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RESUMO

A Leucemia Linfocitica Crénica (LLC), segundo a classificagdo da Organizacao
Mundial de Saude (OMS), é uma neoplasia de linfécito B. A evolucgéo clinica €
extremamente variavel entre os individuos acometidos, com sobrevida que varia
de alguns meses até muitos anos. Avaliar novos biomarcadores de progndstico
na LLC torna-se extremamente importante para a identificagdo precoce de
individuos que apresentaram rapida progressdo da doenca e que podem se
beneficiar de um protocolo de tratamento individualizado. Dentre esses
biomarcadores, a avaliagdo dos microRNAs, Bcl-2, ZAP-70 e Ang-2-poderdo
contribuir para o entedimento do prognéstico dos pacientes com LLC. Neste
estudo foram avaliados 43 pacientes com LLC, provenientes da Unidade de
Hematologia e Oncologia do Hospital das Clinicas da Universidade Federal de
Minas Gerais, e 15 individuos controles. Na avaliacdo da global de leucécitos,
linfécitos, hemoglobina e plaquetas foram encontradas diferencas significativas
quando comparados 0s pacientes e o0 grupo controle. Diferencas significativas
na expressao de miR-15a (p < 0.001) e miR-16-1 (p < 0.001) e na concentracdo
plasmatica de Bcl-2 (p <0.001) foram observadas quando comparados os
pacientes e o grupo controle. Na expressédo de Ang-2, foi observada diferenca
significativa na expressdo de Ang-2 quando comparados 0s pacientes e
controles. Em contraste, na avaliacdo da expressdo de ZAP-70 ndo foi
encontrada diferenca significativa. Os dados analisados em conjunto sugerem
gue os marcadores miR-15a e miR-16-1, além de Bcl-2, estdo associados ao
desequilibrio no processo de apoptose, fato que acarretaria acumulo de linfocitos

e agravamento da doenca.

Palavras chave: Leucemia linfocitica crbnica. Biomarcadores. miR-15a.
miR-16-1.



ABSTRACT

Chronic Lymphocytic Leukemia (CLL), according to the World Health
Organization (WHO) classification, is a B lymphocyte neoplasm. The clinical
evolution is extremely variable among the individuals affected, with survival
ranging from a few months to many years. Evaluating new prognostic biomarkers
in CLL becomes extremely important for the early identification of individuals who
have experienced rapid disease progression and who may benefit from an
individualized treatment protocol. Among these biomarkers, evaluation of
microRNAs, Bcl-2, ZAP-70 and Ang-2 may contribute to the prognosis of patients
with CLL. In this study, 43 patients with CLL, from the Hematology and Oncology
Unit of the Hospital das Clinicas of the Federal University of Minas Gerais, and
15 control subjects were evaluated. In the overall evaluation of leukocytes,
lymphocytes, hemoglobin and platelets, significant differences were found when
comparing the patients and the control group. Significant differences in the
expression of miR-15a (p <0.001) and miR-16-1 (p <0.001) and in plasma
concentration of Bcl-2 (p <0.001) were observed when comparing the patients
and the control group. In Ang-2 expression, a significant difference in Ang-2
expression was observed when compared to patients and controls. In contrast,
in the evaluation of ZAP-70 expression no significant difference was found. The
data analyzed together suggest that the markers miR-15a and miR-16-1, in
addition to Bcl-2, are associated with imbalance in the apoptosis process, which

would lead to accumulation of lymphocytes and worsening of the disease.

Key Words: Chronic lymphocytic leukemia. Biomarkers. miR-15a. miR-16-1.
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A Leucemia Linfocitica Crbnica (LLC) é uma neoplasia que tem como
caracteristica o acumulo de linfécitos B no sangue, medula éssea e 6rgaos
linfoides sdlidos, acometendo principalmente homens com idade superior a 60
anos. Clinicamente os pacientes podem apresentar quadros indolentes, onde a
doenca permanece assintomatica por anos ou quadros agressivos, com rapida
evolucdo ao Obito. No momento do diagndéstico realiza-se a classificagéo pelos
estadiamentos de Binet e Rai, que sdo faceis de aplicar na prética clinica, mas
nao conseguem prever a evolucao do paciente para a doenca agressiva.

Para auxiliar na terapéutica dos pacientes com LLC, o uso de
biomarcadores para a identificagdo precoce de individuos cuja doenga pode
evoluir rapidamente € de grande importancia. Estes pacientes uma vez
identificados, poderiam receber protocolos de tratamento mais agressivos e
individualizados. Biomarcadores como miRNAs, Bcl-2, ZAP-70 e Ang-2 tem sido
estudados e tem-se mostrado potenciais biomarcadores que poderao contribuir
para a avaliagdo do prognéstico da doenca.

A delecdo 13qgl4, a mais frequente nos pacientes com LLC, esta
relacionada a reducéo dos miRNAs miR-15a e miR-16-1. Este quadro de menor
expressdo de miR-15a e miR-16-1 leva a maior expressdo de Bcl-2 e
consequentemente reducdo no processo de apoptose gerando acumulo de
linfocitos B, que é caracteristica central da doenca. Na patogénese da LLC, as
células que se acumulam perdem sua funcionalidade, e isso pode ser
evidenciado pela presenc¢a de ZAP-70 nos linfécitos B, sendo esta molécula uma
proteina sinalizadora de linfocitos T. Na LLC a proteina Ang-2 é secretada pelas
células leucémicas e concentracfes elevadas desta tém sido associadas com
estagio avancado da doenca e menor sobrevida dos pacientes.

A avaliacéo do papel dos miRNAs, Bcl-2, ZAP-70, e Ang-2 na patogénese
de LLC podera evidenciar a importancia destes como marcadores de
prognoéstico. Alteracdes nestes parametros podem contribuir para a
sobrevivéncia celular, proliferacdo e desenvolvimento da doenca. Desta forma,
foi conduzida uma analise de expressao génica e niveis plasmaticos de fatores
ligados a patogénese da LLC, em um grupo significativo de pacientes que foram
encaminhados ao Servico de Hematologia do Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG), com

diagndstico confirmado de Leucemia Linfocitica Crbnica, na tentativa de se obter
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novos conhecimentos e bases cientificas que possam contribuir para um maior
entendimento da associacdo dos fatores progndésticos na LLC em nosso meio.
Nosso estudo foi o comecgo para identificacdo de novos biomarcadores de
progndéstico na LLC em nivel local, valendo ressaltar que se um parametro for
configurado como um biomarcador prognostico outros fatores devem ser
analisados como sensibilidade, especificidade, viabilidade e capacidade
econdmica. Apds a identificacdo da ligacdo de um parametro com a gravidade
da doenca os estudos irdo avancar no intuito da utilizacdo clinica deste marcador
buscando alcancar melhores resultados no tratamento do paciente.

Diante do exposto acima, a pergunta principal do presente estudo a ser
respondida consiste na duvida se os biomarcadores acima, particularmente os
mMiRNAs, estdo associados a reducdo do processo de apoptose, fato que

acarretaria acumulo de linfécitos e agravamento da doenca.
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2.REVISAO DA LITERATURA
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2.1Leucemia Linfocitica Crbénica

A leucemia € uma doenca resultante da mutacdo em uma célula
progenitora, cuja prole forma um clone de células leucémicas. A célula na qual
ocorre a transformacéo leucémica pode ser uma precursora de células linfoides,
uma precursora de células mieldides ou ainda uma célula-tronco pluripotente,
com capacidade para diferenciar-se tanto em células mieldides quanto em
células linfoides (SWERDLOW et al., 2015; CHEN et al., 2017).

De acordo com a classificacdo da OMS, a Leucemia Linfocitica Cronica
(LLC) € uma neoplasia de linhagem B caracterizada pelo acumulo de linfécitos
B no sangue, medula éssea e oOrgdos linfoides sélidos. Esses linfécitos
apresentam grande longevidade e geralmente se desenvolvem devido a inibicéo
do processo de apoptose (DIGHIERO, 2005; LORAND-METZE, 2005;
SWERDLOW et al., 2015; CHEN et al., 2017).

A patogénese da LLC, caracterizada pela replicacao clonal de uma célula
B, estd associada a defeitos intrinsecos e extrinsecos de seu mecanismo
apoptético que influenciam a atividade das células B no microambiente do tecido
(GHOSH et al.,, 2010). As caracteristicas multipotente e auto-renovavel das
células-tronco hematolégicas sdo provavelmente o principal evento no
desenvolvimento de LLC, levando a geracédo de clones de células B (KIKUSHIGE
et al., 2011). A transformacdo maligna de células B também esta relacionada a
delecbes cromossOmicas que levam a uma menor expressdao de miRNAs
associados ao processo de controle da apoptose. Os miRNAs (micro-RNAs) 15a
e 16-1 estdo correlacionados com a leucemogénese, ao promoverem uma
expressdo aumentada de proteinas antiapoptéticas (KLEIN et al., 2010).

A etiologia da LLC é desconhecida, embora uma maior prevaléncia seja
encontrada nos idosos, com idade média de 64-70 anos, com incidéncia anual
de 5.1 caso0s/100.000 pessoas, sendo mais frequente em paises ocidentais do
gue em paises orientais. ApOs o diagnostico, mais de 70% dos pacientes tém 65
anos de idade ou mais. Esta leucemia € mais prevalente nos homens e esta
relacionada a fatores ambientais, como exposicdo a agentes quimicos e
derivados do petréleo. A apresentacao clinica no diagnostico é extremamente

variavel sendo aproximadamente 60% dos pacientes assintomaticos
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(GONCALVES et al.,, 2009; CHEN et al.,, 2017; FURTADO et al.,, 2017,
ROWSWELL-TURNER et al., 2017).

O diagndstico é realizado através da combinacao de informagdes sobre a
condicdo clinica e os dados das células sanguineas. Dados importantes no
hemograma sédo linfocitose persistente, 70 a 90% de pequenos linfocitos,
presenca de manchas de Gumprecht (restos celulares), também sendo
observado linfocitose >30% no mielograma, independente da presenca ou n&o
de linfonodomegalia, hepato e/ou esplenomegalia, anemia e/ou plaquetopenia.
A imunofenotipagem €& essencial na avaliacdo diagnéstica e permite o
diagnostico diferencial de LLC e outras sindromes linfoproliferativas. Na analise
da expressao dos marcadores de superficie celular utilizando o score de
Matutes, através de um sistema de pontuacdes € possivel realizar o diagnostico
de LLC. Um escore = 4 ¢ indicativo de LLC e uma pontuacéo de < 3 deve levar
em consideracao outras sindromes linfoproliferativas. Neste sistema soma-se 1
ponto para CD5 positivo, CD23 positivo, CD 22 negativo/positivo, FMC7 negativo
ou slg fraco e equivale a 0 pontos CD5 negativo, CD23 negativo, CD22
moderado ou forte e FMC7 negativo (MOREAU et al., 1997; KOHNKE et al.,
2017).

Cerca de 80% dos casos de LLC mostram alterac6es gendmicas, sendo
mais comuns a trissomia do 12 (16%), a delecdo do 17p (7%), 11qg (18%) e a
delecdo na regido 14.3 do cromossomo 13 (supresséo 13g14, 55%). Em resumo
(Tabela 1), para realizacdo do diagnostico sdo avaliadas caracteristicas
morfolégicas das células em sangue periférico e medula éssea, podendo ser
necessarios exames de imunofenotipagem e biologia molecular (GARICOCHEA,
2005; LORAND-METZE, 2005; GONCALVES et al., 2009; KLEIN et al., 2010;
SAGATYS; ZHANG, 2012; ZHANG et al., 2012; KAZANDJIAN; LANDGREN,
2016; SCARFO; FERRERI; GHIA, 2016).
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Tabela 1 - Critérios para diagnéstico de LLC.

Sangue periférico Linfocitose (> 5000/pL linfécitos por
mais de trés meses)

Linfocitos pequenos

Medula 6ssea >30% de linfécitos maduros

Caracteristicas imunofenotipicas CD5 positivo, CD23 positivo, CD 22

negativo/positivo, FMC7 negativo

Alteracbes gendmicas delecdo 13q14 (55% dos casos)
trissomia do 12 (16% dos casos)
delecdo do 17p (7% dos casos)
delecdo do 11q (18% dos casos)

FONTE: SAGATYS; ZHANG, 2012; SCARFO; FERRERI; GHIA, 2016.

A evolucgdo clinica é extremamente variavel entre os individuos afetados,
com sobrevivéncia variando de alguns meses em casos agressivos, até muitos
anos em casos de LLC indolente. A deciséo de tratar o paciente € orientada pelo
estadiamento clinico, pela presenca de sintomas e pelos sinais de atividade da
doenca. Os sistemas classicos de estadiamento, Binet e Rai, sdo baseados em
caracteristicas clinicas e hematoldgicas (Tabela 2). Estes sistemas definem
estagios baixo risco, (Binet A, Rai 0), risco intermediéario (Binet B, Rai I/ll) e alto
risco (Binet C, Rai lll/IV), com sobrevida, respectivamente: > 10 anos, 5-7 anos
e 1-3 anos (GONCALVES et al., 2009).
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Tabela 2 - Estadiamento de Binet e Rai.

Sobrevivéncia

Estadios de Binet Estadios de Rai o
média
A 0
Hb = 10 g/dL Linfocitose no sangue
o Plaquetas = e medula 6ssea
Baixo risco > 10 anos
100x103%/uL
<2 areas
envolvidas?
I
B L
Linfocitose +
Hb = 10 g/dL _ ,
. linfadenopatia
Risco Plaquetas =
_ o Il 5a7 anos
intermediario 100x10%/uL o
] Linfocitose +
2 3 areas )
_ esplenomegalia e/ou
envolvidas '
hepatomegalia
11l
Linfocitose +
C Hb<11 g/dL
Hb< 10 g/dL A\
Alto risco Plaquetas < Linfocitose + 1 a 3 anos
100x103%/uL Plaquetas <

100x103/uL

aAreas envolvidas séo figado, baco e ganglios linfaticos (unilateral ou bilateral) nas regides
inguinal, axilar e cervical. Fonte: GONCALVES et al., 2009.

Os estadiamentos de Binet e Rai séo faceis de aplicar na pratica clinica,
mas ndo conseguem prever a evolugdo do paciente para a doenga agressiva.
Dos casos que inicialmente apresentam um estagio indolente, 50% evoluirdo de
forma agressiva com progressao rapida e morte prematura. Assim, a
investigacdo e o estabelecimento de pardmetros prognosticos no momento do

diagnéstico LLC identificariam os pacientes com alto risco de progressao rapida

18



da doenca, apesar de apresentarem um estagio clinico indolente. Entre esses
fatores de risco estdo as alteragBes citogenéticas, o estado mutacional da
imunoglobulina (IgVH) e a expresséo do ZAP-70 (FALCAO, 2005; GONCALVES
et al., 2009; RODRIGUES et al., 2016).

Parte dos pacientes diagnosticados com LLC n&o necessitam de
tratamento, pois sdo diagnosticados precocemente, em uma fase assintoméatica
e com poucas modificagdes celulares. Quando o caso € grave e 0 paciente
necessita de tratamento, varias sao as terapias medicamentosas indicadas:
quimioterapia (Fludarabina®, Ciclofosfamida®); imunoterapia (Rituximab® e
Alentuzumab®); radioterapia e “terapia alvo” (Ibrutinib®). Apesar da eficicia
sinalizada por cada um desses medicamentos, eles geram efeitos colaterais que
alteram o bem-estar do paciente (SCARFO; FERRERI; GHIA, 2016).

A identificacdo de novos fatores progndsticos, além do estadiamento
clinico, representa um dos avangos mais importantes na compreenséo da LLC.
Entre estes fatores de progndéstico pode-se citar o subgrupo de alteracdes
cromossOmicas, como 11g-, 13g-, 17p- e +12, alteracbes genéticas (NOTCH1,
BIRC3, SF3B1, TP53), expressdo de miRNA, estado mutacional de
imunoglobulina (IgVH), expressdo da proteina ZAP-70, expressdo CD38,
mecanismos apoptéticos e sinalizacdo celular. Além disso, o tempo de
duplicacdo de linfocitos (LDT) tem sido considerado um fator prognostico
importante, porque os pacientes com o valor de duplicacdo de linfécitos em um
periodo menor que seis meses tém uma sobrevivéncia mediana abaixo daqueles
com linfocitose estavel. Esses novos fatores contribuiriam para a identificacéo
de pacientes em estagio clinico ndo avancado com risco aumentado de
progressdo rapida da doenca (VYAS; HASSAN, 2012; SHAHJAHANI et al.,
2015; YU et al., 2016).

A avaliacdo de biomarcadores prognosticos na LLC é extremamente
importante para a identificacado precoce de individuos cuja doenca pode evoluir
rapidamente e quem se beneficiaria com protocolos de tratamento mais
adequados e individualizados. Neste contexto, € de grande importancia o estudo
da contribuicdo prognéstica de fatores como a expressdo de miRNAs para prever
a evolucdo da doenca. Além dos miRNAs, a investigacdo de outros fatores
prognoésticos como ZAP-70, Ang-2 e os niveis plasmaticos de Bcl-2 poderdo

contribuir para o entendimento da patogénese e evolucao da doenca.
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2.2Biogénese dos miRNAs

Os miRNAs sdo pequenas moléculas de RNA de cadeia simples com 19
a 25 nucleotideos nado codificadoras de proteinas. Eles atuam como potentes
reguladores poés-transcricionais da expressao génica em plantas e animais e
exercem seus efeitos reguladores ao se ligar a regido 3' ndo traduzida do alvo
de mRNA. Este mecanismo de acdo leva a uma reducdo na traducdo de
proteinas, enquanto raramente afeta o nivel de expressdo transcricional
(DOENCH; SHARP, 2004; RICARTE FILHO; KIMURA, 2006).

O primeiro miRNA identificado foi miR lin-4, associado a regulacdo do
desenvolvimento de Caenorhabditis elegans, um nematdide da familia
Rhabditidae que vive em ambientes de clima temperado. A interacédo entre miR
lin-4 e lin-4 mRNA resulta em regulacdo negativa da tradu¢cdo do mRNA (LEE;
FEINBAUM; AMBROS, 1993; SRIVASTAVA; TSONGALIS; KAUR, 2013).

A génese do miRNA ocorre em trés estagios: transcricdo do miRNA
primario (pri-miRNA), transformacdo do precursor de miRNA no nucleo e
geracdo do miRNA maduro no citoplasma. O processo comega com a transcrigéo
genética pela RNA polimerase Il, gerando um longo transcrito de pri-miRNA. O
pri-miRNA tem uma estrutura de alca na sua estrutura que € clivada no nucleo
pela RNase Il (Drosha) e seu co-fator DGCR8 (gene da regido critica da
sindrome de Di George 8), gerando pré-RNAmM, uma molécula precursora de
miRNA maduro, com aproximadamente 70 nucleotideos. O pré-RNAm é entéo
rapidamente transportado para o citoplasma pela exportin-5 (Exp5), uma
proteina de exportacéo nuclear que usa GTP como cofator. No citoplasma, o pré-
RNAmM é processado pela RNase Ill (Dicer), gerando um miRNA de cadeia dupla
de aproximadamente 22 nucleotideos. Este produto de miRNA € incorporado em
um complexo multimérico denominado RISC (complexo de silenciamento
induzido por RNA), que inclui as proteinas Argonautas como componentes
principais. Apenas uma das duas cadeias de miRNA permanece no complexo
RISC para controlar a expressao pos-transcricional dos genes-alvo (Figura 1). A
expressao alterada dos componentes da biogénese de miRNA, como Drosha,

Dicer e Argonautas, tem sido associada a diferentes tumores humanos,
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destacando a importancia desta via no correto funcionamento celular (RICARTE
FILHO; KIMURA, 2006; AGUIAR et al., 2010; CORTEZ et al., 2012).

Citoplasma

AGCI <

END

RMA |:»i:|\in1era.5reE

Regulagao
- pos-transcricional
pri=miRNA

Ribassomo

e
/ mRNA
o

DROSHA/DGCRE

|IIIIImiRNA

Figura 1 - Esquema da biogénese de miRNA.

Os miRNAs exercem uma regulacdo pos-transcricional de acordo com o
grau de complementaridade com o mRNA alvo, tanto por inibicdo de traducéo
quanto por degradagcéo de mRNA. O emparelhamento perfeito com o mRNA leva
a degradacédo da molécula. No entanto, o grau de complementaridade imperfeita
com o mRNA gera inibicdo da traducéo alvo, sendo este o principal mecanismo
de acdo em mamiferos (RICARTE FILHO; KIMURA, 2006).

Estima-se que existem cerca de mil miRNAs no genoma humano. Eles
sdo expressos especificamente em diferentes tecidos e as mudancas nessa
expressdo estdo associadas a diferentes patologias. Muitas funcdes
reguladoras, incluindo a modulacdo da hematopoiese e a diferenciacdo celular
em mamiferos, sdo coordenadas pela presenca de miRNAs. A expressao
alterada do miRNA est& relacionada a ocorréncia de varios tipos de tumores.
Nos seres humanos, cerca de 50% dos genes de miRNA estéo localizados em

locais gendmicos associados ao cancer e podem ser bons alvos terapéuticos no
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desenvolvimento de novos medicamentos (MICHAEL et al., 2003; CHEN et al.,
2004; BARTELS; TSONGALIS, 2009; BALATTI; PEKARKY; CROCE, 2015).

2.3miRNAs na Leucemia Linfocitica Crbénica

Estudos demonstraram que as alteracdes nos perfis de expressédo de
mMiRNA contribuem para a sobrevivéncia, proliferacédo e desenvolvimento celular
na LLC. Véarios miRNAs, associados a diferentes caminhos, foram
correlacionados a patogénese de LLC e foram propostos como novos
biomarcadores da doenca, desempenhando um papel crucial na fisiopatologia e
prognoéstico (STAMATOPOULOS; VAN DAMME, 2015). Os perfis de miRNA
também foram utilizados para avaliar o melhor protocolo de tratamento, uma vez
que as alteracbes em alguns miRNAs estdo relacionadas a resisténcia a
farmacos (BALATTI; PEKARKY; CROCE, 2015). MiRNAs circulantes
extracelulares foram detectados em fluidos corporais, como soro, plasma, saliva
e urina, e podem ser usados para avaliar e monitorar a evolucao dos pacientes.
Vérios miRNAs estao envolvidos na LLC, como o0 miR-15a/16-1, o miR-148a, o
miR-222, o miR-21, o miR-34, o miR-155, o miR-181b, o miR-29, o miR-29c, o
miR-181, o miR-29 -150, miR-223, miR-708 e miR-3676 (STAMATOPOULOS;
VAN DAMME, 2015).

As alteracfes de miRNAs 15a e 16-1 estdo ligadas ao inicio da LLC e
também podem indiretamente alterar a expressdo de outros miRNAs, como o
miR-34, que leva a modulac&o da expressao da proteina p53. Além disso, eles
regulam negativamente miR-181b e miR-29, ambos associados ao
desenvolvimento de LLC agressivo (PEKARSKY; CROCE, 2010; BALATTI;
PEKARKY; CROCE, 2015).

O estudo dos perfis de miRNAs tem um grande potencial de aplicacédo na
avaliacdo do prognostico LLC. O miR-150 foi empregado em previsdo de
sobrevivéncia global sem tratamento, sendo a expressao reduzida de miR-150
associada a prognésticos desfavoraveis em pacientes com LLC
(STAMATOPOULOS; VAN DAMME, 2015).
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A desregulamentacdo de mIiRNAs pode ter varias causas, como
alteracdes genéticas (por exemplo, alteracdes cromossémicas ou epigenéticas
e interacdo de genes) e a influéncia de interleucinas, imunoglobulinas, entre
outras causas ainda ndo esclarecidas. Esta desregulacdo tem um grande
impacto no desenvolvimento e no progresso da LLC (BALATTI; PEKARKY;
CROCE, 2015).

Um padrao distinto de expressao de miRNAs composto por cinco genes
(miR-186, miR-132, miR-16-1, miR-102 e miR- 29c) distinguiu amostras de LLC
gque expressavam o gene mutado de IgVH daqueles que expressavam genes de
IgVH ndo mutados, sugerindo que os perfis de expressdo de miRNA tém
significado no prognostico da LLC. A confirmagdo destes resultados € a
constatacdo de que o elemento comum entre a delecdo 13g14.3 e o gene de
IgVH é o0 miR-16-1. Este gene esta localizado na regido suprimida (13g14.3) e a
presenca deste esta associada ao bom prognostico. Estes dados de expressao
de miRNA sugerem que os padrdes de expressao tém relevancia biolégica para
o comportamento clinico de LLC (CALIN et al., 2004).

Zanett e colaboradores (2007) avaliaram a expressao de miRNAs em
individuos com LLC. Os cinco miRNAs mais altamente expressos foram miR-
331, miR -29a, miR -195, miR -34a e miR -29c nos portadores de LLC. Este foi
o primeiro estudo que demonstrou a associa¢ao dos miR-128B, miR-204 e miR-

331 para neoplasias hematoldgicas.

2.4miR-15a, miR-16-1 e Bcl-2 na Leucemia Linfociti ca Croénica

A associacao de miRNA com a LLC foi descrita pela primeira vez em 2002
por Calin et al., onde foi relatado o envolvimento do miR-15a e do miR-16-1 na
patogénese da doenca. A delecdo 13q14, que é a alteragdo mais prevalente nos
pacientes com LLC, leva a delecdo dos genes miR-15a e miR-16-1, além da
delecdo do gene DLEU2. A funcdo DLEUZ2 ainda € desconhecida e a sequéncia
de genes ndo mostra nenhuma homologia com qualquer outro RNA né&o

codificante. Tanto o miR-15a como o0 miR-16-1 s&o transcritos supressores de
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tumores que atuam sobre os processos de proliferacdo celular e apoptose
(CALIN et al., 2002; CIMMINO et al., 2005; KLEIN et al., 2010).

Na proliferacao celular, o miR-15a e miR-16-1 regulam negativamente a
expressdo de varias proteinas que desempenham papéis importantes na
transicéo de fase GO/G1-S. A auséncia de miR-15a e miR-16-1 resulta em uma
ativacdo mais rapida das proteinas CCND2 e CCND3, pontos criticos de controle
do ciclo celular o que, por sua vez, leva a rapida fosforilagdo do retinoblastoma.
Consequentemente, ocorre a entrada acelerada no ciclo celular pela ativagao do
E2F, indicando um fendtipo pro-proliferativo nas células deficientes no miR-15a
e miR-16-1 (KLEIN et al., 2010). Aléem disso, nos linfécitos de pacientes com
LLC, a baixa expressao de miR-15a e miR-16-1 pode estar correlacionada com
altos niveis de expressdo da proteina Bcl-2 (Figura 2). MiR-15a e miR-16-1
inibem a expresséo de Bcl-2, que é uma proteina anti-apoptotica. Em pacientes
com LLC, a reducdo desses miRNAs leva a um aumento na expresséo de Bcl-2
e, consequentemente, a uma reducéo no processo de apoptose. O aumento da
sobrevivéncia dos linfécitos B na LLC in vivo foi atribuido a expresséo
apoptose, resultando no acumulo de linfécitos clonais que caracterizam a doenca
(DIGHIERO, 2005; AGUIAR et al., 2010; HUMPLIKOVA et al., 2013; BALATTI;
PEKARKY; CROCE, 2015; KAZANDJIAN; LANDGREN, 2016; ROBERTS et al.,
2016). A apoptose ou morte celular programada € uma via genética bem
conservada. Esta forma de morte celular é essencial para a homeostase dos
tecidos e para o desenvolvimento normal de organismos multicelulares. Defeitos
no controle desta via estdo implicados em varios disturbios, como cancer,
doencas auto-imunes e sindromes degenerativas. Os defeitos especificos na
capacidade da célula de iniciar a apoptose, ou as vias de sinalizacdo que
regulam as vias apoptoticas, ndo sé proporcionam as células cancerosas
vantagens intrinsecas para a sobrevivéncia, como também podem conferir
resisténcia inerente a drogas quimioterapéuticas (CORY; ADAMS, 2002;
DANIAL; KORSMEYER, 2004). A Figura 2 representa um esquema da
modulacdo de miR-15a e miR-16-1 na expressao de Bcl-2.
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Celulas B normais

Processode apop{ose
mlR 15a
mIR 161 —_— .
Celulas B na LLC
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miR-15a
miR-16-1 _— .

Figura 2 - Esquema da modulacdo de miR-15a e miR-16 -1 na expresséao de
Bcl-2.

O processo de apoptose depende da ativacdo da via mitocondrial da
familia Bcl-2. Esta familia de proteinas citoplasmaticas € caracterizada pela
presenca de membros que suprimem a apoptose, como Mcl-1, Bcl-2, Bcl-xL, ou
promovem apoptose como Bax, Bak Bad, Bid, Bim e Puma (CORY; ADAMS,
2002; GOMES et al., 2017). O aumento da sobrevivéncia de linfocitos B em LLC
€ considerado principalmente uma consequéncia da expressao inadequada de
proteinas da familia Bcl-2. Essencialmente, as células B de LLC expressam
niveis elevados de Bcl-2 e niveis variaveis de Mcl-1 Bcl-xL, Bax e Bim. Niveis
elevados de Mcl-1 e uma propor¢cdo aumentada de Bcl-2/Bax foram associados
a uma resposta fraca ao tratamento (LONGO et al., 2008). O desequilibrio entre
moléculas anti-apoptoticas e pro-apoptoticas parece ser um dos mecanismos de
resisténcia a apoptose em LLC e, como tal, € um fator chave que define a
longevidade dos linfocitos B (PACKHAM; STEVENSON, 2005; DANILOV et al.,
2006).

A observagéo das interagdes entre miR-15a e miR-16-1, sugerem que
esses MiRNAs interferem na expressédo de p53. Portanto, em pacientes com
delecdo de 13qg, a reducédo de miR-15a e miR-16-1 desloca o equilibrio para
niveis mais altos de Bcl-2, molécula anti-apoptotica, e também niveis mais altos
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de p53 que tem caracteristica pro-apoptoticas. Consequentemente, o nimero de
células apoptoticas diminui devido a um alto nivel de Bcl-2, mas a via intacta p53
mantém o crescimento tumoral relativamente baixo. Por outras palavras, a
reducdo do miR-15a e do miR-16-1, se, por um lado, reduz a apoptose através
do Bcl-2, por outro lado, reduz o crescimento do tumor através da p53. I1sso pode
explicar como a delecdo 13q esta associada a LLC indolente. Além disso, 0
aumento nos niveis de p53 em pacientes com delecdo de 13q leva a niveis
reduzidos de ZAP-70, correlacionando-se positivamente com a sobrevida dos
pacientes. A inativacdo de p53 ja € observada em aproximadamente 15% dos
pacientes e esta associada a progressao da doenca agressiva (KLEIN et al.,
2010; GONZALEZ et al., 2011; BALATTI; PEKARKY; CROCE, 2015).

Os niveis de expressdo dos miRNAs podem refletir diferencas entre
células B normais e malignas, uma vez que as alteracfes na sua expressao
podem desempenhar um papel importante na génese e evolugéo das neoplasias
malignas linféides (ZANETTE et al., 2007). A variacdo nos perfis de expressao
de miRNAs tem sido associada a presenca de mutacfes nos genes IgVH,
presentes em 50% a 70% dos pacientes com LLC, delecdes em 13914 que €
encontrado em 50% dos casos de LLC e expressdo de ZAP-70 (CALIN et al.,
2004; DEL PRINCIPE et al., 2006; CALCAGNO et al, 2016). Assim, a
caracterizacdo de miRNAs e outros biomarcadores ampliaria 0 espectro de
marcadores prognésticos ligados a progressdo da doenca e a resisténcia aos
medicamentos na LLC.

Em suma, o papel e as fun¢des do miRNAs durante a patogénese da LLC
ainda nao foram completamente elucidados. No entanto, nas formas indolentes
de LLC, a delecdo 13g14, que é a delecdo mais frequente nesta doenca, resulta
em expressao reduzida de miR-15-a e miR-16-1 favorecendo o aumento de Bcl2
e p53. Também foi relatada uma correlagéo entre a redugdo de miR-15-a e miR-
16-1 e a presenca de mutacdes em genes de IgVH, uma caracteristica de

pacientes com manifestacdes clinicas menos agressivas da doenca.
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2.5Angiogénese e Zap-70

A angiogénese é o0 processo fisiolégico que envolve o crescimento
de novos vasos sanguineos a partir de vasos pré-existentes. Em individuos
normais a angiogénese participa no crescimento e desenvolvimento do
organismo, especialmente na cicatrizacao de feridas e gravidez. A angiogénese
nos processos patolégicos é essencial para a expansdo de tumores solidos
superiores a 2,0mm? de tamanho. Evidéncias também indicam a existéncia de
alteracdes na angiogénese em doencas malignas hematoldgicas, incluindo a
LLC (XIA et al., 2012).

A familia de fatores de crescimento angiopoietina (Ang) inclui quatro
membros, Ang-1, Ang-2, Ang-3 e Ang-4, 0s quais se ligam ao
receptor endotelial da tirosina-quinase Tie2. A angiopoietina-2 € uma glicoprotina
de 75 kDa, sendo que sua expressao € induzida por fatores tais como fator de
crescimeto endotelial (VEGF) e a hipdxia. O principal papel da Ang-2 na
angiogénese é a sua acao sinérgica com VEGF. A Ang-2 ativa as células
endoteliais e desestabiliza a estrutura do vaso, em seguida, o VEGF promove a
proliferacéo das células endoteliais e migracédo, permitindo a formag&o de novos
vasos. Na auséncia de VEGF, a Ang-2 promove a regressao vascular (MAFFEI
et al., 2010; XIA et al., 2012).

A hipoxia é um estimulo angiogénico fundamental em situagbes
fisiologicas e patolégicas associadas com a neovascularizagdo. Foi
demonstrado, in vitro, que células de LLC sdo capazes de aumentar a secre¢ao
de VEGF e Ang-2 quando submetidas a condicdo de hipoxia. A reducéo
prolongada da tensdo de oxigénio no tecido normal desencadeia uma cascata
de respostas compensatérias que resultam na formacdo de novos vasos
melhorando a oxigenacdo tecidual (MAFFEI et al., 2010; XIA et al.,, 2012;
FLEITAS et al., 2013)

Fatores angiogénicos, como o VEGF, fator de crescimento de fibroblastos
basico (bFGF), fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF),
angiopoietina-2 (Ang-2), proteinases extracelulares trombospondina-1 (TSP-1) e
metaloproteinase-9 (MMP-9), participam da neovascularizacdo modular e da

regulacéo dos efeitos pro-sobrevivéncia das células LLC (XIA et al., 2012).
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Na LLC a proteina Ang-2 é secretada pelas células leucémicas e induz o
aumento da angiogénese. Concentragdes elevadas de Ang-2 foram associadas
com estagio avancado da doenca e menor sobrevida dos pacientes. Nos
pacientes classificados nos estagios B e C de Binet foram encontrados niveis
mais elevados de Ang-2 quando comparados aos pacientes do estagio A
(HUTTMANN et al., 2006; MAFFEI et al., 2010; SAGATYS; ZHANG, 2012)

Também relacionada a estdgios mais graves da doenca pode-se citar a
expressdo aumentada de ZAP-70. O gene localizado no bragco curto do
cromossomo 2 codifica uma proteina tirosino kinase de 70 kDa (ZAP-70),
essencial na transducdo da sinalizacdo dos linfécitos T. Essa proteina
intracelular encontra-se associada a cadeia zeta do complexo do receptor de
células T (TCR), do qual deriva seu nome ZAP (zeta associated protein). A célula
de origem da LLC é um progenitor linfoide, comprometida com a linhagem B,
porém com algumas caracteristicas de linfocitos T, expressas de forma anormal
(MACHADO, 2009).

Pacientes com LLC apresentam supressdo da funcdo de célula T a
medida que ocorre a progressao da doenca. No processo de supressao de célula
T é observado disturbios no timo e expressdo anormal de receptor de célula T
(TCR). Alteracdes na expressdo do gene CD3 ocasionam traducao erronéa do
TCR. No processo de sinalizacdo de resposta do TCR estdo envolvidas as 4
familias de tirosinas quinase, Csk quinases, Src quinases, Tec quinases e ZAP-
70. ApGs estimulo do TCR, a proteina citosélica ZAP-70 é enviada para a
membrana de células T, onde sdo normalmente encontradas. Nos pacientes com
LLC, os linfocitos B também expressam o gene da proteina ZAP-70 (MACHADO,
2009; HUANG et al., 2012).

Apesar de ndo ser encontrada em linfécitos B normais, a ZAP-70 é
expressa em células de LLC em que o gene IgVH nao esta mutado. Linfocitos
de LLC com mutacéo no IgVH raramente mantém a expresséo desta proteina.
Na avaliacao prognéstica, a ZAP-70 tem sido avaliada como substituta do estado
de ndo mutacéo do gene IgVH, correlacionando-se com doenca mais agressiva
(GARICOCHEA, 2005; YAMAMOTO, 2005; MACHADO, 2009). O estado
mutacional do gene que codifica a expressdo da regido variavel da cadeia
pesada de imunoglobulina (IgVH) € um importante marcador de progndstico.

Pacientes com mutacdo no gene IgVH apresentam progndostico favoravel, ja
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pacientes sem mutacdo possuem evolucdo desfavoravel (MACHADO, 2009;
WILLIAM et al., 2002).
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3. JUSTIFICATIVA
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A mediana de sobrevida dos pacientes com LLC € de 10 anos, no entanto,
0 progndstico é bastante variavel, e alguns evoluem com curta sobrevida (DE
FARIA et al., 2000; HALLEK, 2008; ROWSWELL-TURNER et al., 2017). Os
sistemas de estadiamento, Rai e Binet, ndo permitem predizer a taxa de
progressao da doenca em pacientes em estagios iniciais nem a probabilidade de
resposta ao tratamento naqueles de estagio mais avancado (VASCONCELOS,
2005; GONCALVES et al., 2009). Tal fato tem estimulado a investigacdo de
biomarcadores que auxiliem no diagndstico, progndéstico e conduta terapéutica
nestes pacientes.

A aplicagdo dos dois sistemas de estadiamento na pratica clinica é facil,
pois ambos dependem apenas de exame fisico e hemograma, mas as variacdes
evolutivas individuais ndo podem ser previstas. Dessa forma, avaliar marcadores
bioldgicos de diagndstico e progndstico na LLC torna-se de extrema importancia
para identificacdo precoce dos individuos que apresentardo doencga de rapida
evolucdo e que podem se beneficiar de protocolos de tratamento mais
agressivos.

Os niveis de expressao dos miRNAs podem apontar diferencas entre
células normais e células B malignas, uma vez que alteragdes ha sua expressao
podem desempenhar um papel importante na génese e evolucdo das doencas
malignas linféides (ZANETTE et al., 2007). Variagdo no perfil de expressao dos
mMiRNAs tem sido associado com a presenca de mutacdes nos genes IgVH,
com delecdes em 13914 e com a expressao da ZAP-70 (CALIN et al., 2004).
Portanto, a avaliacdo dos miRNAs podera ampliar o espectro de marcadores
prognoésticos em LLC.

E importante avaliar a participacdo de proteinas apoptoticas na sobrevida
de linfécitos B e na evolugcdo da patologia, e também correlacionar a
imunodeficiéncia encontrada nos pacientes com o processo de angiogénese e a
expressdo de Zap-70. Acredita-se que os resultados de tais pesquisas ajudaréo
a esclarecer a relacdo dos eventos regulatérios e o desenvolvimento e evolugéo
das alteracdes neoplasicas hematologicas, bem como poderdo contribuir
futuramente desenvolvimento de uma alternativa que leve a melhor compreensao

do prognostico e escolha de terapéutica eficaz para os pacientes com LLC.
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Diante do exposto acima, uma melhor caracterizacdo dos pacientes com
LLC em nosso meio, permitira tracar um perfil dos mesmos em relagéo aos fatores

prognosticos citados, em fungéo do estadiamento da doenca.
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4. OBJETIVOS
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4.1 Objetivo geral

Avaliar fatores prognosticos da LLC e sua relacdo com o estadiamento e

processo evolutivo da doenca.

4.2 Objetivos especificos

421

4.2.2

4.2.3

4.2.4

4.2.5

4.2.6

4.2.7

Avaliar a expressdo de miR-15a e miR-16-1 em pacientes

com LLC comparado a um grupo controle.

Avaliar os niveis plasmaticos de Bcl-2 em pacientes com
LLC comparado a um grupo controle.

Avaliar a expressao de ZAP-70 em pacientes com LLC

comparado a um grupo controle.

Avaliar a expressao de Ang-2 em pacientes com LLC

comparado a um grupo controle.

Determinar o tempo de duplicacéo de linfocitos em pacientes
com LLC.

Relacionar os dados obtidos pelas analises moleculares

com os parametros clinicos e laboratoriais dos pacientes.

Realizar estudos de comparacéao e correlagao entre todos os

parametros avaliados.
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4.2.8 Avaliar a interferéncia do tratamento com fludarabina na
expressdo de miR-15a e miR-16-1, em células in vitro de

pacientes com LLC.
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5.MATERIAL E METODOS
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5.1 Delineamento experimental

Para um melhor entendimento do delineamento experimental, encontra-

se abaixo um fluxograma com todas as etapas do presente estudo.

Comité de Etica em

Pesquisa da UFMG

(COEP), conforme
parecer 34778

l

Sele¢Ho dos controles:

Critérios de Inclus&o: individuos higidos,
sem diagndstico e histdria de neoplasias
hematolégicas.

Critérios de exclusdo: histérico familiar de
doengas neopldsicas hematoldgicas ou
alterag8es no hemograma.

Selegdo dos pacientes:
Critérios de Inclusdo: diagndstico de LLC
(critérios OMS)

Critérios de exclusdo: pacientes com
diagndstico de outras doengas
linfoproliferativas

43 Pacientes

(27 BinetAe 16
Binet B+C) R Consulta aos

15 Individuos prontudrio
(controles)

[ Amostras biolégicas ] [W

i

[ 5,0 mLem EDTA ]

Extracdo de RNA l 3 pacientes Binet A
PCR Real Time e 1 controle:

Expressdo de miR-
15a e miR-16-1

Expressdo de:

Separacdo do
miR-15a e miR- plasma
16-1
ZAP-70
Ang 2

Concentracdo
plasmatica de Bel-2

apos tratamento

com fludarabina
em células

cultivadas in vitro

Andlises estatisticas:

Software Sigma Stat versdo 2.03

Andlise de varidncia (ANOVA), seguida pelos testes de comparagdo
multipla

Teste de Spearman - correlagdo entre as variavels estudadas.
Qui-quadrado - niveis de significdncia

Software GraphPad Prism versdo 3.0 - plotar grafico.

Diferencas foram consideradas significativas quando p <0,05.
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O presente estudo e o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(TCLE) (Anexo 1) foram aprovados sob o ponto de vista ético e formal pelo
Comité de Etica em Pesquisa da UFMG (COEP), conforme parecer 34778
(Anexo 2). Este estudo foi realizado de acordo com a Declaracdo de Helsinki
(“World Medical Association Declaration of Helsinki”, 2013). O esclarecimento
dos objetivos da pesquisa, utilizando-se linguagem clara e destacando-se a
participacdo voluntaria foi realizado com os pacientes e seus familiares
envolvidos no estudo, durante o periodo de coleta das amostras. A assinatura
do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido foi obtida no momento da coleta
de sangue.

Os dados clinicos e laboratoriais dos pacientes foram obtidos a partir das
anotacdes nas fichas clinicas, além de informacdes contidas no sistema

computadorizado e prontuarios arquivados no hospital.

5.2 Casuistica

Os pacientes participantes do estudo foram selecionados pelos médicos
hematologistas do Setor de Hematologia e Oncologia do Hospital das Clinicas
da Universidade Federal de Minas Gerais, Ambulatério Borges da Costa, para a
coleta de amostra biolégica que ocorreram entre agosto de 2014 e fevereiro de
2016. Foram incluidos todos os pacientes com diagnoéstico de LLC, atendidos no
periodo descrito acima e que aceitaram participar do estudo. A realizacdo desta
pesquisa nao interferiu em nenhuma conduta clinica ou terapéutica.

A populacdo de estudo compreendeu 43 pacientes com leucemia
linfocitica cronica (LLC) com idade média de 68,1 anos (faixa etaria 29 — 88
anos); 28 do sexo masculino e 15 do sexo feminino. O diagnéstico foi realizado
através de avaliagdo clinica, hemograma e imunofenotipagem. Os pacientes
foram divididos em dois grupos de acordo com a classificacdo de Binet:

v' Binet A: 27 pacientes
v/ Binet B+C: 16 pacientes
O grupo controle foi composto por 15 individuos saudaveis, moradores da

comunidade em geral e nivel sdcio-econémico similar aos pacientes, doadores
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voluntarios de sangue periférico, com idade média de 67,7 anos (faixa etaria 32-

91 anos); 9 do sexo masculino e 6 do sexo feminino.

5.2.1 Ciitérios de inclusao

Foram incluidos pacientes com diagnostico confirmado de LLC
selecionados por médicos hematologistas do Servico de Hematologia do
Hospital das Clinicas da UFMG, de acordo com critérios estabelecidos pela
Organizacdo Mundial de Saude (OMS), estadiamento da LLC pela Classifica¢éo
do Grupo de Trabalho Internacional (Binet) (SWERDLOW et al., 2015). Para o
grupo controle foram incluidos individuos aparentemente higidos, sem
diagnostico e histéria de neoplasias hematolégicas. Para maior confiabilidade
foram feitos hemogramas desses individuos, cujos resultados se mostraram

dentro dos valores de referéncia.

5.2.2 Ciitérios de exclusdo

Foram excluidos do estudo pacientes com diagnostico de outras doencas
linfoproliferativas como Leucemia prolinfocitica, Leucemia de células pilosas,
Linfoma esplénico com linfécitos pilosos e Leucemia plasmocitica, além dos
Linfomas Hodgkin e ndo-Hodgkin. Para o grupo controle, foram excluidos os
individuos com historico familiar de doencas neoplasicas hematologicas e com

alteracdes significativas no hemograma.

5.3 Amostra biologica

Foi coletada, de cada paciente amostra de sangue periférico em tubo do

sistema Vacutainer (BD Vacutainer®), sendo 5,0 mL em EDTA K2. O mesmo
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procedimento realizado no grupo de pacientes foi realizado no grupo controle.
As amostras foram transportadas em maleta apropriada para transporte de
material biolégico, tendo sido as amostras processadas o mais rapido possivel
no Laboratério de Hematologia da Faculdade de Farmacia da UFMG. Os
hemogramas foram realizados pelo sistema automatizado (T890 Coulter). Antes
desse exame ser processado, uma parte dessa amostra de sangue total foi
separada para extracdo de RNA e, posteriormente, foi realizada a separacéo de
plasma, em centrifuga a 2500 rpm durante 10 minutos. O plasma foi dividido em
aliquotas de 300uL e armazenado em freezer a -80° C, até o momento do uso.
Todos os testes foram realizados com amostras descongeladas uma Unica vez.
Para a avaliacdo da expressao de miR-15a e miR-16-1 apds tratamento com
fludarabina em células cultivadas in vitro, foi coletado, em trés pacientes Binet A
e em um individuo controle, mais um tubo de sangue periférico em EDTA e
posteriormente realizada a técnica de separacdo de células mononucleares do

sangue periférico (PBMC).

5.4Preparo do banco de dados

As fichas clinicas dos pacientes foram parcialmente preenchidas no ato
da coleta de sangue, com os dados pessoais dos pacientes por auto-relato e,
posteriormente, os prontuarios foram consultados para a obtencéo de dados da
evolugdo clinica, desde a data do diagndstico até o momento da coleta de
sangue. Os parametros coletados foram utilizados para elaboracdo de um banco
de dados, com informacdes relativas a idade, sexo, data do diagndstico,
classificacdo de Binet, hemograma realizado 12 meses antes da coleta (para
calculo do tempo de duplicacdo de linfécitos) e informacdes sobre realiza¢do de
tratamento quimioterapico antes da coleta.
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5.5 Métodos

5.5.1 Extracdo de RNA

A etapa de extracdo de RNA foi padronizada utilizando o reagente fenol e
isotiocianato de guanidina (Trizol LS Reagent, Invitrogen®, Life Technologies®,
Carlsbad, Califérnia, EUA). ApoOs centrifugacédo vigorosa, os leucdcitos foram
lisados e 0 RNA mensageiro purificado conforme protocolo do fabricante. O RNA
foi recuperado da fase aquosa pela adicdo de cloroférmio e centrifugacao,
seguida de precipitacdo com isopropanol e nova centrifugacéo. O precipitado foi

lavado com etanol 70% e ressuspenso com agua livre de RNAase e DNAase.

5.5.2 Quantificacdo de RNA

Uma aliquota de 1,0 uL de cada amostra de RNA total foi quantificada
atraves de leitura em espectrofotometro (Nanovue) usando-se comprimento de
onda de 260 nm e 280nm.

A pureza das amostras foi verificada a partir da relagdo 260/280 nm,
considerando a relacao (260/280) das densidades Opticas (OD) igual ou maior
que 1,8, como referéncia de boa qualidade para uso.

A quantificacdo de RNA ¢é recomendavel para avaliar a qualidade do RNA

extraido e verificar se este estd adequado para as analises.

5.5.3 Sintese do DNA complementar

Para a avaliacdo da expressao do miRNA, o cDNA foi obtido a partir da
utilizacao do kit TagMan® MIRNA Reverse Transcription (Applied Biosystems -
Thermo Fisher Scientific). Foram usados 5,0 pL de RNA (10 ng/uL) e o ciclo: 16
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°C por 30 min; 42 °C por 30 min; 85 °C por 5 min; finalizando a 4 °C, no
Termociclador (Amplitherm TX25).

O cDNA foi obtido utilizando o High-Capacity cDNA Reverse Transcription
kit (Applied Biosystems). Foi adicionada uma aliquota de 2 pyL de cada iniciador
10 X RT (Random Primers) em cada tubo e, em seguida, adicionado 0,8 ul do
mix RNA RT (Tabela 1). Em cada tubo de RT foram adicionados 30 ng da
amostra de RNA. O volume final de reacéo foi de 20 puL por tubo. Os tubos foram
devidamente fechados e centrifugados. Para a sintese do cDNA a reacao foi
incubada a 25°C por 10 min; 37°C por 120 min; seguido de aquecimento a 85°C
por 5 min para desnaturacdo da enzima empregada e os tubos foram
armazenados a - 80 ° C até o momento de uso.

O cDNA sintetizado foi avaliado através do gel de agarose a 2% (Figura
3).

Figura 3 - Gel de agarose para avaliacdo do cDNA.

5.5.4 Avaliacao da expressédo de miRNA

A PCR em tempo real foi empregada para quantificacéo relativa dos genes
miR-15a e miR-16-1, utilizando-se o kit TagMan® miRNA assays Human
(Applied Biosystems) e o programa utilizado no processo de amplificagdo das
amostras foi padronizado. Na mistura de reacédo utilizou-se 5,0 pL de reagente
TagMan® (10X), 0,5 pL de sonda (20X) (especifica para miR-15a, miR-16-1 e
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gene endoégeno RNU-48), 2,5 uL de agua livre de nuclease e 2,0 uL de cDNA
obtido anteriormente. A reacdao foi realizada utilizando o aparelho StepOne Real-
Time PCR System (Applied Biosystems). A quantificacdo de cada amostra foi
realizada em duplicata e o método utilizado foi 0 de comparacdo de AACT,
considerando a razao entre o gene do miRNA testado e o gene enddgeno de
miRNA, RNU-48, em relacdo a amostra controle. Para testar a eficiéncia e
amplificagdo do gene endbégeno RNU-48, diluicbes seriadas de cDNA foram
testadas, e os resultados da reacao, expressos em CT e plotados em gréafico da

curva padrao (Figura 4).

Amplification Plot
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Figura 4 - Quantificacdo da expresséo do endogeno RNU48 pelaP CR em
tempo real. (A) Gréafico da amplificagdo de miR-15a. (B) Gréafico da amplificagdo de miR-16-
1. (C) Grafico da curva padrao (coeficiente de correlagao de 0,992; inclinacédo de reta -4,06; Ef

104,62%).
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5.5.5 Avaliacdo da concentracao plasmatica de Bcl-2

Os niveis plasmaticos de Bcl-2 foram determinados por um kit ELISA
comercial (Human Bcl-2 Platinum ELISA - eBioscience © 2017 Thermo Fisher
Scientific Inc.). O ensaio foi realizado de acordo com as instrugdes do fabricante.
O principio do teste se baseia na ligacdo de antigenos Bcl-2 em anticorpos
monoclonais anti-Bcl-2 humano adsorvidos na superficie de micro pocos de uma
placa de ELISA. Produto colorido foi formado em proporcéao a quantidade de Bcl-
2 humano presente na amostra ou padréo. A reacgdao foi finalizada pela adicao de
acido e a absorvancia foi medida a 450 nm utilizando-se o leitor de microplacas
VersaMax Microplate Reader - MOLECULAR DEVICES (USA). Uma curva
padrao (Figura 5) foi preparada a partir de 7 diluicées (32,0 ng/mL até 0,5 ng/mL)
do padrdo de Bcl-2 humanas (y=0,0652x-0,0125; R2 = 0,9953) e determinou-se
a concentragédo de amostra de Bcl-2 humana.

Amostras de pacientes e grupos de controle, em diluicdo 1:5, foram
realizadas simultaneamente e o0s ensaios foram cegos. Os valores sao

representados como Bcl-2 ng/mL no plasma.

Curva Padrao Bcl-2

2,5
2
1,5
1%}
o)
<
1
y =0,0652x - 0,0125
0,5 R?=0,9953

0 5 10 15 20 25 30 35

Concentragdo Bcl-2

Figura 5 - Grafico da curva padrdo da dosagem plasm  atica de Bcl-2.
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5.5.6 Avaliacdo da expresséo de ZAP-70

A avaliacdo da expresséo de ZAP-70 foi realizada a PCR em tempo real
utilizandose o fluoroforo SYBR® Green. Para alcancar alta eficiéncia, o
procedimento foi padronizado, através da identificacdo da temperatura ideal de
anelamento para cada sequéncia de oligonucleotideos (Tabela 3) analisados.
Essa padronizacdo foi realizada através de PCR convencional, no qual as
reacoes foram processadas em um termociclador (Applied Biosystems, Foster,
CA, USA), no qual as reacdes de amplificagdo compreendem uma desnaturacéo
inicial a 94°C por 3 minutos, seguida de 35 ciclos de desnaturacao a 94°C por
0,5 minutos, anelamento no qual a temperatura vai ser determinada por 1 minuto
e extensdo a 72°C por 2 minutos, com extensao final a 72 °C por 10 minutos. A
segunda padronizacgdo foi a titulacdo dos oligonucleotideos iniciadores, ou seja,
realizou-se uma série de reacbes em que se varia a concentracdo dos
iniciadores, o que possibilita a escolha da concentracdo mais adequada. Para
isso, foram feitas diluicdes dos iniciadores, que variaram entre as concentracdes
de 100 a 600 nanomolar (nM). Todas as reac¢des foram feitas em triplicatas, com
controles negativos para cada combinacdo de iniciadores. As condicdes
encontradas foram posteriormente testadas na constru¢cdo de uma curva melt

utilizando o gene endégeno GAPDH (Figura 6).

Tabela 3 - Sequéncia dos oligonucleotideos iniciado  res diretos (F) e

reversos (R) utilizados na PCR em tempo real.

Primer Sequéncias
ZAP-70-f 5-CGCTGCACAAGTTCCTGGT-3'
ZAP-70-r 5-GACACCTGGTGCAGCAGCT-3
GAPDH-f 5-GGTCGGAGTCAACGGATTTG-3'
GAPDH-r 5-ATGAGCCCCAGCCTTCTCCAT-3
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Figura 6 - Quantificacdo da expressdo do endogeno G = APDH pela PCR em

tempo real. (A) Grafico da amplificagdo de GAPDH. (B) Curva melt.

ApoOs o término da padronizacdo foram realizadas reacdes de PCR em
tempo real para o calculo da expresséo génica relativa, utilizando-se o método
do AACT comparativo. Todas as reacoes de PCR em tempo real foram
realizadas em equipamento StepOne Real-Time PCR (Applied Biosystems,
Foster, CA, USA), utilizando kit SYBR Green Master Mix (Applied Biosystems,
Foster, CA, USA). Este kit contém todos 0s componentes (exceto
oligonucleotideos iniciadores, amostras e agua), necessarios para as reacoes de
PCR: tampéao 2X, dNTPs, MgCI2, SYBR Green | Dye, AmpliTag Gold® DNA
polimerase e ROX como referéncia passiva. Os passos do ciclo de amplificacédo

foram: 50 °C por 2 minutos, 95 °C por 10 minutos, 60 °C por 1 minuto, em um
total de 40 ciclos.
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5.5.7 Avaliacdo da expresséo de Ang-2

A obtencéo do cDNA foi realizada utilizando-se o kit High-Capacity cDNA
Reverse Transcription (Applied Biosystems), aproveitando 10 pL de RNA (100
ng/uL) e o seguinte ciclo: 25 °C por 10 min; 37 °C por 120 min; 85 °C por 5 min;
sendo finalizado a 4 °C, no Termociclador sem Gradiente (Amplitherm TX25).

Os cDNAs dos pacientes e controles foram utilizados no ensaio de PCR
em tempo real usando o oligonucleotideo (primer) do gene angiopoetina-2 (Ang-
2, Tagman, Applied Biosystems®). O programa utilizado no processo de
amplificacdo das amostras foi padronizado. Foi empregado como controle de
qualidade da amplificacdo e da sintese de cDNA o gene enddgeno GAPDH. Os
cDNAs foram amplificados e sua quantificacédo relativa foi feita por reacdo em
cadeia da polimerase em tempo real (QPCR), utilizando-se o kit Tagman (Applied
Biosystems®), conforme protocolo, e o aparelho StepOne Real-Time PCR
System (Applied Biosystems). A quantificacdo de cada amostra foi realizada em
duplicata e o método utilizado foi o de comparacédo de AACT, considerando a
razdo entre o gene do miRNA testado e o gene enddégeno (GAPDH) em relacéo
a amostra controle.

Para validar a quantificacdo da expressao € importante que todas as
reacoes de PCR ocorram em condi¢cdes oOtimas e similares. Para testar a
eficiéncia e amplificacdo do gene endégeno GAPDH, dilui¢des seriadas de cDNA
foram testadas, e os resultados da reacao, expressos em CT e plotados em

grafico da curva padréo (Figura 7).
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Figura 7 - Quantificacdo da expressao do endogeno G APDH pela PCR em

tempo real. (A) Grafico da amplificagdo, contendo diferentes quantidades iniciais de cDNA

variando de 100 a 0,01 ng/uL. (B) Gréfico da curva padrao (coeficiente de correlagéo de 0,991;

inclinacdo de reta -3,45; Ef 94,901%).
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5.5.8 Avaliacdo da expressdo de miR-15a e miR-16-1 in vitro

apos tratamento com fludarabina

5.5.8.1 Cultura de células mononucleares do sangue  periférico (PBMC)

ApOs a coleta do sangue periférico, foi realizado hemograma e
posteriormente as células mononucleares do sangue periférico (PBMC) foram
isolados por centrifugacdo em gradiente de densidade usando Ficoll (Sigma
Diagnostics, Inc., Missouri, EUA), que é um polissacarideo ramificado que
promove a agregacao de hemacias e granuldcitos, gerando uma separacao por
gradiente de concentracao.

Em uma capela de fluxo laminar, a amostra e os materiais (devidamente
esterilizados) foram acondicionados. O sangue foi transferido do tubo de coleta
para um tubo Falcon e uma quantidade idéntica de meio de cultura celular RPMI-
1640 acrescido de 10% de soro fetal bovino foi utilizada para dilui-lo. Cerca de
10mL de Ficoll® foram adicionados em um tubo Falcon de 50mL e sobre este
foi vertida a amostra de sangue diluida em meio RPMI. Em seguida, a mistura
foi centrifugada a 20°C por 40 minutos (1200 rpm ). Apés a centrifugacédo, com
cuidado, foi coletado o anel de PBMC e, em seguida, transferido para um novo
tubo Falcon de 50mL. Neste foi adicionado meio de cultura celular RPMI para
lavar as células. Em seguida, a mistura foi centrifugada por 10 minutos a 4°C
(1500 rpm). O sobrenadante foi descartado e o pellet de células foi
ressuspendido em meio de cultura RPMI a 10% de soro fetal bovino,
homogeneizado e, em seguida, transferido para as garrafas de cultura celular.
As células foram cultivadas a 37 °C e 5 % de CO2.

5.5.8.2 Avaliacéo da IC50 da fludarabina

Para avaliar a atividade citotdxica da fludarabina (Fosfato de Fludarabina,
Sigma Aldrich) foi utilizado o método de citotoxicidade, no qual, consiste em
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medir indiretamente a viabilidade celular pela atividade enzimatica mitocondrial
das células vivas. Quando as células permanecem vivas, as desidrogenases
mitocondriais sdo capazes de agir sobre substratos como o 3-(4,5-
Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) levando a reducédo
desta molécula para originar o azul de formazam. A leitura da quantidade de azul
de formazam formado foi medida por espectrofotometria em 550 nm
(Espectrofotometro SpectraMax Plus — Molecular Devices, EUA). As PBMCs
foram cultivadas em placas de 96 pocgos contendo 5x10° células por poco,
tratadas com concentracdes crescentes de fludarabina diluida (100; 10; 1; 0,1
1M) no mesmo meio de cultura por um periodo de 48h. Em seguida, 20 uL do
reagente MTT na concentracdo de 5 mg/mL foram adicionados a cada poco e
apos trés horas a 37 °C, DMSO foi adicionado para dissolver os cristais de
formazam. As absorbancias foram lidas em 550 nm e a concentracao que inibe
50% o crescimento das células (IC50) na presenca de fludarabina foi
determinada em comparagdo com células cultivadas sem o farmaco

(consideradas 100% de crescimento).

5.5.8.3 Avaliacéo da expressdo de miR-15a e miR-16 -1

A fludarabina foi incubada juntamente com 1 x 107 células/po¢o na
concentracéo de IC50 (23,25 pM) por 48 horas. Posteriormente, o RNA total das
células foram extraidos usando-se Trizol LS (Introgen, EUA), confeccionou-se os
cDNAs e realizou-se as reacfes de PCR em tempo real para a analise da

expressao génica dos miR-15a e miR-16-1, conforme ja descrito anteriormente.

5.6 Analise dos dados

A andlise estatistica foi realizada utilizando a Analise de Variancia (ANOVA),
seguida pelos testes de comparagdo multipla utilizando o software SigmaPlot

(Systat Software, San Jose, CA). O teste de Spearman foi utilizado para
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investigar a possivel correlacdo entre as variaveis estudadas. Os niveis de
significancia foram estimados pela aplicacdo do teste do qui-quadrado. O
software GraphPad Software, La Jolla California USA foi usado para célculo de
outlier (site: http://www.graphpad.com/quickcalcs/Grubbsl.cfm). As diferencas

foram consideradas significativas quando p <0,05.
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6. RESULTADOS
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O presente estudo avaliou 43 pacientes com Leucemia Linfocitica Crénica
(LLC) com idade média de 68,1 anos (faixa etaria 29 — 88 anos); 28 do sexo
masculino e 15 do sexo feminino. Os pacientes possuiam de 1 a 129 meses de
diagnéstico com valor médio de 49 meses. Os dados clinicos e laboratoriais dos
integrantes do estudo estdo apresentados na Tabela 4. Os pacientes foram
separados em dois grupos de acordo com o estadiamento de Binet, sendo assim
apresentando caracteristicas clinicas e evolugdo da doenga semelhantes.

Foram observadas diferencas significativas na analise do hemograma
quando comparado os grupos de pacientes e Controle. Diferencas significativas
foram encontradas na contagem eritrécitos (Binet A versus Binet B+C e Binet
B+C versus Controle, p <0,05), na concentracao de hemoglobina (Binet A versus
Binet B+C e Binet B+C versus Controle, p <0,05), na contagem de plaquetas
(Binet A versus Binet B+C; Binet A versus Controle e Binet B+C versus Controle,
p <0,05), na contagem de leucdcitos (Binet A versus Binet B+C e Binet B+C
versus Controle, p <0,05) e na contagem de linfocitos (Binet A versus Controle e

Binet B+C versus Controle, p <0,05).

Tabela 4 - Dados clinicos e laboratoriais de pacien tes com LLC e controle.

Binet A Binet B+C Controle P
Idade (anos)* 67,95 + 13,28 68,49 £ 13,29 67,71 £15,75 0,987
Masc/Fem 16/11 13/3 9/6 0,913
Eritrocitos**(108/mms3) 4,47 3,63 4,70 < 0,050 a¢
(3,99 — 4,99) (3,21 - 4,21) (4,50 — 5,13)
Hemoglobina*(g/dL) 13,43 £2,08 10,94 £ 2,14 13,43+ 1,57 < 0,050 ac
Plaquetas** 157,00 106,00 230,00 < 0,050 a.bc
(103/mm3) (132,00 — 197,00) (72,50 — 139,25) (185,00 — 251,00)
Leucdcitos**(103/mm3) 20,65 17,90 5,8 < 0,050 a¢
(8,55 — 41,92) (6,97 - 48,52) (0,3-6,6)
Linfécitos** 16,19 16,63 2,51 < 0,050 be
(103%/mm3) (4,76 —35,67) (4,87 — 39,76) (2,17 — 2,65)
TDL 2 (7,41%) 3 (18,75%) NA 0,600

a A x B+C; b A x Controle; ¢ B+C x Controle; Masc: masculino; Fem: feminino; *: média + SD; **:
Mediana e intervalo interquartilico ; TDL: tempo de duplicacdo de linfécitos; NA: ndo se aplica.

No momento da coleta, 18,5% dos pacientes Binet A e 25% dos pacientes

Binet B + C estavam em tratamento com clorambucil ou fludarabina. Na analise
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dos dados de leucogramas, 7,41% dos pacientes de Binet A e 18,75% de
pacientes Binet B + C apresentaram duplicacdo de linfocitos no periodo de 12
meses.

Em relacéo a analise da expressao dos miRNAs, a média da expressao
de miR-15a foi 0,0610 para grupo Binet A, 0,113 para o grupo Binet B+C e 3,320
para o grupo controle. Diferengas significativas foram observadas (p <0,001) na
comparacgao entre os grupos Binet A e o grupo controle e entre o grupo Binet

B+C e o grupo controle (Figura 8).
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Figura 8 - Expressao de miR-15a no grupo Controle,  Binet A (A) e Binet

B+C (B+C). Barras horizontais representam a média da expressdo de miR-15a. *P<0.001:
expressdo de miR-15a foi maior no grupo Controle quando comparado ao grupo Binet A.
**P<0.001: expressdo miR-15a foi maior no grupo controle quando comparado ao grupo Binet
B+C. N&o foi encontrado diferenca significativa quando comparado o grupo Binet A e o grupo
Binet B+C.

A média da expressao de miR-16-1 foi 0,0700 para grupo Binet A, 0,0740
para o grupo Binet B+C e 0,955 para o grupo controle. Diferencas significativas
foram observadas (p <0,001) na comparacgao entre os grupos Binet A e 0 grupo

controle e entre o grupo Binet B+C e o grupo controle (Figura 9).
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Figura 9 - Expressao de miR-16-1 no grupo Controle, Binet A (A) e Binet

B+C (B+C). Barras horizontais representam a média da expressdo de miR-16-1. *P<0.001:
expressdo de miR-16-1 foi maior no grupo Controle quando comparado ao grupo Binet A.
**P<0.001: expressado de miR-16-1 foi maior no grupo Controle quando comparado ao grupo
Binet B+C. N&o foi encontrado diferenca significativa quando comparado o grupo Binet A e o
grupo Binet B+C.

A mediana dos niveis plasmaticos de Bcl-2 na analise dos grupos foram
70,90 ng/mL para grupo Binet A, 72,51 ng/mL para grupo Binet B+C e 49,44
ng/mL para grupo Controle. Diferencas significativas foram observadas ao
comparar o grupo Binet A e o grupo Controle e o grupo Binet B+C e o grupo
Controle (p <0,001) (Figura 10).
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Figura 10 - Concentracdo de Bcl-2 nos grupos Contro  le, Binet A e Binet

B+C. — Padréo de disperséao

Na analise da expressao da ZAP-70 o valor da mediana foi 0,544 para
grupo Binet A, 0,540 para o grupo Binet B+C e 0,310 para o grupo Controle.
Corroborando dados prévios do nosso grupo de pesquisa, nao foram
encontradas diferencas significativas entre os grupos avaliados na comparagéo
entre 0s grupos Binet A e o grupo Binet B+C e entre o grupo Binet B+C e o grupo
Controle (Figura 11).
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Figura 11 - Expressao de ZAP-70 no grupo Controle,  Binet A (A) e Binet
B+C (B+C). Barras horizontais representam valores de mediana de ZAP-70.

Na analise da expresséo da Ang-2 o valor da mediana foi 0,503 para grupo
Binet A, 0,030 para o grupo Binet B+C e 0,290 para o grupo Controle. Diferengas
significativas foram observadas (p <0,001) na comparacgao entre 0s grupos Binet

A e o grupo Binet B+C e entre o grupo Binet B+C e o grupo Controle (Figura 12).
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Figura 12 - Expressao de Ang-2 no grupo Controle, B inet A (A) e Binet

B+C (B+C). Barras horizontais representam valores de mediana de Angiopoetina-2.
*P=0.002 Expressao de angiopoetina-2 foi maior em Binet A do que em Binet B+C. **P=0.002
Expressédo de angiopoetina-2 foi maior no grupo Controle do que no Binet B+C. N&o ocorreu
diferenca significativa na comparacéo entre o grupo Controle e Binet A.

Na investigacdo de possivel correlagdo entre as variaveis estudadas foi
utilizado o teste de correlacdo de Spearman. Foi observado uma correlacéo
positiva entre os resultados do miR-15a e as plaquetas (R? = 0,340; p = 0,009)
(Figura 13).
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Figura 13 - Correlagédo entre miR-15a e Plaquetas. (R2 =0.340; p=0.009). Teste
de Spearman.

Foi observado correlacdo negativa entre miR-15a e contagem de linfécitos
(R? = 0,376; p = 0,004), e também uma correlacdo negativa entre miR-16-1 e
contagem de linfécitos (R? = 0,515; p = 0,00004) (Figura 14 e 15).
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Figura 14 - Correlacdo entre miR-15a e Linfécitos.  (R2=0.376; p=0.004). Teste
de Spearman.
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Figura 15 - Correlacdo entre miR-16-1 e Linfocitos.  (R2 = 0.515; p=0.00004).
Teste de Spearman.

Foi observado também uma correlagdo positiva entre 0s niveis
plasmaticos de Bcl-2 e leucécitos e (R? = 0,310, p = 0,019) (Figura 16).
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Figura 16 - Correlacéo entre Bcl-2 e Leucdécitos.  (R2=0.310, p = 0.019). Teste de
Spearman.

Por outro lado, houve uma correlacdo negativa entre os resultados de
ZAP-70 e contagem de plaquetas (R? = 0,334; p = 0,011) (Figura 17).
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Figura 17 - Correlagéao entre ZAP-70 e Plaquetas. (R?=0.334; p=0.011). Teste de
Spearman.

Na avaliacdo da expressdo de miR-15a e miR-16-1 in vitro apods
tratamento com fludarabina, foi investigado se haveria interferéncia do
medicamento na expressdo destes miRNAs. O valor médio da expressédo de
miR-15a nas células sem tratamento foi 0,592 e nas células apés o tratamento
com fludarabina foi 0,570 (Figura 18). Ndo foram encontradas diferencas

significativas entre os grupos avaliados (P = 0,937).
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Figura 18 - Avaliagéo da expressdo de miR-15a em cu ltura de células de

pacientes com LLC.

O valor médio da expresséo de miR-16-1 nas células sem tratamento foi
0,392 e nas células apds o tratamento com fludarabina foi 0,405 (Figura 19). Nao

foram encontradas diferencas significativas entre os grupos avaliados (P =
1,000).
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Figura 19 - Avaliagdo da expresséo de miR-16- em cu
pacientes com LLC.
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7.DISCUSSAO
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A ocorréncia de casos de LLC antes dos 30 anos é muito rara, embora
muito comum apos a idade de 60 anos, como observado neste estudo, onde
apenas 1 paciente tinha menos de 30 anos, 10 pacientes tinham idade entre 50
e 60 anos e os outros 32 pacientes tinham idade superior a 60 anos. Pacientes
idosos tendem a desenvolver doenca mais agressiva, principalmente devido a
co-morbidades ja existentes antes do diagnostico. Quando a evolugdo dos
pacientes € avaliada de acordo com o sexo, além da maior incidéncia em
homens, esses pacientes geralmente apresentam prognostico menos favoravel
quando comparados com pacientes do sexo feminino (VASCONCELOS, 2005;
YAMAMOTO, 2005; CHEN et al., 2017).

Confirmando os dados da literatura e as caracteristicas clinicas da
doenca, neste estudo, foi observado grau diferente de anemia em pacientes de
acordo com o estadiamento de Binet. Sabe-se que uma das alteracdes
relacionadas com a instalacdo de anemia nestes pacientes deve-se ao
envolvimento extenso da medula éssea que leva a anemia progressiva em
pacientes com LLC, sendo que em 10 a 15% dos pacientes, a anemia € do tipo
hemolitica autoimune. Os linfocitos B na LLC geralmente produzem auto-
anticorpos, incluindo anticorpos poli-reativos, que em linfocitos normais, sdo
frequentemente observados somente em estagios iniciais de maturagcédo. Esses
auto-anticorpos fazem parte da caracterizacdo do fenbémeno auto-imune
frequentemente observado nesses pacientes, causando anemia e
trombocitopenia auto-imune. Aproximadamente 2% dos pacientes apresentam
purpura trombocitopénica imune, que responde positivamente ao tratamento
com corticosteroides (BORDIN, 2005; GARICOCHEA, 2005).

Os pacientes estudados apresentaram linfocitose e observou-se que os
pacientes com risco moderado a grave apresentaram maior taxa de duplicacédo
de linfocitos quando comparados com pacientes de baixo risco. O tempo de
duplicacdo de linfocitos é caracterizado pela duplicacdo no niamero absoluto de
linfécitos na contagem sanguinea num periodo inferior ou igual a doze meses. A
presenca da duplicacao de linfocitos esta associada a progressao da doenca. No
presente estudo, o grupo Binet B+C apresentou maior porcentagem de pacientes
com duplicacdo de linfocitos no periodo de 12 meses, 0 que € consistente com
caracteristicas mais agressivas da doenca neste grupo, porém nenhuma

diferenca significativa foi observada quando comparado ao grupo Binet A. Em
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pacientes com LLC as células neoplasicas apresentam niveis mensuraveis de
multiplicacdo e morte, sendo a proporcdo de duplicacdo ativa dos linfécitos
neoplasicos de 0,1% a 1% ao dia. Quando a taxa de proliferagdo excede 0,5%
ao dia a doenca apresenta uma evolugao mais grave (DEFOICHE et al., 2008;
HALLEK, 2008).

Foi observado nos pacientes deste estudo expressao reduzida de miR-
15a e miR-16-1. Os genes miR-15a e miR-16-1 atuam como supressores de
tumor e sdo expressos em niveis elevados em linfocitos normais, o que nao é
observado na LLC, uma vez que apresentam perfil de baixa expresséo
(CIMMINO et al., 2005; BARTELS; TSONGALIS, 2009; HUMPLIKOVA et al.,
2013). No entanto, ao comparar os grupos de pacientes com LLC, o grupo Binet
A apresentou menor expressao de miR-15a do que o grupo Binet B+C. Este
achado esta de acordo com observacdes anteriores que sugerem que a
desintegracdo de miR-15-1 e miR-16-1 é, de fato, a alteracdo genética mais
frequente dentro de LLC indolente, ou seja, no grupo de pacientes com menor
risco (Binet A). Em pacientes com delecfes do braco longo do cromossomo 13
(139g14), a perda de expressao de miR-15a/16-1 nao so desloca o equilibrio para
niveis aumentados de Bcl-2, proteina anti-apoptética, mas também para niveis
mais elevados de p53, com acao proé-apoptética. Consequentemente, o numero
de células apoptéticas diminui devido ao alto nivel de Bcl-2, mas o mecanismo
da p53 mantém um crescimento de células tumorais relativamente baixo
(BALATTI; PEKARKY; CROCE, 2015). Para nossa compreensdo, essa
explicacdo € consistente com as correlacdes observadas entre a expressao de
miR-15a/16-1 e a contagem de linfocitos nos pacientes do presente estudo.

Nos pacientes do estudo, os grupos Binet A e Binet B+C apresentaram
menor expressdo de miR-15a e miR-16-1 e maior concentracdo plasmatica de
Bcl-2 quando comparado ao grupo controle, que apresentou maior expressao de
miR-15a e MiR-16-1 e menor concentracdo plasmatica de Bcl-2. A correlacdo
positiva também foi encontrada entre Bcl-2 e leucdcitos, indicando a inibicdo do
processo de apoptose. A regulacdo descendente do miR-15a e do miR-16-1
como parte da delecao 13q14 contribui para um aumento na expressao de Bcl-
2 (SHAHJAHANI et al., 2015). Os niveis de proteina Bcl-2 sdo controlados em
parte por miR-15a e miR-16-1, portanto, a menor expressao desses microRNAs

gera aumento da expresséo de Bcl-2. Em pacientes com LLC, o aumento nos
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niveis de Bcl-2 leva a uma reducédo na apoptose e consequentemente a uma
maior sobrevivéncia dos linfécitos. Por outro lado, a reducdo do miR-15a e do
miR-16-1 também reduz o crescimento do tumor através da p53. Isso pode
explicar como a delecdo 13q, regido onde o miR-15a e o miR-16-1 estédo
localizados, esta associada a LLC indolente (DEGHEIDY et al., 2013;
CALCAGNO et al., 2016; BRAGA et al., 2017).

A proteina ZAP-70 é intracelular e esta associada a cadeia zeta do
complexo receptor de células T (TCR). A ZAP-70, apesar de ndo ser encontrada
em linfocitos B normais, € expressa em células LLC com gene IgVH nao mutado,
caracteristica de LLC mais agressiva. Os linfécitos com mutacao no gene IgVH,
doenca menos agressiva, raramente mantém a expressao desta proteina. Nos
dados anteriores do nosso grupo de pesquisa néo foi observado diferenca na
expressdo de ZAP-70 que apontam esta proteina como biomarcador na LLC
(GOMES et al., 2017), e neste estudo observaram-se resultados similares.
Curiosamente, a associacéo entre esses biomarcadores tem sido amplamente
discutida por diferentes grupos de pesquisa. Assim, demonstrou-se que o estado
mutacional de IgVH e as anormalidades cromossémicas parecem estar
correlacionadas apesar de possuirem parametros de relevancia prognostica
diferentes. Em relacdo a sobrevida livre de progressao, a literatura indica que,
entre os pacientes nao tratados, aqueles com IgVH ndo mutados apresentam
progressao da doenca mais rapida. Em pacientes com IgVH ndo mutada e alta
expressdo de ZAP-70 (mau progndstico), os niveis de expressao de miR-15a e
miR-16-1 sdo maiores do que em pacientes com melhor progndstico
(CHAUFFAILLE, 2005; DEL PRINCIPE et al., 2006; CALIN et al., 2008). Esse
fato pode explicar como a delecédo 13q esta associada a LLC indolente ou menos
agressiva e, portanto, justifica os niveis mais baixos de expressdo de miR-15a
no grupo Binet A dos pacientes estudados.

A Ang-2 é produzida por células leucémicas que induzem angiogénese.
Ang-2 ativa células endoteliais que produzem VEGF (fator de crescimento
tecidual), aumentando a proliferacdo e migracdo de células endoteliais,
estimulando o surgimento de novos vasos sanguineos. Assim, esta relacionado
aos tumores solidos e a sua angiogénese, além de estar relacionado a mau

prognéstico em pacientes com LLC. A literatura descreve associacao
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significativa entre expresséo de Ang-2 e o estado de IgVH ndo mutado (MAFFEI
et al., 2010; SAGATYS; ZHANG, 2012)

Os pacientes classificados como Binet B ou C geralmente apresentam
expressao de Ang-2 maior do que os pacientes Binet A (VRBACKY et al., 2010).
No entanto, neste estudo ndo houve associagao entre os niveis de expressao de
Ang-2 e a gravidade da doenca, ja que o grupo de pacientes com baixo risco
(Binet A) apresentou uma maior mediana de expressao génica do que o0 grupo
de pacientes com risco intermediario e alto risco (Binet B + C). Este resultado
pode ter ocorrido em decorréncia do tratamento realizado pelos pacientes do
grupo de alto risco.

Na LLC a quimioterapia é realizada principalmente em pacientes com
doenca agressiva. Muitos pacientes diagnosticados com LLC ndo necessitam de
tratamento, pois sdo diagnosticados na fase indolente da doenca. Em muitos
casos a fludarabina é utilizada no tratamento dos pacientes com doenca
agressiva. Neste contexto, o presente estudo avaliou se este medicamento
poderia estar interferindo na menor expressao de miR-15-1 e miR-16-1 que foi
observada no grupo Binet B+C. No entanto, ndo foi encontrado diferenca
significativa na expressao de miR-15-1 e miR-16-1 ap6s estudo com células em
cultura e tratadas com fludarabina, sugerindo a principio, que este tratamento
nao interfere na expressao destes microRNAs.

Os pacientes analisados representam um grupo significativo dagueles que
foram encaminhados ao Servico de Hematologia do Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG), com
diagnéstico confirmado de Leucemia Linfocitica Cronica. Os dados obtidos
auxiliam no maior entendimento da associacao dos fatores prognoésticos na LLC
em nosso meio. Este estudo é o inicio do processo para identificacdo de novos
biomarcadores de progndstico, valendo ressaltar, que se um parametro é ou ndo
adequado para ser configurado como um biomarcador de prognostico outros
fatores devem ser analisados, como sensibilidade, especificidade, viabilidade e
capacidade econdmica. Apos a identificacdo da ligagcdo de um parametro com a
gravidade da doenca os estudos irdo avancar no intuito da utilizag&o clinica deste
marcador buscando alcancar melhores resultados no tratamento do paciente.

A combinacéo de informacdes sobre a condicdo clinica dos pacientes e

os dados das células sanguineas, obtidos na realizacdo do hemograma é
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importante no momento do diagndstico e acompanhamento do paciente. A
patogénese da LLC, caracterizada pela replicacéo clonal de uma célula B, esta
associada a defeitos intrinsecos e extrinsecos de seu mecanismo apoptotico que
influenciam a atividade das células B no microambiente do tecido. Também séo
observadas anemia e plaquetopenia nos pacientes (GHOSH et al., 2010).

Neste estudo foi observado correlagéo negativa entre miR-15a e miR-16-
1 e a contagem de linfocitos, sendo que quanto menor a expressao destes
microRNAs mais pronunciada foi a linfocitose encontrada nos pacientes. Este
fato também corrobora a correlacdo encontrada entre Bcl-2 e a contagem de
leucdcitos, onde foi observado que quanto maior a expressao de Bcl-2 maior foi
a contagem de linfocitos, sugerindo que quanto maior a expressao da proteina
anti-apoptética maior o numero dessas ceélulas.

Também foi encontrado correlacdo positiva entre os resultados do miR-
15a e as plaquetas, ou seja, quanto menor a expressdo de miR-15a menor o
namero de plaquetas circulantes. J& na avaliacdo de ZAP-70 e contagem de
plaquetas foi encontrado correlacao negativa.

O perfil encontrado no grupo dos pacientes estudados contribui de forma
significativa para auxiliar no esclarecimento da relacdo dos eventos regulatérios
e o0 desenvolvimento e evolucdo das alteragbes na LLC. Estes dados poderé&o
contribuir futuramente no desenvolvimento de alternativas que leve a melhor

prognostico e escolha de terapéutica eficaz para os pacientes com LLC.
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8. CONCLUSAO
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Os microRNAs miR-15a e miR-16-1 parecem ser marcadores promissores
para avaliar pacientes que apresentam LLC indolente, uma vez que a expressao
foi mais reduzida no grupo Binet A, grupo de menor risco como um todo.

Os altos niveis de Bcl-2, proteina anti-apoptética, observados nos
pacientes, corroboram o mecanismo de inibicdo da apoptose em pacientes com
LLC, o que contribui para a linfocitose presente nesta doencga.

N&o foi encontrada diferenca na expressdo de ZAP-70 entre 0s grupos
analisados, sugerindo a ndo utilidade desta proteina como biomarcador
molecular na LLC.

Os niveis de expressdo de Ang-2 ndo mostraram correlacdo com a
gravidade da doenca. Por outro lado, correlacdes foram observadas entre
microRNAs, Bcl-2 e parametros hematoldgicos convencionais indicativos de
gravidade da LLC.

O tratamento com fludarabina néo interferiu na expressao de miR-15a e
miR-16-1 em células de LLC in vitro.

Em suma, os dados analisados em conjunto permitem concluir que os
marcadores microRNAs miR-15a e miR-16-1, além de Bcl-2, estdo associados ao
desequilibrio no processo de apoptose, fato que acarretaria acumulo de linfocitos

e agravamento da doencga.
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10. ANEXOS

Anexo 1

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Projeto de Pesquisa : “Analise celular, molecular e plasmética de biomarcadores de
diagnéstico, progndstico e avaliagdo in vitro de potencial terapéutico de biomoléculas sintéticas
em amostras de pacientes com neoplasias mieloides, linfoides e mielodisplasia”

SUBPROJETO: “Leucemia Linfocitica Crdnica: avaliacao de fatores de diagnostico e

prognosticos e sua relacdo com o estadiamento da doenca”

Prezado (a) Senhor (a),

O Departamento de Analises Clinicas e Toxicoldgicas da Faculdade de Farmécia da
Universidade Federal de Minas Gerais esta realizando um estudo de interesse para o
diagnéstico e controle das Neoplasias Mieléides, Linfoides e Mielodisplasias. Se vocé quiser
participar desse estudo, solicitamos que autorize a coleta de apenas 10 mL de seu sangue
para realizarmos exames laboratoriais que incluirdo dosagens de proteinas, exames genéticos
e testes com biomoléculas, importantes parametros para o diagnéstico, avaliacéo de
progndstico e descoberta de novas drogas para tratamento destas doencas. A coleta da
amostra de sangue venoso pode, as vezes, resultar na formacédo 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. Toda informacéo obtida nessa pesquisa é considerada
confidencial. Sua participacao é totalmente voluntaria e caso vocé ndo queira participar nao
havera nenhum prejuizo para o seu tratamento. O (a) Sr(a) ndo tera qualquer tipo de despesa
para participar da pesquisa e ndo recebera remuneracdo por sua participacdo. O participante e
0 pesquisador assinardo duas vias iguais, ficando uma via com o participante e a outra com o
pesquisador.

Qualquer outra informacgéo que desejar podera ser obtida com o Professor Adriano de
Paula Sabino da Faculdade de Farmacia/lUFMG, através do telefone 3409-6882. Informacfes
sobre os aspectos éticos da pesquisa poderéo ser obtidas com o Comité de Etica em Pesquisa
da UFMG/COEP, pelo telefone 3409-4592, localizado a Av. Antonio Carlos, 6627, Unidade
Administrativa I, Campus Pampulha, Belo Horizonte - MG. Desde ja agradeco sua
colaboracéo.

Prof. Adriano de Paula Sabino (Coordenador do projeto, Professor de Hematologia da
Faculdade de Farmacia da UFMG)

Nome:

Documento de identificacdo:

Assinatura: Data: / /
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Anexo 2

Aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa - COEP

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA - COEP

Frojeto: CAAE - 02177612.0.0000.5149

Interessado(a): Prof. Adriano de Paula Sabino

Departamento de Analises Clinicas e
Toxicologicas
Faculdade de Farmacia - UFMG

DECISAO

O Comité de Etica em Pesquisa da UFMG - COEP
aprovou, no dia 13 de junho de 2012, o projete de pesquisa intitulado
"Avaliagio do mecanismo apoptdtico e da expressdo da Proteina-
Tirosina Quinase Zap 70 e de micro-RNAs na Leucemialinfocitica
Cronica(LLC}" bem como o Termo de Consentimento Livie e

E=clarecido

O relatario final ou parcial deverd ser encaminhado ac COEP um
ano apés o inicio do projeto.

s
Profa. Maria Teresa Marques Amaral
Coordenadora do COEP-UFMG
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UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA - COEP

Projeto: CAAE - 02177612.0.0000.5149

Interessado(a): Prof. Adriano de Paula Sabino

Depto. de Analises Clinicas e Toxicoldgicas
Faculdade de Farmacia - UFMG

DECISAC

O Comité de Etica em Pesquisa da UFMG — COEP analisou e aprovou, no
dia 22 de abril de 2015, a emenda ao projeto de pesquisa intitulado "Avaliagio do
mecanismo apoptético e da expressdo da Proteina-Tirosina Quinase Zap 70
e de micro-RNAs na LeucemialLinfocitica Crénica(LLC)" com as alteragdes:

o Inclus@o de pacientes com Sindrome Mielodisplasica e Leucemias
Mieléides e Linfoides;

o Substituir o titulo corrente por: “Analise celular, molecular e plasmatica de
biomarcadores de diagnéstico, prognéstico e avaliagéo in vitro de potencial
terapéutico de biomoléculas sintéticas em amostras de pacientes com
neoplasias mieloides, linféides e mielodisplasia”;

o Substituir: “estudar in vitro o efeito de diferentes quimioterapicos” por
estudar in vitro o efeito de biomoléculas, uma vez que quimioterapicos sao
usados para comparagdo de feito de novas biomoléculas pelo grupo de

estudo;
& Aiteragao do tempo de execucao do projeto, com extensao do prazo para
2020.

O relatério final ou parcial devera ser encaminhado aoc COEP um
ano apos o inicio do projeto.

% Cqmjms Vf)ac/e UCS H0iE

Profa. Dra. Telma Campos Medeiros Lorentz
Coordenadora do COEP-UFMG

Av. Pres. Antonio Carlos, 6627 — Unidade Administrativa If - 2° andar — Sala 2005 — Cep:31270-901 — BH-MG
Telefax: (031) 3409-4592 - e-mail: cocpi@prpg.ufing br
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