comorbidades e GILZ.

5. PROPOSTA METODOLOGICA

5.1. Delineamento experimental

Para melhor entendimento da metodologia utilizada no presente estudo, encontra-se
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abaixo o fluxograma com todas as etapas realizadas.
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Figura 7: Fluxograma coleta e processamento de amostras de pacientes e controles. sangue total venoso em tubos
contendo K3 — acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA). Apds a coleta foram realizados o hemograma dos grupos de
estudo e controle e fenotipagem do grupo de estudo. Apds triagem inicial amostras foram lisadas, para posterior extragdo

do material genético, seguida de sua expressdo e analises estatisticas.

5.2. Descrigdo da populacdo de estudo

Os pacientes participantes do estudo foram selecionados pelos médicos
hematologistas do Servigo de Hematologia do Hospital das Clinicas (HC) da Universidade
Federal de Minas Gerais, dos quais foi obtida amostra de sangue. O presente estudo esta

aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da UFMG (COEP), Projeto CAAE No
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02177612.0.00005149, conforme parecer 34778, emenda E3/2016. Foi preenchida uma ficha
clinica para cada paciente, ap6s eles terem sido esclarecidos acerca dos objetivos do estudo e
apos leitura e assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE). Este estudo
foi realizado de acordo com a Declaragdo de Helsinki (WORLD MEDICAL ASSOCIATION,
2013).

Foram selecionados pacientes com idade igual ou superior a 44 anos com diagnostico
de Leucemia Linfocitica Cronica, de acordo com os critérios estabelecidos no guidelines 2020
(WIERDA W G et al., 2020), e que estavam sem tratamento iniciado, ou com tratamento ndo
realizado nos ultimos trés meses. Os prontudrios dos pacientes selecionados foram analisados
para obtencao de dados hematoldgicos, imunofenotipicos e achados clinicos.

Pacientes em uso de medicamentos/terapias para LLC e menores de 44 anos foram

excluidos.

5.3. Grupo Controle

Para o grupo controle, foram selecionados individuos vinculados a Associacdo de
Servidores da UFMG (ASSUFEMG) em Belo Horizonte, Minas Gerais, utilizando-se o
espaco gentilmente cedido pela associacdo. Foram coletadas amostras de 21 individuos
aparentemente higidos, sem disturbios hematologicos, com idade e nivel socioecondmico
similar ao grupo experimental. A coleta de sangue foi feita de forma voluntria, onde os
individuos foram esclarecidos a respeito dos objetivos do estudo e da importancia de sua
participagdo. Todos os participantes deste grupo também assinaram o TCLE. Adicionalmente,
visando reduzir as interferéncias, todos os participantes, no momento da coleta, estavam sem

uso de corticoides.

5.4. Amostras

Foram coletados 10 mL de sangue total venoso em tubos contendo K3 — acido
etilenodiamino tetra-acético (EDTA) 1,8mg/nL (VACUETTE®) de cada integrante do estudo
por coleta a vacuo. As amostras foram devidamente identificadas e acondicionadas em caixas
de transporte de material bioldgico e direcionadas ao Laboratério de Hematologia Clinica e
Experimental da Faculdade de Farmacia da UFMG, onde ocorreu o processamento e

armazenamento através de metodologia especifica.

5.5. Hemograma completo

As amostras encaminhadas ao laboratdrio de hematologia foram analisadas,
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por meio de aspiragdo automatica de 20 pL de sangue total pelo equipamento Yumizen
H500/H550 (Horiba Medical), localizado no laboratério de hematologia da faculdade de
farméacia da UFMG.

5.6. Citometria de Fluxo

As andlises foram realizadas no analisador de células LSRFortessa, presente no
Laboratério Institucional de Pesquisa em Biomarcadores (LINBIO), também localizado na
faculdade de farmacia da UFMG, foram utilizados 100 uL de sangue total marcados com
anticorpos especificos. A escolha dos anticorpos utilizados foi baseada nas recomendacdes do
Grupo Brasileiro de Citometria de Fluxo (GBCFLUX) e Euroflow para diagnostico de
leucemias utilizando painéis de citometria de fluxo (VAN DONGEN et al., 2012; CORREIA
et al., 2015). Foram utilizados os seguintes marcadores: CD4, CDS5, CD8, CD19, CD20,
CD22, CD38, CD45- onde foram montados painéis de acordo com a fluorescéncia dos
anticorpos. A seguir o quadro representando o painel montado para anticorpos analisados.

Quadro 3: Representa¢io do painel montado para os anticorpos analisados

Anticorpos
Painel A CD5 CD19 CD45
Painel B CD4 CD22 CD38
Painel C CD8 CD20 CD45
Painel D Nao marcado

Foram montados quatro painéis, sendo o ndo marcado utilizado como controle, para identificar caracteristicas
propias das células. Fonte: proprio autor.

A andlise foi realizada utilizando-se a estratégia de gates, com diferentes
combinagdes monoclonais de acordo com British Committee for Standards in Haematology
(BCSH) (MARTI et al., 2005), utilizando- se o software FLOWJO. A compensa¢do da
fluorescéncia foi realizada, a fim de se evitar a sobreposi¢dao das cores emitidas pelos
fluorocromos, e o controle FMO (Fluorescence Minus One Control) foi aplicado para cada
amostra. O objetivo do uso do FMO foi identificar o ponto de corte entre as fluorescéncias
negativa, possiveis interferéncias de fluorescéncias entre detectores e a marcagdo positiva em
painéis.

A caracterizacdo fenotipica realizada foi confrontada com a ja presente nos
prontuarios dos pacientes. Além dos anticorpos acima, o painel de fenotipagem realizado pelo

servico de saude contava com os seguintes marcadores: CD23, IGM, KAPPA, FMC7.
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Figura 8. Estratégia de gates usados nas analises de citometria. Perfil paciente CD19/CDS5 positivo

5.7. Avaliagdo da Expressdao génica de TSC22D3 e BCL2 através de gPCR em tempo real

Para a andlise por qPCR, inicialmente foi realizada a lise celular das amostras de
sangue total dos grupos de pacientes e controle, através de uma solucdo de cloreto de
amonio. O processo baseia-se na ruptura da membrana plasmatica da célula e a liberagdo
do material intracelular, para posterior purificagdo do material genético.

Apo6s o processo de lise celular, foi realizada a extracdo dos acidos nucleicos com o
uso do kit ALLPREP DNA/RNA MINI KIT (Qiagen), seguindo as recomendagdes do
fabricante.

A concentracdo de RNA total apds purificacio foi determinada através de
absorbancia no NanoDrop 2000 (Thermo Scientific). Os RNA’s foram convertidos a cDNA
com o kit High- Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Biosystems), também de acordo
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com o protocolo dos fabricantes.
Para a rea¢do em cadeia de polimerase, foi utilizado o Kit QuantiNova no parelho
QuantStudio 5 (QIAGEN®), onde os transcritos de GILZ (7SC22D3) e BCL-2 foram

amplificados com os iniciadores indicados a abaixo, assim como o transcrito do gene de

referéncia GAPDH:

Quadro 4: Sequéncia de primers utilizada para amplificacdo

Primer Sequéncia Utilizada
GILZ-F CCGACAAGCTCAACAGCATAZ’
GILZ-R 5’GTGGAAGAAGAGCAGGATGG3’
BCL-2-F 5 TCCGCATCAGGAAGGCTA3Y’
BCL-2-R 5’AGGACCAGGCCTCCAAGT3
GAPDH-F 5'-GGTCGGAGTCAACGGATTTG-3’

GAPDH-R 5'-ATGAGCCCCAGCCTTCTCCAT-3".

Fonte: (SHI ef al., 2019)

5.8. Andlise estatistica

Os resultados foram analisados utilizando-se o software GraphPad Prism 7
(GraphPad Software), e apresentados como média e desvio padrdo no caso de distribuicao
normal, enquanto os resultados que ndo seguiram este padrdo foram apresentados como
mediana e intervalo interquartilico. O teste de Shapiro Wilk foi empregado para avaliar a
normalidade da distribuigdo dos dados. Para os parametros que apresentaram distribui¢do
normal, a comparagdo entre os grupos controle e experimental foi realizada através do teste t
de Student. Ja as variaveis com distribuicao fora da normalidade foram analisadas via teste de
Mann-Whitney. A investigacdo da correlagdo entre os pardmetros estudados foi realizada pela
correlacdo de Spearman. Os resultados foram considerados significativos quando o valor de

p<0,05.
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6. RESULTADOS

6.1.  Caracterizacdo dos pacientes e grupo controle

O presente estudo avaliou 22 pacientes, sendo 11 do sexo masculino e 11 do sexo
feminino com idades entre 44 e 87 anos. O grupo controle foi constituido de 21 voluntarios
com idades entre 48 e 74 anos, sendo 11 voluntarios do sexo masculino ¢ 10 do sexo
feminino.

Além de sexo e idade, o grupo estudado foi avaliado em relagdo ao Score de Matutes e
a presenca de comorbidades. Dentre as comorbidades, as duas mais frequentemente
encontradas foram hipertensao arterial e dislipidemia.

As tabelas a seguir apresentam os resultados descritivos do estudo.

Tabela 1. Caracterizacio dos pacientes e controles, em relacido ao sexo

Grupos N Homens Mulheres Idade*
(anos)

LLC 22 11 11 69
(44-87)

Controle 21 11 10 63
(53-74)

Total 43 22 21 -

Valor de P - P>0,05 P>0,05 P>0,05

*Mediana e intervalo interquartilico; LLC: leucemia linfocitica cronica; Teste estatistico: Normalidade, Shapiro-
Wilk; Comparagdo de dois grupos, Mann-Whitney.

Tabela 2: Caracterizaciao dos pacientes em relagio ao Score de Matutes e comorbidades

Matutes Matutes Matutes Comorbidade Sem Hipertensio Dislipidemia
3 4 5 Associada comorbidades
Contagem 11 9 2 20 2 17 5
% Total 50% 41% 9% 91% 9% 77% 23%

% Acumulada 50% 91% 100% 91% 100% 77% 23%
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6.2. Hemograma

A caracterizacdo dos pacientes em relagdo aos controles e quanto aos dados do

hemograma, sdo exibidos na tabela 3.

Tabela 3: Caracterizacio do grupo controle e pacientes LLC, em relacio ao hemograma

Grupo controle LLC P
4,79 4,9
Hemacias <0,0001
(3,74 - 5,57) (2,79 - 4,80)
14,6 12,3
Hemoglobina <0,0001
(10,0 - 17,3) (9,10-13,9)
44,6 38,7
Hematocrito <0,0001
(38,9-52,5) (28,3 —42,0)
263 141,5 <0,0001
Plaquetas
(142 —351) (68 —348)
6,900 36,335 <0,0001
Global Leucdcitos
(2,620 —9,320) (6,560 — 277,630)
3,720 3,680 0,7228
Neutrofilos
(0,920 - 6,500) (0,850 — 18,160)
2,150 25,240 <0,0001
Linfocitos
(1,350 — 4,030) (0,0300 — 162,020)
0,450 1,890 0,0016
Monécitos
(0,070 — 0,720) (0,0100 — 18,000)

Teste estatistico: Normalidade, Shapiro-Wilk; Comparagdo de dois grupos, Mann-Whitney.

Comparando-se os dados do hemograma dos pacientes com LLC e grupo controle, ¢
possivel observar uma diferenca significativa em alguns parametros, com destaque para a
global de leucdcitos, que foram maiores no grupo LLC que o observado no grupo controle,

um achado ja esperado para o perfil da doenga.

6.3. Citometria de Fluxo

O imunofenétipo das células B neoplédsicas ¢ caracterizado pela coexpressdo de
CD19, CDS5, CD23, com expressao fraca de CD20 (RAWSTRON et al., 2018). Em nosso
painel conseguimos avaliar a expressao de CD19, CD5 e C20, complementado com os demais

marcadores como o CD23, com base nas informagdes de prontudrio dos pacientes,
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considerando a fenotipagem realizada também no Hospital das Clinicas.

Todos os pacientes apresentam os marcadores CD19+ e CD5+, o que esta de acordo
com a literatura para o diagnoéstico classico da LLC. Os marcadores CD19 e CD20 sao
especificos das células B. O CD19 ¢ fundamental para a ativacdo e diferenciagdo dos
linfécitos B, enquanto o CD20 ¢ uma fosfoproteina ndo glicosilada de 35 a 37 kDa, presente
em linfocitos B maduros. Seu papel no diagnostico diferencial de distirbios de células B ¢
menor do que o FMC7 porque o CD20 ¢ positivo em praticamente todos os casos
(DELGADO et al., 2003). Ja CDS5 ¢ uma molécula normalmente associada ao linfocito T, que
se expressa de forma aberrante na LLC JUNIOR et al, 2001).

Tabela 4: Frequéncia dos marcadores LL.C

N° Positivos % Positivos
CD19 22 100%
CD20 19 86,4%
CD22 17 77,3%
CD23 21 95,5%
IGM 7 31,8%
FMC7 16 72,7%
CDh4 3 13,6%
CD5 22 100,0%
CDS8 8 36,4%
CD38 6 27,3%
CD45 22 100,0%
KAPPA 15 68,2%
LAMBDA 4 18,2%

CD19; CD20; CD22 CD23; IGM; FMC7 sao marcadores tipicos de células B. CD4, CD5, CDS8 s2o marcadores
tipicos de células T, expressos em pacientes com LLC. CD38- marcador de Células linfoides progenitoras e
células Plasmaticas; CD45- pan-hematopoético-marcador de leucocitos maduros; Kappa e Lambda- Marcador de
cadeia leve de imunoglobulina.

6.4. Avaliaciao da Expressao génica de TSC22D3 e BCL2 através de gPCR em tempo

real

A PCR em tempo real foi empregada para quantificagdo relativa da expressdao do

mRNA de GILZ (TSC22D3) e BCL-2, presentes nas amostras dos individuos com LLC e
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grupo controle. A quantificagdo das amostras foi realizada em duplicata e o método utilizado
foi o de comparagao de AACT, considerando a razdo entre o gene 7SC22D3 ¢ BCL2 testado e

o gene endogeno GAPDH, em relacdo a amostra controle.

6.4.1 Curva de eficiéncia da reagcdo de TSC22D3 e BCL2

A eficiéncia e a amplificagdo dos genes 7SC22D3 (GILZ) e BCL2 foram testadas
através de diluigdes seriadas, em duplicata, nas concentragdes 800F/800R, S800F/400R,
800F/200R, 800F/100R, 400F/800R, 400F/400R, 400F/200R, 400F/100R, 200F/200R e
100F/100R. Foi selecionada a concentragdo de 800F/800R dos primers GILZ e de 400F/400R

dos primers BLC2 por apresentar melhor eficiéncia nas amplificagdes.

Amplification Plot
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( j Meit Curve Plot

Figura 9. Padronizac¢io amplificacio TS22D3. A) Curva de eficiéncia 7522D3 com R?= 0,989; EFF% 88,187.
B) Amplificagdo 7SC22D3 com ARN= 0,2841; C) Temperatura Melting 7SC22D3.
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Figura 10. Padronizacao amplificacdo BCL2. A) Curva de eficiéncia BCL2 com R2 = 0,98; EFF% 91,49. B)
Amplificagdo BCL2 com ARN= 0,212; C) Temperatura Melting BCL2.

A andlise estatistica da expressdo de GILZ e BCL-2, por ndo apresentarem

distribuicdo normal, foi realizada pelo teste de Mann-Whitney. Ao comparar as expressdes

desses marcadores em individuos com LLC e seus respectivos controles, foi observado um

valor de p > 0,05 para GILZ e p=0,008 para BCL-2. Apesar da expressao de GILZ atingir

valores maiores no grupo controle, ndo houve diferenga estatisticamente significativa na

expressdao de GILZ entre os dois grupos (p=0,62). Como esperado (GOMES et al., 2017), a

expressao de BCL-2 foi significativamente maior nos individuos com LLC em comparagdo

com os controles, corroborando os dados da literatura.
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Expressdo génica (Fold Change) de 7SC22D3(4) e BCL2(B) em individuos do grupo controle e
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LLC. *Teste t de Student (P= 0.008).

Visando estabelecer uma correlagao entre a expressao de GILZ e BCL-2, foi realizado
o teste de Spearman, e foi observado uma correlagao positiva entre a expressao de GILZ e
BCL-2 (R2 0,3090 e p=0.04). A analise de regressdo linear entre as expressoes de GILZ e

BCL-2 indicou que h4 uma relagao fracamente significativa entre elas.
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Figura 12. Regressao linear da expressao de TSC22D3 e BCL-2. 12 0,310 e p=0,04.

6.5. Correlacdo de dados clinicos/ laboratoriais e GILZ

Sabendo-se que a expressdo de GILZ pode sofrer influéncias de acordo com diversas
situagdes, sejam elas fisiologicas e/ou patoldgicas, foram realizadas analises de correlagao
com os dados clinicos e laboratoriais dos pacientes, a fim de entender se tais resultados
poderiam ser influenciados pela desregulagdo de sua expressao. Foram analisados os dados de
leucdcitos, neutréfilos, monocitos, linfocitos e plaquetas. Dentre as varidveis analisadas

nenhuma demonstrou correlagdo significativas com a expressao de GILZ.

7.  DISCUSSAO

A relacdo entre a clinica do paciente e seus dados laboratoriais ¢ de grande valia na
Leucemia Linfocitica Cronica (LLC), visto que a estratégia terapéutica ¢ baseada
principalmente na sintomatologia. Assim, a decisao de correlacionar os dados encontrados
com os dados dos prontuarios ¢ essencial.

O presente estudo foi composto de 22 voluntarios, sendo 11 do sexo feminino e 11
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do sexo masculino. Com relacdo ao sexo, estudos prévios apontam que homens possuem
probabilidade duas vezes maior de ter LLC (RIBEIRO; ALVES; PETINARI, 2023).

O Score de pontuagdo 3 no sistema matutes foi o mais comumente encontrado,
presente em 50% dos pacientes. Essa frequéncia difere do reportado na literatura, onde Score
4 e 5 sao mais comuns. De acordo com a literatura, casos de LLC atipicos podem pontuar 3, e
a solugdo para melhor reenquadramento desses pacientes e consequente manejo clinico seria a
adicao de mais marcadores, como ROR1, CD81, CD43 e principalmente CD200 (MORA et
al., 2019; TING et al., 2018; JALAL, 2021). Considerando que os pacientes deste estudo sdo
atendidos pelo Sistema Unico de Satde (SUS), onde o diagndstico e progndstico sio
realizados conforme as ferramentas disponiveis, s3o necessarios mais recursos e tecnologias
para o diagnostico e progndstico desses pacientes, assim como o emprego de mais marcadores
em pesquisas clinicas para melhor classificagao ou reenquadramento desses pacientes.

Outro achado comum nos individuos portadores de LLC ¢ alta frequéncia de
hipertensdo arterial. A hipertensdo arterial ¢ a comorbidade mais comumente registrada em
pacientes com cancer, apesar do grupo escolhido ndo estar em tratamento durante os
experimentos, sabe-se que o aumento da incidéncia de hipertensdo arterial aumenta com o
tratamento quimioterapico (DE SOUZA et al., 2015).

Como esperado para o perfil da doenca, os individuos com LLC apresentaram
linfocitose associada a leucocitose. Ainda assim, a linfocitose monoclonal é encontrada em
até 12% da populacao geral acima de 50 anos (NIETO et al., 2009). O grupo controle pareado
em idade com os pacientes de LLC permitiu um perfil mais realista para comparagao.

A desregulacdo imunologica ¢ uma caracteristica da LLC (KATER et al., 2024),
nesse sentido, foram analisados os dados de citometria e a imunofenotipagem dos prontudrios.
Os individuos do presente estudo, em relacdo a fenotipagem, sdo estratificados em seus
registros médicos como positivo, positivo fraco e negativo. Neste estudo, todos os pacientes
positivos para o marcador CD20 foram classificados pelo servico de satide como positivos,
apesar da literatura considerd-lo como positivo fraco na LLC. Além disso, seu papel como
marcador na LLC ¢ inferior ao FMC7, visto que o CD20 ¢ positivo em praticamente todos os
casos, por isso FMC7 foi incluido no sistema Matutes por ser um marcador confidvel para
distinguir a LLC de outros distirbios linfoproliferativos de células B. (DELGADO et al.,
2003), o que evidéncia mais uma vez a necessidade de atualizagdo das ferramentas
diagnosticas hoje utilizadas no servigo de satde onde os dados foram coletados.

Visando analisar a expressdao do mRNA de GILZ em individuos portadores de LLC e
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grupo controle, verificamos que, apesar de ndo apresentar significancia estatistica (P=0,62), os
individuos portadores de LLC seguiram um padrio de menor expressdo em relacdo aos
controles. Esse achado corrobora com nossa hipotese inicial, o qual foi baseado nos estudos
em animais deficientes em GILZ que apresentavam maior nimero de linfocitos em relagao
aos animais controles, sugerindo que GILZ seja importante no controle da sobrevivéncia
dessas células (BRUSCOLI et al., 2015). A falta de significancia estatistica pode ser
explicada pelo baixo nimero de voluntarios, isso se deve, em primeiro lugar, pelo critério de
inclusdo de pacientes sem tratamento por no minimo trés meses, apesar de afetar o nimero de
individuos aptos, tal critério foi crucial para evitar interferéncias dos tratamentos
quimioterapicos e do uso de corticoides nos resultados. Outro fator relevante para o baixo
numero amostral, esta relacionado a interrup¢ao na admissao de novos pacientes por parte do
hospital, o que contribuiu para alguns meses sem novos voluntarios.

A possibilidade de alguma altera¢do laboratorial interferir na expressdo de GILZ
também foi analisada, nesse contexto, os leucécitos totais, linfocitos e as plaquetas foram
testados e ndo apresentaram uma relacdo causal com GILZ ndo podendo afirmar um
envolvimento de GILZ no aumento da sobrevida desses tipos celulares.

Em relagdo aos leucocitos e linfocitos, esperava-se uma correlagdo negativa, visto
que inicialmente ¢ relatado nas referéncias que o aumento dos linfécitos estd associado a
niveis mais baixos de GILZ, raciocinio esse também empregado para os linfocitos
(BRUSCOLI et al., 2015).

J4 a contagem de plaquetas pode representar o grau de comprometimento da medula
ossea por células leucémicas, representando dessa forma um importante dado laboratorial.
Como proposto na estratificacdo de Rai e Binet, pacientes com pior progndstico apresentam
em sua classificagdo estdgio Rai IV e Binet C presenca de trombocitopenia e assim sdo
considerados pacientes de alto risco. Correlacionar esses dados com GILZ poderia nos trazer
novas formas de avaliar o prognostico desses pacientes (AMAYA-CHANAGA; RASSENTI,
2016). Nao encontramos na literatura estudos correlacionando GILZ diretamente com
plaquetas, mas como relatado acima, era esperado que a maior expressio de GILZ,
juntamente com as plaquetas possuisse um valor prognostico.

Outro fator relevante foi a grande variagdo na expressao de GILZ observada nos
pacientes com LLC, algo ndo visto nos pacientes controle, tal variagdo demonstra como GILZ
pode ser alterada em diferentes cendrios. Diversos estudos ja relataram que a expressdo de

GILZ ¢ sensivel e pode variar em diversos contextos, como depressio (RYAN;
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MCLOUGHLIN, 2019), infeccdes como sepse (RUSEV et al., 2024), COVID-19
(ATHANASIOU et al., 2024), malaria (VANDERMOSTEN et al., 2023) e diversas outras
situagdes fisiologicas e patologicas, dificultando o controle de todas as possiveis variaveis.
Além disso, conforme relatado anteriormente, a propria LLC possui uma grande plasticidade
metabolica, englobando as principais vias de biogénese e bioenergética mitocondrial, bem
como a producdo de Espécies Reativas de Oxigénio (EROs) e a adaptacdo ao estresse
oxidativo intrinseco (MAVRIDOU; PSATHA; AIVALIOTIS, 2021), o que pode contribuir
para explicar uma variacdo tdo grande na expressdo de GILZ nos pacientes participantes do
presente estudo.

Apesar dos resultados da regressdo linear (R2 0,310 e p=0,04) ¢ a correlagdo de
Spearman (p=0,0465) entre GILZ e BCL2 terem demonstrado uma relagdo estatisticamente
fraca, nosso trabalho demonstra que enquanto a expressao de GILZ parece estar diminuida em
pacientes com LLC, a expressdo de BCL-2 estd aumentada. Dado o conhecido papel de BCL-
2 no aumento da sobrevida de linfécitos e de GILZ na indugdo da apoptose dessas células,
esses achados nos apontam para uma possivel implicacdo de GILZ na sobrevida de linfocitos

de pacientes com LLC, o que precisa ser melhor explorado utilizando outras coortes.

8.  CONCLUSAO

Considerando os resultados obtidos no presente estudo, observa-se que ¢ de grande
valia a correlacdo dos dados clinicos e laboratoriais no acompanhamento de pacientes com
leucemia linfocitica cronica.

A frequéncia em que comorbidades, em especial, hipertensdo arterial ¢ encontrada
nesses pacientes pode afetar diretamente as decisdes clinicas, uma vez que poderiam
contribuir para o stress fisioldgico, se manifestando em sintomas que consequentemente
poderiam mudar o status de acompanhamento desses pacientes.

Em relagdo a expressdao de GILZ nos individuos LLC, os dados encontrados no
presente estudo seguiram em direcdo ao que foi encontrado em modelos animais, com uma
expressao diminuida em pacientes LLC, demonstrando que o papel de GILZ na LLC pode ser
melhor explorado, principalmente devido a grande variagdo de expressdo encontrada nestes
pacientes.

A associagdo de GILZ e BCL-2 ja foi demonstrado na literatura e apesar de fraca

seguiu a mesma dire¢do no presente estudo.
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9. LIMITACOES DO ESTUDO

Uma limitag¢do do estudo foi o baixo numero de pacientes participantes. Isso se deu
principalmente pelo fato de recrutarmos somente pacientes sem tratamento, além de uma
interrupcao na admissdo de novos pacientes por parte do hospital, o que contribuiu para
alguns meses sem novos voluntarios.

Outro fator importante foi o tempo exiguo para o recrutamento de pacientes e
controles, padronizagdo e realizacdo de experimentos e defesa da dissertagdo, enfim para a

conclusdo do Mestrado.
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Mumero do Parecer: 5.072.805

Apresentagio do Projeto:

Trata-se de uma Emenda ao projeto: "Analise Celular, Molecular & Plasmatica de Biomarcadores de
Diagnastico, Prognéstico e Avaliagdo in vitro de Potencial Terapéutico de Biomoléculas em Amostras de
Pacientes com Meoplasias Mizldides, Linfaides & Miglodisplasia/™M&o Hematologicas” ja aprovado por este
Comité.

Justificativa da Emenda: "Atualmente pelas caracteristicas das andlises em andamento, ndo esta havendo
necessidade de recrutamento de voluntarios, recoleta de materiais bioldgicos & nem intervengio por parte
da pesquisa em quaisquer condutas na intemacio e assisténcia dos pacientes assistidos no HC-UFMG. As
analises |laboratoriais do presente trabalho estdo sendo conduzidas em amosfras sanguineas ja colhidas e
processadas na rotina assistencial dos pacientes do HC-UFMG, cujos resultados ja foram liberados aos
médicos solicitantes. Tais amostras sdo selecionadas pelos pesguisadores no momento do descarte, que
OCOIMe WMa vez por semana no setor de hematologia'bicquimica. As pesgquisas de novos biomarcadores
nessas amostras que seriam descartadas ndo terdo impactos s condutas clinicas dos respectivos
pacientes, pois trata-se de pesquisa basica visando a descoberta de potenciais novos biomarcadores &
alvos terapéuticos nestas amostras descartadas. Os dados serdo avaliados no coletivo, sem qualguer
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ANEXO II- Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)

TERMO DE CONSENTIMENTO UIVRE E ESCLARECIDOD

Projeto de Pesquisa: “analise celular, molecular e plasmatica de biomarcadores de diagndstico, prognastico e
awaliagdo in vitro de potencial terapéutico de biomoléculas sintéticas em amostras de padentes com neoplasias
hematoldgicas”

Subiprojetos:

# avaliacdo do perfil de microRNAs em Leucemia Linfocitica Cronica antes e apds tratamento com venetoclax
# Estudo do papel da proteina GILE (Glucocorticoid-induced leucine ziper) na Leucemia Linfocitica Cronica.

Prezado (a) Senhor (a),

O Laboratdric de Hematologia do Departamento de Andlises Clinicas e Tosicologicas da Faculdade de
Farmada da Universidade Federal de Minas Gerais esta realizando um estudo de interesse para o diagndstico e
controle das Meoplasias Mieloides, Linfoides & Mielodisplasias/tumores sdlidos. S5e wocé quiser participar desse
estudo, solidtamos gue autorize a coleta de apenas 10 mL de seu sangue para realizarmos exames laboratorias que
induirde dosagens de proteinas, exames genéticos e testes com biomoléculas, importantes parametros para o
diagndstico, avaliacdo de progndstico e descoberta de movas drogas para tratamento destas doengas. A coleta da
amostra de sangue venoso pode, & vezes, resultar na formag3o de um pequeno hematoma {roxo) e leve dor
localizada. Entretanto, a coleta sera feita por profissional capacitado e com grande experiéncia. Sera utilizado material
descartavel de boa qualidade (agulhas e tubos a vacuo), visando o éxito da coleta. Teda informac3o obtida nessa
pesquisa é considerada confidencial. Sua participacio & totalmente voluntaria e caso vore n3o queira participar ndo
havera nenhum prejuizo para o seu tratamento. O (a) Sria) ndo tera gualquer tipo de despesa para participar da
pesquisa e ndo recebera remuneragSo por sua participag3o. O participante e o pesquisador assinarao duas vias iguais,
ficando uma via com o participante e 3 outra com o pesquisador.

Qualquer outra informa¢3o que desejar podera ser obtida com o Professor Adriano de Paula Sabino da
Faculdade de Farmacia/UFMG, atraves do telefone 3400-6882. InformacDes sobre os aspectos éticos da pesguisa
poderSo ser obtidas com o Comité de Etica em Pesquisa da UFMG/COEP, pele telefone 3409-4592, localizado & Av.
Antonio Carlos, 6627, Unidade Administrativa I, Campus Pampulha, Belo Horizonte - MG. Desde ja agradeqo sua
colaboragdo.

prof. Adrianc de Paula sabino (Coordenador do projeto, Professor de Hematologia da Faculdade de Farmacia da

UFMEG)
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