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RESUMO

A leucemia linfocitica crénica (LLC) € reconhecida pela evolucao clinica
heterogénea e que ndo pode ser prevista com exatidao pelos sistemas de
estadiamento clinico. Isto leva a investigacdo de marcadores de progndstico
gue podem agregar valor preditivo aos sistemas de estadiamento. O presente
estudo teve como objetivo avaliar marcadores com potencial prognéstico com
foco na expressdo da proteina quinase AKT e de microRNAs (miRNAs ou
miRs) e na quantificacdo dos niveis plasmaticos de IL-4, em pacientes com
LLC comparados aos individuos controles. Foram avaliados 80 pacientes
diagnosticados com LLC no Servico de Hematologia do Hospital das Clinicas
da Universidade Federal de Minas Gerais. Como grupo controle, foram também
igualmente avaliados 75 individuos, aparentemente higidos e sem historia
pregressa de leucemia. A expressdo génica da AKT e dos microRNAs foi
avaliada por PCR quantitativa (qQPCR) e a determinacdo dos niveis plasmaticos
de IL-4 pelo imunoensaio ELISA. Houve um aumento significativo da expresséo
génica de AKT nos pacientes quando comparados aos controles (p=0,017).
Quando os pacientes foram estratificados segundo os grupos de Binet, foi
observada diferenca significativa entre os grupos, estando esta proteina
quinase mais expressa no grupo B+C (p=0,013). Quanto a expressdo dos
MiRNAs, o0 miR-let-7b e 0 miR-26a se mostraram reduzidos nos pacientes com
LLC. Todavia, ndo foram observadas diferencas significativas na expressao
génica destes microRNAs quando comparados 0s pacientes entre 0s grupos de
Binet (A versus B+C). A IL-4 apresentou concentracdo plasméatica mais elevada
nos controles quando comparada aos pacientes (p<0,001) e nado houve
diferencas significativas quando comparados os grupos de Binet. A reducado da
IL-4 nos pacientes pode ser atribuida, em parte, & reducdo de linfocitos T
nesses pacientes. A proteina quinase AKT esta envolvida na cascata de
sinalizacdo que ocorre com a ativacdo do receptor BCR que leva a maior
sobrevida dos linfécitos na LLC e protecdo contra o processo de inducdo da
morte celular. O aumento da proteina quinase AKT e a reducdo dos miR-let-7b

e miR-26a, ambos supressores de tumor, nos pacientes com LLC podem



explicar o aumento da sobrevida dos linfécitos nesses pacientes e poderiam

ser utilizados como biomarcadores de pior progndstico.

Palavras-chave: Leucemia linfocitica crénica. MicroRNAs. Interleucina 4.

Apoptose. Proteina quinase B.



ABSTRACT

Chronic lymphocytic leukemia (CLL) is recognized by heterogeneous
clinical course and can not be accurately predicted by clinical staging systems.
This leads to the investigation of prognostic markers that can add predictive
value to staging systems. The present study aimed to evaluate markers with
prognosis potential focusing on AKT protein kinase and microRNAs (miRNAs
ou miRs) expression and on quantification of IL-4 plasma levels in patients with
CLL compared to controls. We evaluated 80 patients diagnosed with CLL at the
Hematology Service of the Hospital das Clinicas of the Federal University of
Minas Gerais. As a control group, 75 individuals, apparently healthy and without
previous history of leukemia, were also evaluated. The AKT and microRNAs
gene expression were assessed by quantitative PCR (qPCR) and IL-4 plasma
levels determination by the ELISA immunoassay. There was a significant
increase in AKT gene expression in patients when compared to the controls
(p=0,017). When the patients were stratified according to the Binet groups, a
significant difference was observed between the groups, being this protein
kinase most expressed in the B+C group (p=0,013). As for miRNA expression,
miR-let-7b and miR-26a were reduced in CLL patients. However, no significant
differences were observed in these microRNAs gene expression when
comparing the patients between the Binet (A versus B+C) groups. IL-4 had a
higher plasma concentration in controls when compared to patients (p<0,001)
and there were no significant differences when comparing the Binet groups. The
reduction of IL-4 in patients can be attributed, in part, to the reduction of T
lymphocytes in these patients. The AKT protein kinase is involved in the
signaling cascade that occurs with activation of BCR receptor that leads to
increased survival of lymphocytes in CLL and protection against the process of
cell death induction. Increased AKT protein kinase and the reduction of miR-let-
7b and miR-26a, both tumor suppressors, in CLL patients may explain
increased lymphocyte survival in these patients and could be used as poor

prognostic biomarkers.

Keywords: Chronic lymphocytic leukemia. MicroRNAs. Interleukin 4. Apoptosis.

Protein kinase B.
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1. INTRODUCAO

A leucemia linfocitica crénica (LLC) é reconhecida pela evolucéo clinica
heterogénea e que ndo pode ser prevista com exatiddo pelos sistemas de
estadiamento clinico. Isto motivou a investigacdo de marcadores de
prognostico que podem agregar valor preditivo aos sistemas de estadiamento.
Entre os marcadores clinicos e bioldgicos sugeridos na literatura, as alteraces
cromossOmicas, a proteina tirosino quinase ZAP-70, a presenca do CD38 e o
estado mutacional dos genes de imunoglobulinas se mostram promissores na
avaliacdo de prognéstico na LLC. No entanto, as técnicas empregadas para a
deteccdo destes marcadores sdo trabalhosas e inacessiveis a maioria dos
servicos de oncohematologia, 0 que tem motivado a busca por marcadores
substitutos.

Niveis elevados de expressdo da proteina quinase AKT nos linfécitos B
da LLC estdo associados ao prognostico desfavoravel, o que parece estar
relacionado com um maior estado de ativacdo celular. Alteracdes nas vias de
sinalizacao celular contribuem ndo s6 para o desenvolvimento tumoral, mas
também para resisténcia ao tratamento convencional. Dessa forma, é
importante compreender o papel da AKT na patogénese e progressao da LLC,
a fim de elaborar estratégias para explora-la terapeuticamente.

Alterac6es nos microRNAs (miRNAs ou miRs) vem sendo estudadas em
muitos tumores. A capacidade dos miRNAs de modular a expressao génica €
essencial para proporcionar controle de varios processos celulares e, por isso,
qualguer desequilibrio pode levar ao desenvolvimento e progressao de varias
doencas, como a LLC. A desregulacdo de miRNAs pode afetar o ciclo celular, a
proliferacdo e principalmente as vias de apoptose dos linfécitos B leucémicos.
Existem muitos miRNAs que ainda n&o foram relacionados a LLC, além de
muitos com mecanismo de acdo desconhecido. Assim, estudos adicionais
envolvendo miRNAs com potencial envolvimento com esta doenca Ssao

desejaveis.

Estudos recentes vém correlacionando o aumento da interleucina-4 (IL-4)

com a progressdo da LLC e a longevidade dos linfocitos B leucémicos. No
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entanto, também s&o necessarios novos estudos para melhor compreensao do
mecanismo de acéo da IL-4 e de seu envolvimento com os miRNAs e com a

ativacao das vias de sinalizagdo na LLC.

A importancia deste estudo reside na busca de maior conhecimento
acerca do perfil de expressdo do mRNA da proteina quinase AKT e miRNAs por
meio da técnica quantitativa de PCR em tempo real, e dos niveis plasmaticos de
IL-4 por ELISA, em pacientes com LLC comparados aos controles. Os achados
deste estudo serdo correlacionados aos estagios da doenca segundo Binet e
dados laboratoriais. Acredita-se que o0s resultados ajudardo a compreender
melhor a relacdo dos eventos regulatérios e o desenvolvimento das alteracdes

neoplasicas hematolégicas em pacientes selecionados em nosso meio.

Cabe ressaltar que a investigacdo de alguns microRNAs no contexto da
LLC é inédita. Como exemplo, o miR-let-7b, miR-26a e 0 miR-27a ndo foram
ainda encontrados associados com a LLC ou mesmo com doencas
hematoldgicas, considerando a revisdo sistemética qualitativa incluindo artigos

publicados nas bases de dados e bibliotecas online.

Diante do exposto, a hipétese do presente estudo admite que a
expressdo do RNA mensageiro (MRNA) da proteina quinase AKT e miRNAs, e
0s niveis de IL-4, podem estar relacionados a maior agressividade e progressao

da doenca.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Leucemia Linfocitica Crbénica

A leucemia linfocitica crénica (LLC) é caracterizada pelo acumulo de
linfécitos B no sangue periférico, medula 6ssea e o6rgdos linfoides sdlidos,
embora alguns casos de leucemia linfocitica T possam ocorrer. E uma doenca
com maior prevaléncia em idosos com idade média de 64-70 anos
(GONCALVES et al., 2009). A LLC representa 30% dos casos de leucemia na
Europa e América do Norte com uma incidéncia de 3-5 casos a cada 100.000
habitantes (ROBAK, 2013). A LLC é originaria de uma populacéo de células B
CD5 +. Essas células sédo reconhecidas pela sua grande longevidade, na
maioria dos casos, adquirida pela inibicdo da apoptose e aumento da
expressdo de proteinas da familia bcl-2 (DIGHIERO, 2005; WILLIMOTT et al.,
2013). Os pacientes podem ter a forma indolente ou agressiva da doenca que
afetam a evolucédo clinica, o tempo de proliferacédo celular e a capacidade de
resposta ao tratamento. A LLC na fase indolente evolui devagar,
ocasionalmente ndo progride para a manifestacdo grave e nao requer
tratamento. Em contraste, a fase agressiva evolui rapidamente e pode levar a
morte em pouco tempo (RODRIGUEZ-VICENTE; DIAZ; HERNANDEZ-RIVAS,
2013; PALOMBA, 2014).

Os sistemas classicos de estadiamento da doenca, Rai e Binet, sao
baseados em caracteristicas clinicas e hematolégicas (Quadro 1). Contudo, em
estagios iniciais da LLC, nenhum dos dois sistemas distingue com precisao 0s
pacientes que podem desenvolver a forma mais agressiva da doenca em
relacdo aos que permanecerdo com a forma mais indolente (GONCALVES et
al., 2009).
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Quadro 1 - Estadiamento da leucemia linfocitica créonica

a) Classificagdo dos cinco estadiamentos segundo Rai, 1975.

0 Linfocitose apenas (215.000/mm?2 no sangue ou >40% na medula)

I Linfocitose com aumento de linfonodos

Il Linfocitose com esplenomegalia e/ou hepatomegalia, com ou sem aumento de
linfonodos

[ Linfocitose com anemia (Hb<11g/dL), com ou s/ aumento de linfonodos, figado ou
baco

v Linfocitose com plaguetopenia (<100.000/mm3, com ou sem aumento de linfonodos,
figado ou bago)

b) Classificacdo de estadiamento segundo Binet (adaptado HOFFBRAND, 2013)

Estagio Organomegalias* Hemoglobina (g/dL)? Plaquetas/pL?

A (50-60%) 0,1 ou 2 areas =10

B (30%) 3,4 0ub éareas <10 >100.000

C (<20%) Nao considerado e/ou <100.000

1 Uma area= linfonodos > 1 cm no pescogo, axilas, regiées inguinais, ou aumento do

figado

2 Causas secundarias de anemia (p. ex., deficiéncia de ferro), ou anemia hemolitica

autoimune ou trombocitopenia autoimune devem ser tratadas antes do estadiamento.

Fonte: adaptado GONCALVES et al., 2009 e HOFFBRAND, 2013

Legenda: Hb, Hemoglobina.
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A LLC e o linfoma ndo-Hodgkin sédo as doencas oncohematologicas mais
comuns e resultam na proliferacdo e diferenciacdo de células B. A
imunofenotipagem da LLC é feita pela avaliagcdo quantitativa de antigenos
expressos nas células B leucémicas (CD5, CD19, CD20, CD22, CD23 e CD79).
A patogénese da LLC, caracterizada pela replicacdo clonal de uma célula B,
esta associada aos defeitos na apoptose causados por alteragdes intrinsecas e
extrinsecas que influenciam o comportamento das células B no microambiente
do tecido (GHOSH et al.,, 2010). Provavelmente, o evento primario no
desenvolvimento da LLC esta relacionado as células-tronco hematopoiéticas
que, por se caracterizarem como multipotentes e autorrenovaveis, tém
capacidade de gerar células B clonais (KIKUSHIGE et al., 2010).

Descobertas durante a Ultima década mostraram que os RNAs nao
codificantes desempenham um papel central na patogénese molecular da LLC.
Em particular, pequenos RNAs, denominados microRNAs (miRNAs ou miR),
regulam a expressdo génica direcionando o RNA mensageiro (mMRNA) para
degradacdo ou repressdo transcricional e estdo envolvidos a nivel poés-
transcricional em muitos processos fisiolégicos e patoldgicos. Redes de
interacdo complexas compostas de genes codificantes e ndo codificantes foram
encontradas e envolvidas no mecanismo patogénico da LLC, influenciando a
histéria natural da doenca (FERRAJOLI et al., 2013). A transformacdo maligna
das células B também esta relacionada as dele¢cdes cromossdmicas que levam
a alteracdo na expressdo de miRNAs envolvidos na resisténcia a apoptose. A
reducdo dos miRNAs 15a e 16-1 estdo correlacionados com a leucemogénese
e provocam aumento da expressao de proteinas antiapoptéticas e aumento da

proliferacao celular (KLEIN et al., 2010).

Além do estadiamento clinico, a identificacdo de novos fatores
prognadsticos esta entre os avan¢os mais importantes na compreenséao da LLC.
Entre eles existe um subgrupo de quatro principais altera¢cdes cromossémicas:
a delecdo de 139g14.3 (139g-), 11q (11g-), 17p (17p-) e a trissomia 12 (12+).
Sabe-se que aproximadamente 80% dos pacientes com LLC possuem pelo
menos uma dessas quatro alteracbes cromossdmicas comuns. Também sé&o
considerados novos fatores prognosticos as alteracbes genéticas (principais
genes: NOTCHL1, BIRC3, SF3B1 e TP53), os miRNAS, a expressao da proteina


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ghosh%20AK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20018914
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ZAP-70 e de CD38, o estado mutacional da imunoglobulina (IgvVH), as
proteinas de sobrevivéncia celular e os marcadores de sinalizagdo celular
(BTK, PI3k, proteina quinase B - AKT, SYK). Cabe ressaltar que o receptor da
célula B (BCR) é alvo importante devido ao seu papel-chave na sinalizacéo
celular, na proliferacdo, na sobrevivéncia celular, na diferenciacdo e na
apoptose. O tempo de duplicacdo de linfocitos (LDT) € considerado um fator
progndstico importante, onde pacientes com taxa de duplicagdo de linfocitos
em um periodo menor que seis meses tém uma sobrevida média abaixo
daqueles com linfocitose estavel. Esses novos fatores podem contribuir para a
identificagdo do paciente em um estagio clinico ndo avancado mas com risco
potencial de progressdo réapida da doenca (CHIATTONE; FALCAO, 2005;
VYAS; HASSAN, 2012; SHAHJAHANI, 2015). Clinicamente, a LLC pode ser
dividida em dois subconjuntos principais com diferentes tendéncias de
progressdo da doenca, agressiva ou indolente, que se distinguem pela
expressdo de IgVH nédo mutada ou mutada, respectivamente (DANILOV, 2013;
BYRD et al., 2014).

O diagnéstico da LLC, muitas vezes, € feito em decorréncia da
investigagdo de linfocitose presente no hemograma de causa indeterminada
(DIGHIERO, 2005). No entanto, o diagnéstico definitivo geralmente requer o
mielograma, cujas células sdo analisadas por microscopia Gtica e citometria de
fluxo, para diagnosticar a leucemia e diferenciar seus subtipos. Na morfologia é
comum a presenca de linfécitos maduros, geralmente pequenos e sem
nucléolo aparente, cromatina condensada e com as chamadas manchas de
Gumprecht originadas do rompimento dos linfécitos e restos nucleares
(FOERSTER et al., 1993). Uma analise do sangue periférico mostra
substituicdo dos elementos mielociticos normais por linfécitos, que
compreendem 25% a 95% de todas as ceélulas. A avaliagdo da medula 0ssea
mostra uma infiltragdo linfocitica que pode ser nodular, difusa ou intersticial
(HOFFBRAND, 2013). O diagnéstico diferencial da LLC envolve analises
morfoldgicas, imunofenotipagem e técnicas citogenéticas para deteccdo de
alteracdes cromossOmicas que a difere de outras doencas linfoproliferativas
(DYER et al., 1994).
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Pela avaliacdo imunofenotipica das células leucémicas foi criado um
sistema de pontuacdo baseado nos marcadores mais comuns da LLC (CD5+,
CD23, FMC7-, expressao de imunoglobulina de superficie- Slg- e CD22). Esse
sistema pontua cada um desses cinco marcadores com o valor de 1 ou 0, de
acordo com a sua presencga ou auséncia, e € essencial no diagndstico diferencial
entre a LLC e outras neoplasias de células B. Sdo considerados como LLC, os
casos com pontuacgao igual a 3, 4 e 5, sendo 4 e 5 pontos mais comuns na LLC.
As outras neoplasias de célula B, como os linfomas ou a tricoleucemia,

geralmente apresentam pontuacdo de 0 a 2 (Quadro 2) (MATUTES et al., 1994).

Quadro 2 - Sistema de pontuacdo para diagndstico de LLC

Pontos
Marcadores 1 0
Slg Fraco Moderado/Forte
CD5 Positivo Negativo
CD23 Positivo Negativo
FMC7 Negativo Positivo
CD22 Fraco/negativo Moderadof/forte

Fonte: adaptado MATUTES et al, 1994.

Legenda: CD, grupo de diferenciagao; slg, imunoglobulina de superficie.

O tratamento da LLC envolve novas estratégias quimioterapicas como
combinacbes de agentes alquilantes, analogos de purina e anticorpos
monoclonais, ou mesmo transplantes de células-tronco hematopoéticas. Nas
dltimas décadas, foram desenvolvidos novos medicamentos focados em novos
alvos e moléculas especificas, como o receptor BCR, a Bruton tirosina quinase
(BTK), a fosfatidilinositol 3 quinase (P13k), a tirosina quinase do baco (SYK), as
proteinas de apoptose e também os miRNAs. O tratamento mais apropriado

para LLC é aquele que envolve no seu protocolo uma combinagdo de drogas
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de acordo com os fatores prognosticos apresentados por cada paciente. Nesse
sentido, a individualizacdo do tratamento é essencial (BYRD et al.,, 2014;
GOMES et al., 2018).

2.2 Proteina quinase B: AKT

A LLC esta associada a um desequilibrio entre a proliferacdo celular,
pela ativacdo de vias de sinalizacdo dos linfécitos B, e sua capacidade de
sofrer apoptose. A proteina quinase AKT estd envolvida na cascata de
sinalizacdo que ocorre com a ativacdo do receptor BCR promovendo a
sobrevida dos linfocitos na LLC (PETERS; LEYRAZ; PEREY, 1998).

A sobrevida aumentada de linfocitos B na LLC in vivo € considerada
primariamente uma consequéncia da expressdo desordenada de proteinas da
familia bcl-2. Essencialmente todas as células B da 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 razdo aumentada de bcl-2/Bax tém sido associados
com uma baixa resposta ao tratamento (PACKHAM; STEVENSON, 2005;
LONGO et al., 2007).

Os mecanismos de apoptose nos linfécitos B normalmente comecam
pela ativacdo do receptor de membrana BCR por antigenos que fosforilam e
ativam os imunoreceptores Iga e IgB (CD79a/b) (Figura 1). Assim, ativa-se a
proteina tirosina quinase Syk que promove a ativacdo da enzima
fosfatidilinositol 3 quinase (PI3K) e a fosfolipase Cy2. A PI3K leva a geracao do
segundo mensageiro fosfatidilinositol-3, 4, 5-trifosfato que induz a maior
expressdo de receptores BCR na membrana celular e ativa a proteina quinase
AKT. A unido de PI3K e AKT forma um complexo importante para a sobrevida
da célula e protegcdo contra o processo de indugcédo da morte celular, por ativar
proteinas antiapoptéticas e inativar proteinas pro-apoptoéticas e a caspase 9
(iniciadora da ativagédo das caspases causadoras da apoptose) (DATTA et al.,
1997; CARDONE et al., 1998; POGUE et al., 2000; RINGSHAUSEN et al.,
2002). A ativacao da fosfolipase Cy2 causa a liberacdo de célcio intracelular e
a ativagcdo da proteina quinase C, que é essencial para a ativacdo das
proteinas quinases ativadas por mitdogenos (MAPKs); como a quinase regulada
por sinal extracelular (ERK), c-JUN quinase (JNK), p38 MAPK, transcricdo de
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fatores como o fator nuclear kB (NF-xB) e o fator nuclear ativado por células T
(NFAT). O fator nuclear kB se mostra importante para estimulagédo de proteinas
antiapoptoticas na LLC, se destacando, individualmente, como causador da
longevidade celular (GRUMONT et al, 1998; GRUMONT; ROURKE;
GERONDAKIS, 1999; SAIJO et al., 2002).

Figura 1 - Vias de sinalizacdo ativadas pela estimulacdo do receptor
BCR

Fonte: CHAVEZ; SAHAKIAN; PINILLA-IBARZ, 2013.

Legenda: Ag, antigeno; AKT, proteina quinase B; BCR, receptor de célula B;
BLNK, proteina ligadora de célula B; BTK, tirosina quinase Bruton; ERK quinase
regulada por sinal extracelular; IKK, inibidor de kB quinase; LYN, tirosina quinase da
familia Src; MAPK, proteina quinase ativada por mitdgeno; mTOR, proteina alvo da
rapamicina em mamiferos; NFAT, fator nuclear de ativado por célula T; NFxB, fator
nuclear kB; PI3K, fosfatidilinositol 3-quinases; PIP2, fosfatidilinositol 4,5-bifosfato; PIP3,
fosfatidilinositol 1,4,5-trifosfato; PKC, proteina quinase C; PLCy2, fosfolipase Cy2; SYK,

tirosina quinase do baco.

O complexo PI3K/AKT, NF-kB e a ERK podem ser ativados na LLC por
estimulacdo do CD40 do linfocito B (com seu ligante CD154 do linfécito T),
éster de forbol, pela albumina, interleucina 4 (IL-4), fator 1 derivado da célula

estromal, com consequente diminuicdo da apoptose espontanea ou induzida
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pelo quimioterapico (FURMAN et al., 2000; BURGER et al., 2000; BARRAGAN
et al., 2002; JONES et al., 2003).

Estudos mostram que pacientes com LLC CD150 positivos tém alteracao
na sintese proteica devido a ativacdo da via AKT e mTORCL1, por estarem
envolvidas na biogénese e na iniciagdo e alongamento da traducéo
ribossdmica. Por esse motivo esses pacientes apresentam alteragdo nas vias
de sinalizagdo que regulam a sintese proteica, aumento da sobrevida celular e
provavelmente da proliferacdo celular. O estudo de Gordiienko (2017) mostrou
que a ativacdo de AKT e mTORCL1 ativa a via de ERK1 ampliando os eventos
de traducdo (MENDOZA; ER; BLENIS, 2011; GORDIIENKO et al., 2017).

2.3 microRNAs

Os microRNAs (miRNAs ou miR) sao pequenos RNAs com 20-22
nucleotideos resultantes da clivagem de um RNA maior ndo codificante
(STEPHENS et al.,, 2014). A funcdo dos miRNAs é se ligar a um RNA
mensageiro (MRNA) alvo e modular a tradugéo de proteinas; essa modulacdo
ocorre por inibicdo da traducdo ou pela degradacdo do mMRNA. Essas
moléculas estdo envolvidas em varios processos celulares, como apoptose,
metilacdo do DNA, ciclo celular, crescimento e diferenciacdo celular. Na LLC,
0s miRNAs estao associados ao pior prognostico, resisténcia ao tratamento e
progressao da doenca (DREGER, 2013).

Os genes que sintetizam os mMiRNAs sdo transcritos, na sua maioria,
pela RNA polimerase Il. O miRNA primario (pri-miRNA) transcrito contém
centenas de nucleotideos, uma cauda de poliadenosinas na regido 3’ e um
‘cap” de 7-metilguanosina na regido 5’, semelhante ao mRNA. Esse miRNA
primario contém regiées em que 0s nucleotideos se pareiam e regides nao
pareadas que formam alcas. Ainda no ndcleo, a RNase lllI- tipo drosha ligada a
seu cofator DGCR8 quebra as ligacdes de regides pareadas dos nucleotideos
do pri-miRNA, liberando uma estrutura similar & um grampo de cabelo
denominada miRNA precursor (pré-miRNA) que possui 70 nucleotideos
aproximadamente. Os pré-miRNAs sao levados para o citoplasma por

proteinas transportadoras como a exportina 5 e a Ran-GTP (VARGAS;
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MOREIRA, 2013). No citoplasma, o pré-miRNA € processado por uma segunda
RNase Ill, denominada dicer que atua com a proteina TRBP (trans-activation
response RNA-binding protein) e/ou a quinase PRKRA/PACT (interferon-
inducible double stranded RNA-dependent activator), gerando um miRNA de
fita dupla de aproximadamente 22 nucleotideos. Este produto € incorporado a
um complexo multimérico denominado RISC (RNA-induced silence complex),
que inclui as proteinas argonautas (Ago) como principais componentes. Do
duplex, apenas uma fita ser& ativa e fara parte do complexo RISC maduro e a
outra sera degradada (FILHO; KIMURA, 2006). A figura 2 ilustra a formacao do
mMiRNA e sua ligagdo ao mRNA inibindo a tradug&o de proteinas alvo.

Figura 2 - Sintese do microRNA e mecanismo de inibicdo da
traducdo do mRNA (Adaptado de Cuellar e MacManus, 2005)

Complementaridade imperfeita = inibi¢gdo da tradugdo

ORF — AAAAAA
N

Ago-1
Dicer
wema O m W

MicroRNA primario

Ago-2 (Slicer)l

MicroRNA primordial

A TORE T A

Complementaridade perfeita = Clivagem do RNAm

Fonte: SERRANO; THEODORO; PINHAL, 2014.

Legenda: Ago, por¢cdo Argonauta do complexo de RISC; Dicer e Drosha, RNases

do tipo Ill; ORF, quadro de leitura aberto.

A selecédo da fita ativa depende da estrutura do duplex, dos nucleotideos
na ponta & e da assimetria termodindmica. A expressdo alterada de

componentes no processo de biogénese dos miRNAs como drosha, dicer e as
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proteinas argonautas, tém sido associados aos diferentes tumores humanos
(FILHO; KIMURA, 2006).

Os membros fundadores da classe dos miRNAs foram o lin-4 e o let-7
(lethal-7). A nomenclatura foi padronizada com a descoberta de novos miRNAs
e leva em consideracdo a espécie, a localizacdo e também o grau de
maturacdo desse miRNA. Dessa forma, se o miRNA for maduro é escrito com a
letra R em maiusculo (ex. miR) e quando é de origem animal é escrito com o
uso do hifen (ex. miR-16) e se fosse de plantas seria escrito sem o hifen. Além
disso, se for um pré-microRNA de origem animal seria escrito com as letras em
minusculo e em itdlico (ex. mir-16) e se fosse de plantas seria escrito em
maiusculo e em italico. De acordo com a espécie 0 miRNA recebe as trés
primeiras letras de acordo com o organismo seguido de hifen (ex. Homo
sapiens: hsa-miR-16). O miRNA ainda pode receber um sufixo que esta
relacionado a um precursor ou loci diferente no genoma que sinaliza os
membros das familias de miRNAs (ex. hsa-miR-16a) e as sequéncias idénticas
dentro de uma espécie podem ser nomeadas com um sufixo numeral. O sufixo
-3p e -5p podem ser adotados para diferenciar os miRNA originados de cada
braco do pré-microRNA (ex. hsa-miR-16-1-5p) (AMBROS et al., 2003; BUDAK
et al., 2016).

As primeiras evidéncias do envolvimento dos miRNAs em cancer vieram
de estudos realizados na regido 13914, frequentemente deletada na LLC. Essa
regido é responsavel pelos genes de dois miRNAs, o0 miRNA-15a e o miRNA-
16-1, que inibem a expressdo de um oncogene, posteriormente identificado
como o gene bcl-2 responsavel por codificar proteinas antiapoptoticas (bcl-2,
Mcl-1). Estudos mostram que a deplecéo e alteracdo do miR-15a e do miR-16-
1 foram observados em cerca de 66% dos pacientes com LLC (BALATTI et al.,
2015). Outros miRNAs também estdo envolvidos na LLC como o miRNA-13
gue é usado para diferenciar LLC indolente da agressiva, 0s miRNAs-21 e -155
gue estdo associados a alta mortalidade, o miRNA-181b que pode predizer a
progressdo da doenca, os mMiRNAs-148a, -222, -21 e -34b que levam a
resisténcia a Fludarabina (um analogo de purina largamente utilizado em
pacientes com LLC). Alguns miRNAs estdo envolvidos na ativacao,

estimulacdo e sinalizagdo de BCR e sédo também desregulados pela ativagdo
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deste; a ativacdo de BCR reduz os niveis dos miRNAs-29c, -150, -181b, -223
que levard a baixa sobrevida dos pacientes e também o miRNA-155 esti
elevado na ativacdo da BCR e envolvido com a proliferagdo dos linfocitos B
leucémicos (BALATTI et al., 2015; STAMATOPOULOS et al., 2014).

Assim, os miRNAs podem alterar as vias de sinalizagcédo celular (através
de BCR, ZAP-70, AKT, PI3k) induzindo a proliferagdo celular, a supresséo
tumoral (modulando TP53) e também as vias de apoptose levando a
longevidade celular. Portanto, estudos envolvendo esses miRNAs tém ajudado
a esclarecer os processos moleculares da instalacéo e progressédo da doenca
(STAMATOPOULOS et al., 2014, BALATTI et al., 2015).

Além da participacdo na etiopatogenia de varios distlrbios, os miRNAs
ainda podem contribuir como ferramenta de diagnostico e de progndstico, além
de abrir um novo caminho para terapéutica na area médica (VARGAS;
MOREIRA, 2013). Ja existem estudos focando o tratamento na inibicdo
competitiva de miRNAs oncogénicos e estimulando miRNAs supressores. Os
oligonucleotideos anti-microRNA (AMO) séo inibidores dos locais de acdo dos
MiRNAs oncogénicos. A eficacia terapéutica depende da sua capacidade de
migrar pelo corpo, resistir a degradacdo pelas nucleases e do potencial do
mecanismo de acdo. Trés tipos de AMOs foram descritos: antagomirs,
bloqueador de acidos nucleicos (LNAs) e oligonucleotideos anti-sentido
(ASOs). Outra abordagem terapéutica seria estimular a expressdo de miRNA
supressores de tumores para inibir o crescimento tumoral. Este tipo de terapia
de reposicdo de miRNA pode ser realizada usando um vetor viral baseado no
gene de interesse ou um mMIRNA mimético. A terapia direta baseada em
mMiRNAs ainda requer aprimoramento e novos estudos sSao necessarios
(CORSINI, L.R. et al., 2012; MONROIG; CALIN, 2013).

Atualmente, novos mecanismos relacionados com a patogénese da LLC
vém sendo descritos, bem como novas proteinas e potenciais biomarcadores
vém sendo estudados. Assim, faz-se necessario estudos adicionais buscando
novos MiRNAs que possam estar relacionados com esses biomarcadores e
também estudos que aprofundem no mecanismo de acdo de mMIRNAs ja
descritos. Dessa forma, este trabalho avaliou os miRNAs-let-7b e -26a,

potenciais supressores de tumor, e -21 e -27a, potenciais oncogenes.
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2.4 Interleucina-4 (IL-4)

A interleucina-4 (IL-4) € uma citocina produzida e secretada por
células T ativadas, células NK, basodfilos, eosinéfilos e mastocitos. Age
como anti-inflamatoério, bloqueando a sintese de IL-1, TNF-alfa, IL-6 e
proteina inflamatoria de macrofagos. A estimulacdo paracrina pelo receptor
de membrana IL-4 (IL-4R) induz cascatas de sinalizacdo que levam a
maturacdo de precursores de células B, células secretoras de
imunoglobulina e células apresentadoras de antigenos, proliferacdo de
células B ativadas, promove a diferenciacdo de linféocitos Th2 e é um
potente inibidor da apoptose (OKADA; BANCHEREAU; LOTZE, 2003). A
figura 3 mostra que com a liberacdo da IL-4 ocorre a estimulacdo e
proliferacdo dos linfocitos B e linfocitos T CD4+ por meio da interagdo com
uma célula apresentadora de antigenos (APC).

Figura 3 - Ativacédo do linfécito T pela célula apresentadora de

antigenos com posterior liberacédo de IL-4 levando a proliferacdo de
linfécitos B e T CD4+

Fonte: Adaptado de SANCHEZ-VISCAINO, Acesso em: 11 dez. 2017

Legenda: B, célula B; BcR, receptor de célula B; CD4, grupo de diferenciagcédo
4; IL4, interleucina 4; P, célula apresentadora de antigenos, TcR, receptor de célula
T.
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As células leucémicas na LLC expressam niveis elevados de receptor de
IL-4 quando comparadas a células B naives. Na LLC ocorre um aumento
significativo de células T produzindo IL-4 e esse aumento esta associado com a
agressividade e progressdo da doenca (DOUGLAS et al., 1997). Um estudo
mostrou que a IL-4 estd intimamente relacionada com o papel chave na
patogénese da LLC e estimula a expressdao CD79b e sIlgM que aumenta a
proliferacdo das células em resposta a ativacdo de BCR (GUO et al., 2016).

Aguilar-Hernandez e colaboradores (2016) mostraram que a IL-4
aumenta a expresséo de slgM e a sinalizacdo na maioria dos pacientes com
LLC. Nesse estudo a IL-4 superou parcialmente a inibicdo da sinalizacdo
mediada pelo Ibrutinib e Idelalisib. Estes resultados sugerem que a IL-4 é
capaz de promover a tumorigénese na LLC (AGUILAR-HERNANDEZ et al.,
2016).

Na LLC, a IL-4 também é capaz de suprimir a apoptose basal e
induzida por quimioterapia, provavelmente por meio do aumento da

expressdo de proteinas antiapoptéticas (STEELE et al., 2010).

A via da IL-4 exerce a sua funcdo antiapoptética por meio da regulagéo
positiva de miRNA-21. A IL-4 conduz a maturacdo dos precursores de células B
e protege as células da apoptose espontanea ou da morte por agentes que
danificam o DNA. Estes achados podem ser Uteis no desenvolvimento de
estratégias terapéuticas direcionadas para a via de IL-4 na LLC (LAFUETE et
al., 2015).
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar a expressdo génica da proteina quinase AKT, de microRNAs e
0s niveis plasmaticos de IL-4 em pacientes com leucemia linfocitica crénica

(LLC) e em individuos saudaveis.

3.2 Objetivos especificos

e Avaliar a expressdo génica da proteina quinase AKT.
e Avaliar a expresséo génica dos microRNAs -let-7b, -26a, -21 e -27a.
e Avaliar os niveis plasméticos de IL-4.

e Correlacionar os dados obtidos com os dados laboratoriais dos
pacientes com LLC.
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4. PACIENTES E METODOS

4.1 Casuistica

Os pacientes participantes do estudo foram selecionados pelos médicos
hematologistas do Servico de Hematologia do Hospital das Clinicas (HC) da
Universidade Federal de Minas Gerais, dos quais foi obtida uma Unica amostra
de sangue. O presente estudo estd aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa da UFMG (COEP), Projeto CAAE N° 02177612.0.00005149,
conforme parecer 34778, emenda E3/2016 (ANEXO 1). Foi preenchida uma
ficha clinica para cada paciente (ANEXO Il), ap6s os mesmos terem sido
esclarecidos acerca dos objetivos do estudo e apoés leitura e assinatura do
termo de consentimento livre e esclarecido (ANEXO I11).

Os individuos do grupo controle foram selecionados na Academia da
Cidade e também no Clube de Oficiais da Policia Militar, em Belo Horizonte,
MG. Foi feita uma ficha com os dados e exames desses individuos que
também assinaram um termo de consentimento livre e esclarecido especifico
para este grupo (ANEXO 1V).

Esse estudo é do tipo caso-controle, no qual a comparacao se faz entre
um grupo de doentes (LLC) e um grupo de individuos sem a doenca estudada.

O tamanho da amostra foi calculado considerando a média dos valores
obtidos e desvios padrdo das principais variaveis do estudo. O nivel de erro
alfa ou nivel de confianga foi de 5% correspondendo a 95% de intervalo de
confianca. O nivel de erro beta ou poder estatistico (1-beta) foi de 20% e o
poder do teste maior que 80%. Por exemplo, considerando a variavel IL-4, e os
niveis estabelecidos acima, o tamanho amostral satisfatorio seria 75 individuos.
Foi considerada também a populacdo estudada, baseada no numero de
pacientes disponiveis para coleta no ambulatério considerando os fatores de
inclusé@o e exclusao, estado de saude do paciente no dia da coleta e a literatura

disponivel sobre o assunto.
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— Grupo 1: constituido por 80 pacientes com diagnostico de leucemia

linfocitica crénica (LLC),

— Grupo 2: constituido por 75 individuos sem diagndstico e histérico de

neoplasias e com exames laboratoriais de triagem dentro dos intervalos de

referéncia (grupo controle).

O fluxograma a seguir ilustra a selecdo dos pacientes e individuos

controles para cada teste realizado.

Fluxograma 1 - Selecédo dos pacientes e individuos controles

LLC: 91
pacientes

Outras

doencas N&o
recrutados:
9 pacientes

Recrutados:

Recusa 82 pacientes

Impossibilidade

ELISA: 80 gPCR em e
Perda2  pacientes tempo real qualidade ou
plasmas amplificagdo
hemolisados ruim ou baixa
,,,,,,,,,,,,,,,, quantidade
de RMA.
gPCR miRNA: aPCRAKT.

56 pacientes 60 pacientes

Analise final:
56 pacientes

CT: 80
individuos

Recrutados:
75 individuos

ELISA
75 individuos

Qutras
doengas

" Recusa
Nao
recrutados: Nio
5 individuos  comparecimento

Mio jejum

gEQB Perda:

44 individuos qualidade ou
amplificagdo
ruim ou baixa

guantidade
de RNA.

Legenda: CT, controle; ELISA, Enzyme-Linked Immunosorbent Assay; LLC, leucemia

linfocitica crénica; qPCR, reacdo em cadeia da polimerase em tempo real quantitativa.

Os dados clinicos e laboratoriais dos pacientes com LLC se encontram

no APENDICE |I.
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4.1.1 Critérios de inclusao

Foram incluidos pacientes com diagndstico confirmado de LLC
selecionados por médicos hematologistas do Servico de Hematologia do
Hospital das Clinicas da UFMG, de acordo com os critérios estabelecidos pela
Organizacdo Mundial de Saude (OMS), Sistema de pontuacdo de Matutes,
Estadiamento da leucemia linfocitica cronica (Classificacdo Rai) e Classificacdo
do Grupo de Trabalho Internacional (Binet).

Para o grupo controle foram incluidos individuos aparentemente higidos,
sem diagnéstico e historia de neoplasias hematolégicas, e idade e sexo
pareados com o0s pacientes com LLC. Alguns individuos apresentavam
hipertensdo e diabetes, dessa forma, para maior confiabilidade, foram feitos
hemogramas de todos os individuos, cujos parametros se mostraram dentro

dos intervalos de referéncia.

4.1.2 Critérios de exclusao

Foram excluidos do estudo os pacientes com diagnéstico de outras
doencas linfoproliferativas como leucemia prolinfocitica, leucemia de células
pilosas, linfoma esplénico com linfocitos pilosos e leucemia plasmocitica, além
dos linfomas Hodgkin e ndo-Hodgkin. Foram também excluidos pacientes que
tinham outras doencas que levam a organomegalias e doencas mieloides.

Para o grupo controle, foram excluidos os individuos com histérico familiar
de doencas neoplasicas hematologicas, em uso de antiinflamatérios ou acido
acetilsalicilico (AAS) (por alterarem 0s mecanismos apoptéticos), ou com

alteracdes significativas no hemograma.

4.1.3 Amostra bioldgica

Foram coletados 4,5mL de sangue total em tubos a vacuo com EDTA
(BD Vacutainer®, Franklin Lakes, Estados Unidos) que foram transportados em
caixa de isopor contendo gelo para o local de analise. A coleta da amostra de
sangue foi realizada no dia de atendimento dos pacientes com LLC no Servico
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de Hematologia do HC/UFMG. Foram coletadas, em média, amostras de
sangue de 6 pacientes por dia. Dos individuos controles foi coletada uma Unica
amostra de sangue de cada um antes de qualquer atividade fisica, na
Academia da Cidade e no Clube dos Oficiais da Policia de Minas Gerais.

Foram coletadas em torno de cinco amostras de sangue por dia.

As amostras foram processadas, com no maximo 1h apds a coleta, e
analisadas seguindo-se rigorosamente as instru¢des dos fabricantes dos kits
para cada reacdo realizada. O plasma foi separado utilizando a centrifuga
Heraeus Multifuge X3R (Thermo Scientific™, Waltham, Estados Unidos), a
1100 g por 15min, o RNA extraido imediatamente apds a coleta, tanto dos
pacientes quanto dos controles, e as amostras foram acondicionadas em
freezer -80°C (Ultra Freezer CL374-80V, freezer vertical, ColdLab, Piracicaba —
SP, Brasil) até 0 momento das analises laboratoriais.

4.2 Métodos

Os dados clinicos e laboratoriais dos pacientes foram obtidos a partir
das anotacbes nas fichas clinicas, além do acesso ao sistema
computadorizado e aos prontudrios arquivados no hospital. Todas as técnicas
foram realizadas na Faculdade de Farmécia da UFMG, nos laboratérios de
Hematologia, Bioguimica e no Laboratoério Interdisciplinar de Pesquisa em
Doencas Humanas.

O fluxograma a segquir ilustra as analises realizadas e a ordem seguida.
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Fluxograma 2 - Métodos

Freezer
-80°C
Coleta de H Extracéo Quantificacéo
sangue emograma do RNA do RNA
Separacio Confeccéo do Confeccéio
do plasma miRNA cDNA do cDNA
Freezer
Freezer -20°C
-80°C
gPCR em gPCR em
ELISA tempo real: tempo real:
IL-4 miRNAs AKT

Legenda: cDNA, DNA complementar; ELISA, Enzyme-Linked Immunosorbent Assay;

gPCR, reacdo em cadeia da polimerase em tempo real quantitativa.

4.2.1 Hemograma

A amostra colhida em EDTA foi utilizada para realizagdo do hemograma
no mesmo dia com no maximo 1h30 apds a coleta, no analisador hematolégico
Coulter T-890®, com o objetivo de obter as contagens de plaquetas, leucdcitos
totais, linfécitos absoluto e porcentagem, hemacias e dosagem hemoglobina.
Foram confeccionadas laminas com esfregaco do sangue periférico dos

pacientes para conferéncia dos aspectos citomorfoldgicos.
4.2.2 Extragdo do RNA
A extracdo de RNA do sangue total foi realizada com o kit TRIzol®

(Invitrogen™, Carlsbad, Califérnia, EUA) seguindo-se rigorosamente as

instrucbes do fabricante. A extracdo foi feita imediatamente ap0s cada coleta.
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Primeiramente foi adicionado ao sangue total uma solugéo de lise para lisar os
eritrocitos e, apos centrifugar e ressuspender o pellet de leucécitos, foi
adicionada uma solucdo contendo etanol capaz de lisar os leucdcitos.
Realizou-se um tratamento com DNAse e, apoOs lavagens, foi possivel
ressuspender o RNA em agua livre de RNase. As amostras de RNA foram

estocadas no freezer a -80°C até o momento de uso.

4.2.3 Quantificagdo do RNA

Uma aliquota de 1pL de cada amostra de RNA total foi quantificada
utilizando o espectrofotbmetro NanoVue Plus (GE Healthcare Life Sciences,
Little Chalfont, Reino Unido), nos comprimentos de onda de 260nm e 280nm.

A pureza das amostras foi verificada a partir da relagdo 260/280nm,
considerando a relacao (260/280) das densidades 6pticas (OD) igual ou maior

que 1.8, como referéncia de boa qualidade para uso.

4.2.4 Confeccédo do cDNA

O cDNA foi obtido utilizando o High-Capacity cDNA Reverse
Transcription kit (Life Technologies®, Carlsbad, Califérnia, EUA) para a
expressdo do mRNA da proteina quinase AKT. Foi adicionada uma aliquota de
2uL de cada iniciador 10 X RT (Random Primers) em cada tubo e, em seguida,
adicionado 0,8ul do mix RNA RT. Em cada tubo de RT foi adicionado 1ug da
amostra de RNA. O volume final de reacéo foi, portanto, de 20uL por tubo. Os
tubos foram devidamente fechados e centrifugados. Para a sintese do cDNA a
reacdo foi incubada a 25°C por 10 min; 37°C por 120 min; seguido de
aguecimento a 85°C por 5 min para desnaturacdo da enzima empregada. Os
tubos foram armazenados em freezer -20°C (FE26, freezer vertical, Electrolux,
Estocolmo, Suécia) até o momento de uso.

Para os miRNAs foi utilizado o kit miRNA 1st-Strand cDNA Synthesis Kit
(Agilent Technologies, Santa Clara, Califérnia, EUA) para confeccdo do cDNA
seguindo todas as etapas: poliadenilacdo, purificacgdo do RNA e a sintese,

conforme instrugdes do fabricante.
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4.2.5 PCR em tempo real

Uma vez sintetizado, o cDNA foi submetido & amplificacdo pela reagéo
em cadeia da polimerase em tempo real (QPCR) para quantificagéo relativa da
expressao da proteina quinase AKT e dos miRNAs hsa-let-7b-5p (miR-let-7b),
hsa-miR-26a-5p (miR-26a), hsa-miR-21-5p (miR-21) e hsa-miR-27a-3p (miR-
27a), utilizando o sistema Sybr Green (Agilent Technologies - Brilliant 11l Ultra-
Fast SYBR® Green QPCR Master Mix-modo fast), conforme protocolo. A PCR
foi realizada no equipamento Applied Biosystems StepOne - Real Time PCR
System (Thermo Fisher™, Waltham, Estados Unidos) para as analises da AKT
e no QuantStudio 3 - Real Time PCR System (Thermo Fisher™, Waltham,
Estados Unidos) para as analises dos miRNAs. A quantificacdo de cada
amostra foi realizada em duplicata e o0 método utilizado foi o de comparacédo de
AACt. O GAPDH foi usado como controle endogeno da reagédo para AKT e o
U6 para os miRNAs, além de uma amostra referéncia que foi escolhida dentre
os individuos do grupo controle como parametro de normalidade e utilizada
para todas as andlises.

Para a expressdo do mRNA da AKT, na ativacdo da polimerase o
equipamento foi programado para aquecer até 95°C por 3 minutos. Em
seguida, foram feitos 40 ciclos de desnaturacdo (95°C por 5 segundos),
anelamento e amplificacdo (62°C por 10 segundos). Na curva melt, a AKT
apresentou uma temperatura de melting (Tm) em torno de 89 e o GAPDH em
torno de 83, conforme mostra a figura 4 tirada dos resultados apresentados
pelo equipamento. Para os miRNAs na ativagéo da polimerase, 0 equipamento
foi programado para aquecer até 95°C por 3 minutos. Em seguida, foram feitos
40 ciclos de desnaturacdo (95°C por 5 segundos), anelamento e amplificagéo
(60°C por 10 segundos). A Tm para os miRNAs-let-7b, -26a, -21 e -27a foi em
torno de 75°C, enquanto o U6 que foi usado como controle enddgeno
apresentou a Tm em torno de 81°C, conforme mostra a figura 5. Todos esses

valores ficaram dentro do esperado, indicando a reprodutibilidade do ensaio.
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Figura 4 - Curva melt da AKT com Tm em torno de 89°C e do

GAPDH com Tm em torno de 83°C
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Legenda: Tm, temperatura de melting.

Figura 5 - Curva melt dos microRNAs com Tm em torno de 75°C e
U6 com Tm em torno de 81°C
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Legenda: Tm, temperatura de melting.
4.2.6 Determinacgdo dos niveis plasmaticos da IL-4

A concentragdo plasmatica da IL-4 foi quantificada pelo método
imunoenzimatico (ELISA-Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) seguindo
rigorosamente as instru¢cdes do fabricante. Foi utilizado o kit Human IL-4 ELISA
(ImmunoTools®, Gladiolenweg, Alemanha). O principio do teste consiste na
captura dos antigenos de IL-4 presentes no plasma por anticorpos de captura

anti-IL-4 humanos, fixados na superficie de uma microplaca.
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A sensibilizacdo da microplaca foi realizada com anticorpo monoclonal
de captura (fornecido pelo fabricante) diluido 1:100 em tampdo de fosfato
salino (PBS), conforme instrucdo do fabricante. A cada po¢o da microplaca
foram adicionados 100uL da solucédo de sensibilizagéo.

Apébs incubacdo overnight em refrigerador a -20°C, os anticorpos nao
ligados foram removidos por meio de lavagens sucessivas. As lavagens foram
realizadas com solugéo de PBS + 0,05% Tween 20.

Em seguida a lavagem foi feito o bloqueio, adicionando a cada poc¢o da
microplaca 300uL da solucao de bloqueio (PBS + 2% BSA + 0,05% Tween 20)
e, posteriormente, essa foi incubada por uma hora a temperatura ambiente.
Apés incubacédo, a solucdo de bloqueio foi desprezada e lavagens sucessivas
foram realizadas com solucdo de PBS + 0,05% Tween 20 (solucdo de
lavagem).

O calibrador do kit, que contém 50ng de rhlL-4, foi reconstituido com
PBS + 2% BSA + 0,05% Tween 20 e, posteriormente, realizado diluicbes
seriadas e a determinacéo da IL-4 foi feita em duplicata.

ApoOs a adicdo de 100uL dos calibradores ou amostras-testes diluidas a
cada um dos pocos, a microplaca foi incubada por duas horas a temperatura
ambiente (aproximadamente 25°C). Os antigenos nao capturados foram
removidos por lavagens sucessivas. Cada um dos pocos foi lavado cinco vezes
com PBS + 0,05% Tween 20. Em seguida, foi adicionado um volume de 100uL
do anticorpo detector biotinilado diluido 1:100 em PBS + 2% BSA + 0,05%
Tween 20. A microplaca foi incubada por duas horas a temperatura ambiente.
Posteriormente, foram realizadas lavagens sucessivas utilizando a solucao de
lavagem. A revelacao dos antigenos capturados na primeira etapa foi feita pela
reacdo da enzima peroxidase (HRP), ligada ao segundo anticorpo, com o
substrato TMB (3, 3’, 3, 5 -tetrametilbenzidina), gerando um produto de
coloragdo azul. Essa reacdo foi interrompida pela adicdo de 50uL acido
sulfarico (2M) e a cor no final da reacdo torna-se amarela. A absorbancia da
cor foi lida em 450nm e a intensidade dessa foi diretamente proporcional a
concentragéo de IL-4 na amostra plasmatica.

O limite de deteccéo do teste é de 2,3 pg/mL. A determinacao da IL-4 foi

realizada em 100puL de plasma em EDTA.
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A leitura das placas foi feita no leitor de placas VersaMax Microplate
Reader (Molecular Devices, Séo Jose, California, USA). A concentracéo de IL-4
de cada amostra foi detectada automaticamente pelo equipamento, sendo
baseada nas determinacfes obtidas das diluicdes dos calibradores. A curva
padrao teve cinco pontos em duplicata incluindo o branco (pontos: 500 pg/mL,
250 pg/mL, 125 pg/mL e 62,5 pg/mL) e um R? de 0,996.

4.2.7 Andlise estatistica

Os resultados foram analisados utilizando-se o programa “Sigma Stat”
versdao 2.03 e apresentados como média e desvio padrdo no caso de
distribuicdo normal, enquanto os resultados que ndo seguiram distribuicdo
normal foram apresentados como mediana e intervalo interquartilico. Foi
utilizado o teste de Shapiro Wilk para determinar se a distribuicdo era normal
ou ndo. Para as variaveis com distribuicdo normal foi empregada a analise de
variancia (ANOVA) seguido de teste de comparacdo multipla de Tukey para
comparacao de trés grupos, e para as situacoes de comparacdo de dois
grupos, foi realizado o teste t de Student. Para aquelas variaveis que néao
apresentaram distribuicdo normal, foi empregado o método ndo paramétrico de
KrusKal-Wallis seguido do teste de comparacdo mdultipla de Dunn’s para
comparacao de mais de dois grupos e o teste ndo paramétrico de Mann
Whitney para comparagcao de dois grupos. A investigacdo da correlacdo entre
os parametros estudados foi realizada pela correlacdo de Pearson para
variaveis quantitativas e Spearman para variaveis qualitativas. Foi considerado

significativo valor de p<0,05 e o intervalo de confianga foi de 95%.
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5. RESULTADOS

5.1 Caracterizacado dos pacientes e controles

Neste estudo foram envolvidos 155 individuos sendo 80 pacientes com
LLC e 75 controles. No entanto, por limitagdes técnicas, o nUmero de pacientes
e 0 de controles analisados nas expressfes génicas (proteina quinase AKT e
mMiRNAS) foi inferior ao descrito sendo um total de 100 individuos, 56 pacientes
com LLC e 44 controles.

Na tabela 1 sdo apresentados os dados demogréficos referentes aos

pacientes com LLC e o grupo controle.

Tabela 1 - Caracterizacdo dos pacientes com LLC e individuos do

grupo controle em relagdo ao sexo, média de idade e faixa etéria

Grupos N Homens Mulheres Idade* (anos)
67
LLC 56 31 25
(56-77)
71
Controles 44 17 27
(66-76)
Total 100 48 52 -
Valor de p - p=0,099 p=0,099 p=0,122
*Mediana

Legenda: LLC, leucemia linfocitica crénica.
Teste estatistico: Normalidade, Shapiro-Wilk; Comparacao de dois grupos, Mann-
Whitney.

A caracterizagdo dos pacientes em relacdo aos controles e quanto a
classificacdo de Binet e dados do hemograma sédo mostrados nas Tabelas 2 e
3. Os grupos B e C de Binet foram fundidos devido ao numero reduzido de

pacientes contidos nesses grupos.
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De todos os pacientes estudados, 36 foram classificados como baixo

risco (Binet A) e 20 como risco moderado/grave (Binet B+C).

Tabela 2 - Caracterizacédo dos pacientes em relagéo aos controles

guanto aos dados do hemograma

Grupo* Plaqsuetas Linfc’;citos Leuc()cigos totais Hemoglobina Hem3écias
(10%pL) (10%pL) (10%pL) (g/dL) (10%uL)
LLC 144,00 13,783 19,400 12,300 4,06
(n=56) (110,00-187,00) (4,650-37,392) (7,400-48,300) (10,600-13,700)  (3,420-4,770)
Controle 198,50 2,528 5,550 14,700 5,195
(n=44) (167,00-232,50) (1,996-3,117) (4,100-6,300) (13,300-16,400)  (4,565-5,550)
Valor de p p<0,001 p<0,001 p<0,001 p<0,001 p<0,001

*Resultados em mediana e intervalo interquartilico

Legenda: LLC, leucemia linfocitica crénica.

Teste estatistico: Normalidade, Shapiro-Wilk; Comparacao de dois grupos, Mann-

Whitney.

Tabela 3 - Caracterizacdo dos pacientes em relacéo a classificacéo

de Binet e dados do hemograma

Grupo* Plaquetas Linfécitos Leucécitos totais Hemoglobina Hemacias
P (10%uL) (10%pL) (10%pL) (g/dL) (103/pL)**

A 170,000 15,491 20,000 12,750 4,23
(n=36) (126,000-200,000)  (5,784-36,220) (8,777-44,947) (11,450-14,425) (+1,060)

B+C 106,000 11,660 17,200 10,900 3,629
(n=20) (63,000-140,000)  (4,264-44,792) (5,200-50,900) (9,800-13,000) (+0,923)

Controle 198,500 2,528 5,550 14,700 5,162
(n=44) (167,000-232,500)  (1,995-3,117) (4,100-6,300) (13,300-16,400) (+0,715)
p value p<0,0520 p<0,05°4 p<0,05 ©d p<0,052° p<0,052°f

aCT x B+C; PCT x A; CA X CT; 9B+C x CT; ®B+C x A: A x B+C

*Resultados em mediana e intervalo interquartilico

*Resultados em média e desvio padréo

Legenda: LLC, leucemia linfocitica crénica
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Teste estatistico: Normalidade, Shapiro-Wilk; comparagdo de trés grupos,

ANOVA: Kruskal-Wallis seguido de comparagao multipla, Dunn’s e Holm-Sidak.

Diferenca significativa foi observada no nimero de plaquetas e heméacias
tanto entre os grupos A e B+C e também quando comparados ao grupo
controle, estando reduzido nos pacientes com LLC (p<0,05). Também houve
diferenga quanto ao numero de linfécitos, mais elevado nos grupos A e B+C
em relacdo aos controles (p<0,05). Ao analisar os leucdcitos totais observou-se
diferenca entre os grupos A e B+C comparados aos controles, sendo
significativamente mais elevada nos pacientes com LLC (p<0,05). Em relacdo a
hemoglobina, os niveis foram significativamente reduzidos nos pacientes
independente do grupo de Binet quando comparados aos controles (p<0,05).

Apesar da diferenca de valores de referéncia para a hemoglobina entre
homens e mulheres, observou-se que, quando analisados separadamente, a
diferenca dos niveis de hemoglobina continuou sendo significativa entre
homens [p<0,001; LLC: mediana=12,350g/dL  (10,125-14,150); CT:
mediana=14,400g/dL (13,250-15,750)] e mulheres [p<0,001; LLC: mediana
12,200g/dL (11,000-13,600); CT: mediana=14,350g/dL (13,300-16,075)] sendo

mais elevados nos controles quando comparados aos pacientes.

5.2 Expressao génica da proteina quinase AKT

A avaliacdo do mRNA da AKT foi feita nas amostras de 56 pacientes e
de 44 controles. Houve um aumento significativo da expressdo génica do
MRNA da AKT nos pacientes quando comparados aos controles (p=0,015).
Quando estratificados de acordo com o estadiamento da doenca, foi
observada diferenca significativa entre os grupos, sendo mais elevada no grupo
B+C (p<0,05). O grupo de Binet B+C também se mostrou com expressao de
AKT elevada quando comparado aos controles (p<0,001), nesse grupo tiveram
trés pacientes que com valores destoantes de expressédo de 74,25, 200,53 e
1002,97. Os valores observados para a relacdo entre a expressao génica de

AKT para cada grupo de Binet estdo representados no Grafico 1 e na Tabela 4.
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Gréfico 1 - Expresséo génica da AKT no grupo Binet A, Binet B+C e

grupo controle

p=0,015"

p=0,05 p=0,001
1,38
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0.4
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0 Binet A Binet B+C Controle

Expressao do mRNA da AKT
(fold change)

*valor de p entre pacientes com LLC e controles

**Valores em mediana

Tabela 4 - Expressado génica de AKT em relacao a classificacdo de

Binet
Grupo* AKT
A 0,252
(n=36) (0,0963-1,650)
B+C 1,380
(n=20) (0,280-25,970)
Controle 0,200
(n=44) (0,068-0,780)
p value p<0,052b

aB+C x CT;PB+C x A
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*Resultados em mediana e intervalo interquartilico
*Grupo Binet A e Binet B+C

5.3 Expressao génica dos microRNAs

A expressdo génica dos miRNAs foi realizada em 56 pacientes e em 44
controles. A tabela 5 mostra os valores da expressao génica para cada miRNA.
Houve diferencas significativas na expressdao génica do miRNA-let-7b
(p<0,001) e do miRNA-26a (p<0,001), ambos supressores de tumor, sendo
significativamente reduzidos nos pacientes com LLC quando comparados aos
controles. Considerando a expressao génica do miRNA-let-7b, os pacientes
tiveram uma mediana de expressao de 0,066 enquanto os controles tiveram
mediana de 1,36. Alguns pacientes Binet B+C apresentaram expressao zero ou
muito proximo de zero. Quanto ao miIRNA-26a, a maioria dos pacientes
também apresentou expressdo baixa com mediana de 0,20, enquanto 0s
controles tiveram mediana de 1,37.

N&o houve diferencas significativas quando comparados o0s pacientes e
controles para os miRNAs-21 e -27a, ambos oncogenes. Entretanto, alguns
pacientes apresentaram expressoes consideravelmente destoantes em relacéo
aos demais. Considerando a expressdo génica do miRNA-21, a maioria dos
pacientes apresentou expressdo média em torno de oito, enquanto dois
pacientes Binet A atingiram 144,76 e 243,17, e um paciente Binet B+C atingiu o
valor de expressdo de 145,48. Em relagdo ao miRNA-27a, a maioria dos
pacientes Binet A apresentou expressdo baixa, mas alguns pacientes se
destacaram com expressao de 38,01, 27,68 e 15,66, enquanto os pacientes
Binet B+C tiveram um aumento maior com destague para dois pacientes com
expressdo de 687,9 e 102,61. Nao houve diferencas significativas quando

comparados os pacientes entre 0s grupos de Binet.
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Tabela 5 - Expressao génica dos microRNAs nos pacientes com

LLC e controles

Grupo* miR-let-7b miR-26a miR-21 miR-27a
LLC 0,0660 0,207 0,270 0,250
(n=56) (0,028-0,270) (0,049-0,435) (0,079-3,470) (0,080-1,090)
Controle 1,360 1,370 0,360 0,635
(n=44) (0,378-2,430) (0,500-3,320) (0,120-1,800) (0,159-1,995)
Valor de p p<0,001 p<0,001 p=0,614 p=0,125

*Resultados em mediana e intervalo interquartilico

Legenda: LLC, leucemia linfocitica crénica.

Teste estatistico: Normalidade, Shapiro-Wilk; Comparacao de dois grupos, Mann-

Whitney.

Os Gréficos 2 e 3 ilustram a mediana dos valores de expressao génica

de cada miRNA, de acordo com os grupos dos pacientes com LLC e controles.

Gréfico 2 - Mediana dos valores da expressado génica de cada

MiRNA de acordo com o grupo dos pacientes com LLC e controles
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Grafico 3 - Mediana dos valores da expressao génica de cada
MiRNA de acordo com o grupo de Binet, A ou B+C e controles

p=0.05

1.4
1.2
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fold change)

*Valor de p entre os grupos de Binet.

Visando identificar os pacientes com maior potencialidade de pior
evolucdo, foram investigadas correlacbes entre as novas variaveis (AKT e
mMiRNAs) avaliadas nesse estudo e os parametros laboratoriais de uso
convencional na LLC (dosagem de hemoglobina, nimero de leucdcitos total,
linfocitos, plaquetas, e outros parametros apresentados no APENDICE ). As
seguintes correlagcdes foram significativas (Spearman; p<0,05): AKT versus
estadiamento de Binet, r=0,584 e p=0,0258, miR-27a versus miR-21, r=0,400 e
p=0,004; miR-27a versus miR-let-7-b, r=-0,331 e p=0,01; miR-let-7b versus
miR-26a, r=0,327 e p=0,01; miR-27a versus beta2-microglobulina, r=0,640 e
p=0,01.

5.4 Concentracdo plasmatica de IL-4

A concentragéo plasmatica de IL-4 foi quantificada em 80 pacientes com
LLC e em 75 controles. Nao houve diferencas significativas entre o sexo
(p=0,561) ou idade (p=0,060) entre os pacientes comparados aos controles
(Tabela 6). Diferenca significativa foi observada quando comparados os niveis

de IL-4 entre pacientes e controles (p<0,001), estando o0s niveis desta
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interleucina mais aumentados nos controles quando comparados aos pacientes

conforme mostra a tabela 6 e também o Gréfico 4. Dentre os pacientes, 26

eram Binet B+C e 54 Binet A e, quando comparada a quantificacdo da

interleucina entre os grupos de Binet, ndo foram encontradas diferencas

significativas, embora dois pacientes Binet B+C tenham apresentado os valores

mais altos (1004,38pg/mL e 1134,01pg/mL), mesmo quando comparamos com

os valores dos controles.

Tabela 6 — Niveis plasméaticos de IL-4

Idade IL-4
*

Grupo Homens Mulheres (anos) (pg/mL)

LLC 36 44 67,700 90,802
(n=80) (58,200-77,050) (55,309-157,160)

Controle 37 38 71,000 201,914
(n=75) (66,500-77,500) (152,531-282,160)

Valor de p p=0,561 p=0,561 p=0,060 p<0,001

*Resultados em mediana e intervalo interquartilico

Legenda: LLC, leucemia linfocitica crénica; IL-4, interleucina 4.

Teste estatistico: Normalidade, Shapiro-Wilk; Comparagédo de dois grupos, Mann-

Whitney.



Gréfico 4 - Representacdo dos niveis plasmaticos de IL-4 dos

pacientes com LLC versus controles
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*Dados apresentados em mediana e intervalo interquartilico

Legenda: LLC, leucemia linfocitica crénica; IL-4, interleucina 4.
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6. DISCUSSAO

6.1 Caracterizacdo dos pacientes

A avaliacdo da caracterizac@o laboratorial dos individuos participantes
do presente estudo mostrou resultados dentro do esperado.

A mediana de idade dos pacientes avaliados ndo apresentou diferenca
significativa quando comparada a do grupo controle. Como ja relatado a LLC
acomete majoritariamente idosos com a idade média de 65 anos podendo,
excepcionalmente, acometer jovens e adultos (CHIATTONE; FALCAO, 2005).

Os estagios mais avancados, tanto de Rai quanto de Binet, sdo
caracterizados por uma anemia e/ou trombocitopenia (GONCALVES et al.,
2009). Nos pacientes envolvidos no estudo observou-se uma queda
significativa de plaquetas e da hemoglobina naqueles classificados como Binet
A e ainda maior nos B+C, quando comparados aos controles. Dessa forma,
estes dados estdo de acordo com o esperado. A maioria dos pacientes desse
estudo era Binet A, o que sugere avancos no diagnostico precoce nha
populacao, ainda que existam diferencas sociais, econémicas e culturais.

Sabendo que a LLC é uma doenca caracterizada pelo acumulo de
pequenos linfécitos B monoclonais no sangue, medula dssea e tecido linfoide
(ALLEN et al., 2014), no presente estudo também foi observada uma linfocitose
a qual foi significativamente maior em ambos o0s grupos, A e B+C, em relacao
aos individuos controles. Como esta linfocitose leva a uma leucocitose, os dois
grupos também apresentaram os leucdcitos totais significativamente superior

aos do grupo controle.

6.2 Aumento da expressdao génica da Proteina quinase AKT nos
pacientes com LLC

A analise dos dados da AKT revelou maior expressdo do mRNA nos
pacientes com LLC como um todo, em relacdo aos controles. Porém, é

possivel detectar que nem todos 0s pacientes aparesentaram alta expressao
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da AKT, sendo que a mediana dos pacientes (0,615) se insere dentro do
intervalo interquartilico do grupo controle (0,068-0,785). Por outro lado, no
grupo dos pacientes, valores bem superiores de AKT foram observados
(Q3=3,470) demonstrando uma tendéncia de aumento significativo. Quando se
reporta aos dados de AKT estratificados segundo o estadiamento de Binet, é
possivel observar que o subgrupo B+C apresentou valores significativamente
mais altos em relagdo aos controles e ao subgrupo A. Dessa forma, pode-se
admitir que o aumento de expressdo do mRNA da AKT foi consistente com as
formas mais graves da LLC, sinalizando assim para um valor progndstico
desfavoravel deste biomarcador. No entanto, cumpre ressaltar que alguns
pacientes do subgrupo A também apresentaram maior expressao do mRNA da
AKT (Q3=1,655), 0 que sugere que tais pacientes devam ser acompanhados
com maior frequéncia e rigor clinico visando a identificacdo daqueles que
evoluirdo desfavoravel e precocemente.

Quando foram comparados os resultados de AKT com os parametros
incluidos na classificacdo de Binet, como dosagem de hemoglobina, leucdcitos
totais e de linfocitos, e contagem de plaguetas, foi possivel verificar
consisténcia entre o primeiro parametro analisado e os convencionais. Dessa
forma, valores mais altos de expressdo do mRNA da AKT no subgrupo B+C
coexistiram com valores mais baixos de hemoglobina e de plagquetas e mais
altos de leucdcitos totais e de linfécitos. Ao contrario, no subrupo A, valores
mais baixos de AKT coexistiram com valores menos reduzidos de hemoglobina
e de plaguetas e menos elevados de leucécitos totais e de linfocitos. Tais
achados permitem atribuir um potencial valor prognéstico a avaliacdo da
expressdo do mRNA da AKT, ja que a principio, este novo biomarcador parece
estar relacionado estreitamente com as taxas de hemoglobina, e contagens
de leucécitos totais, linfocitos e plaquetas. Quando foram exploradas as
correlacdes entre AKT e os parametros da classificacdo de Binet foi possivel
verificar que, de fato, a AKT se correlacionou com 0s parametros acima
tradicionalmente utilizados para estadiamento da LLC.

Considerando que a evolucéo clinica do paciente com LLC né&o pode ser
prevista apenas com os biomarcadores que ja estdo disponiveis e, com base
nos nossos achados, € oportuno recomendar a inclusdo da avaliacdo da

expressdo do mRNA da AKT, considerando a viabilidade da analise, no elenco
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de biomarcadores com potencial valor prognostico, certamente agrega valor ao
que ja existe.

Cumpre ressaltar que os dados relacionados a expressao do mRNA da
AKT estdo em concordancia aos relatados por Singh e colaboradores (2017),
0S quais demonstraram que em linhagens celulares de camundongos com LLC
a inibicdo da sinalizacdo de PI3k e AKT levou a reducdo significativa da
sobrevivéncia das células. Esse mesmo estudo e outros (CHENG et al., 2014;
PALACIOS et al., 2015), reportaram que o tratamento dessas linhagens
celulares com novos alvos de tratamento como pequenas moléculas
especificas para Btk (lbrutinib) ou PI3k (Idelalisib), que estéo relacionadas com
a inibicdo da via da AKT, levam a reducdo da viabilidade, da adeséo
dependente de fibronectina e da proliferacdo celular.

Ainda relacionados aos nossos achados, Chapman e colaboradores
(2017) relataram o papel e a importancia da AKT na sobrevida, crescimento e
proliferacdo dos linfécitos B na LLC por meio da estimulacdo de CD40. Esse
estudo também confirmou que a ativacdo celular estd acompanhada da
reducdo de PTEN (Phosphatase and tensin homolog), um importante supressor
celular, pela ativacdo do miRNA-22 que também promove a ativacdo de AKT
(LIU et al., 2015; PALACIOS et al., 2015; CHAPMAN et al., 2017). Por meio de
uma co-cultura com células de LLC e uma camada de fibroblastos expressando
CD154, em comparacdo com uma cultura controle contendo apenas
fibroblastos, ficou clara a importancia da estimulacdo da AKT por CD40
induzindo a sobrevida celular, uma vez que o CD154 dos fibroblastos foi capaz
de ativar CD40 e, consequentemente, a AKT (CHAPMAN et al., 2017). Nesse
mesmo estudo foi demonstrado, pela primeira vez, que a AKT, via mTOR
(mammalian target of rapamycin) e por ativar proteinas de sintese e inibir
proteinas de degradacéo, € peca essencial para o crescimento celular induzido
por CD40 (CHAPMAN et al.,, 2017). Este estudo também demonstrou que a
inibicdo de AKT inibiu a proliferacdo celular na LLC, mas n&o inibiu em
linfécitos B normais. Os autores sugeriram que tal fato pode ser explicado pelo
aumento da estimulacédo de AKT via inducdo de CD40+, IL-4 ou IL-21 na LLC
quando comparado ao linfécito B normal. Quando testado um novo inibidor
seletivo da AKT, o AZD5363 em combinagcdo com Bendamustina, a inibigao foi

consideravelmente mais eficaz, além de ter promovido maior sensibilidade das



56

células ao quimioterapico. Do ponto de vista clinico, esse estudo ressaltou a
importancia de uma combinacdo de quimioterpicos e inibidores de AKT para
aumentar a citorreducao (CHAPMAN et al., 2017).

Choudhary e colaboradores (2015), reportaram a importancia da
combinacdo de agentes quimioterapicos com inibidores da via de sinalizacéo
de AKT. Esses autores evidenciaram que a ativagao de AKT levou ao aumento
de expressdo de Mcl-1 e bcl-xL (proteinas antiapoptoticas), com consequente
sequestro de BIM (proteina pré-apoptoética) impedindo a inibicdo celular por
ABT199 (inibidor de bcl-2). Assim, este estudo ressaltou a importancia de
agentes inibidores da via PI3K/AKT/mTOR em combinagcdo com outras drogas
no tratamento de doencas linfoides malignas. Foi demonstrado que o uso do
novo inibidor de AKT, o OSU-T315, teve como beneficio a ativacdo da
apoptose dependente de caspase pela supressdo de BCR, do CD49d e do
receptor tipo Toll 9 (TLR-9). In vivo, o novo inibidor promoveu 0 aumento de
sobrevida nos modelos de ratos, indicando que o OSU-T315 tem potencial
terapéutico na LLC (LIU et al., 2015), embora novos estudos sejam
necessarios.

Além disso, Larsen e colaboradores (2017), testaram o MK-2206,
também inibidor de AKT, em combinacdo com Bendamustina e Rituximab, em
um estudo de fase I/ll, em pacientes com LLC refrataria. Neste estudo, o MK-
2206 foi administrado em 30 pacientes, uma semana antes dos outros
medicamentos, e mostrou taxa de resposta global de 92% e uma mediana de
progressao livre da doenca e sobrevida livre de tratamento de 16 e 24 meses,
respectivamente. Dessa forma, os autores concluiram que o tratamento com o
inibidor de AKT combinado com quimioimunoterapia € promissor e merece
novos estudos.

Uma sumula dos nossos resultados relacionados a expresséao génica de
AKT indica um aumento da expressao desta nos pacientes com LLC quando
comparados aos controles. Todavia, vale lembrar que um aumento expressivo
e significativo da sua expresséao foi observado entre os grupos de Binet, sendo
maior no grupo B+C, sugerindo fortemente que a expressao de AKT deve
aumentar com o agravamento da doenca. Além disso, houve correlacéo
moderada e significativa entre a expressao de AKT com o estadiamento de

Binet (r=0,584 e p=0,0258). Tais achados ressaltam o papel da AKT na
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proliferacdo celular e na resisténcia a apoptose, em concordancia com o0s
estudos encontrados na literatura. Cabe ressaltar também que, dentre os
pacientes de Binet B+C que tiveram expressao elevada deste marcador, uma
paciente chamou atencdo por apresentar expressdo de AKT de 74,25 e
também aumento significativo de miR-27a e miR-21, ambos oncogenes, e
ainda reducéo significativa de miR-let-7b, supressor tumoral. Essa mesma
paciente apresentou, em seus Ultimos exames quando comparados aos do dia
da coleta, aumento consideravel de ureia e creatinina, aumento destoante de
LDH (no ultimo exame realizado foi 5137U/L), aumento de bilirrubinas totais,
direta e indireta, reducao consideravel de plaquetas (no ultimo exame realizado
foi 13x10%uL), manteve o nimero de hemacias e hemoglobina baixos
(2,2x10%/uL e 6,7g/L, respectivamente) e apresentou reducdo dos leucdcitos
totais e de linfocitos (de 98% para 65%) provavelmente em resposta ao
tratamento quimioterapico. Um outro paciente com expressdo de AKT de
200,53 também apresentou expressao elevada do miR-21. Dessa forma,
observa-se que a expressdao dos marcadores avaliados no presente estudo
pode indicar evolugcédo da doenca e agravamento da situacdo do paciente, uma
vez que marcadores de progressdo aumentados e um microRNA supressor
tumoral reduzido foram observados.

Como ja é conhecido, as células da LLC apresentam a sinalizacdo do
receptor BCR de forma aberrante, promovendo a ativacdo da tirosina quinase
Bruton kinase (Btk) que € essencial para a ativacdo de vérias vias de
sobrevivéncia celular, como a via AKT, ERK e NF-kB. Com a ativacdo dessas
vias ocorre um aumento da proliferacdo e sobrevida celular, mecanismo
caracteristico da patogénese da LLC (CHENG et al., 2014).

Tendo em vista os achados associando o desempenho da AKT a um
papel critico na sobrevida celular, esta vem se tornando um importante objeto

de estudo de mecanismo e potencial alvo terapéutico.

6.3 MicroRNAs

Alteragbes nos miRNAs estdo sendo estudadas em muitos tumores, o

que motivou a avaliacdo de alguns destes na presente investigacao,
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principalmente a luz do conhecimento da capacidade dos miRNAs de modular
a expressao génica. Sabe-se que o ciclo celular, a proliferagédo celular e,
principalmente, as vias de apoptose sofrem forte influéncia desta modulacéo,
cuja alteracdo pode afetar varios processos patologicos, particularmente o

processo apoptotico dos linfocitos na LLC.

No presente estudo, foram investigados o miR-let-7b, 0 miR-26a, o0 miR-
21 e 0 miR-27a em pacientes com LLC e em individuos saudaveis. Uma analise
dos Graficos 2 e 3 evidencia uma grande heterogeneidade nos resultados dos
miRNAs. Um fato que chama a atencéo € o perfil diferente do miR-let-7b e o
miR-26a em relac&o aos outros perfis. Em outras palavras, o miR-let-7b e miR-
26a foram mais expressos no grupo dos controles em relagcdo aos pacientes,
enquanto miR-21 apresentou uma tendéncia ao aumento nos pacientes,
especialmente no subgrupo B+C. Dessa forma, pode-se aventar a hipétese de
gue dos miRNAs investigados nesse estudo, o0 miR-let-7b e 0 miR-26a possam
ser 0s mais importantes como fator progndstico desfavoravel. No entanto, deve-
se avaliar as caracteristicas individuais objetivando explicar tais achados

discrepantes e associacdo com outros fatores progndsticos.

Uma vasta revisao da literatura ndo revelou muitos estudos associando
diretamente os citados miRNAs com LLC. Dessa forma, serd abordada a
funcdo especifica de cada um dos miRNAs, na tentativa de estabelecer alguma

associacao entre um tipo especial de miRNA e LLC.

6.3.1 Reducédo da expressao génica do miR-let-7b nos pacientes com
LLC

A familia dos miRNAs-let-7 regula func¢des celulares importantes como a
sinalizacdo de sobrevida, a diferenciagdo, o controle metabodlico e também a
utilizacdo de glicose celular. Algumas espécies de let-7 como o let-7a séo
codificados em diferentes loci do genoma e grande parte deles s&o de funcéao
redundante. As isoformas de let-7 em mamiferos sdo amplamente distribuidas
nos tecidos e exibem regulacdo temporal, aumentando durante o
desenvolvimento e a diferenciacéo celular. O tempo de expressdo do miR-let-7

€ determinado tanto de forma transcricional quanto pdés transcricional. Os
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mecanismos que regulam o miR-let-7 diferem dependendo dos fatores de cada
isoforma especifica, do estadgio de desenvolvimento e do tipo de tecido
(REINHART et al., 2000; FROST; OLSON, 2011).

Joshi e colaboradores (2016) reportaram que 0 miR-let-7a estava
diminuido em ratos adultos com oclusdo coronariana e também em miocitos
ventriculares de camundongos neonatal submetidos a hipoxia. A hipoxia
também levou a estimulacdo da proteina de ligacgdo ao RNA Lin28, um
regulador negativo de miR-let-7 que o degrada ou bloqueia, por meio das
enzimas drosha ou dicer, inibindo-o0. A restauracdo de miR-let-7 nesses casos
possibilitou a ativacdo e fosforilacdo de AKT e preveniu a morte celular. A
PIK3IP1 (phosphotidyl inositol 3’kinase interacting protein 1), regulador
negativo de PI3K, foi identificada como novo alvo de miR-let-7 (BRIATA et al.,
2012; JOSHI et al., 2016).

A expressao do miR-let-7 na maioria dos canceres humanos incluindo
cancer de células tronco é significativamente reduzida. A principal funcdo
desse miIRNA € a de supressor tumoral (ESQUELA-KERSCHER; SLACK,
2006). O miR-let-7 se mostrou um regulador direto da expressao de K-ras em
células humanas. Um estudo mostrou que no cancer de pulmao a expressao
de let-7 estava diminuida enquanto a de K-ras estava aumentada nas células
cancerosas e vice-versa em células normais (NAIR; MAEDA; IOANNIDIS,
2012). Nesse mesmo sentido, um outro estudo (APPARI et al., 2014) teve
como foco o tratamento de adenocarcinoma pancreatico ductal na inducédo de
miR-let-7 com consequente reducdo de K-ras. Em muitos tipos de cancer a
diminuicdo do miR-let-7 esta associada ao pior prognostico dos pacientes
(NAIR; MAEDA; IOANNIDIS, 2012).

Recentemente, Qu e colaboradores (2018) avaliaram a modulagdo de
Lin28B, que participa da promogéo e desenvolvimento de tumores humanos
por bloguear o miR-let-7, suprimindo-o, e observaram o aumento desse miRNA
em células de adenocarcinoma pulmonar. Estes dados sugerem que o Lin28B
apresenta potencial para ser foco do tratamento de pacientes com céancer de

pulmé&o com reducéo de miR-let-7.

Sabe-se que o Lin28 é conhecido por inibir o miR-let-7 e da mesma

forma o miR-let-7 pode reprimir a expressdo de Lin28. Os dois apresentam
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papel importante na diferenciacdo e no desenvolvimento celular, no entanto,
nao se sabe muito sobre o efeito deles na hematopoese (GUO; LI; FENG,
2009). Li e colaboradores (2012) mostraram que o Lin28 estava diminuido
enguanto o miR-let-7 estava aumentado durante o processo de diferenciacéo
de megacariocitos. Além disso, a interacédo entre o Lin28 e o let-7 teve impacto
na diferenciacdo dos eritrocitos em células K562 (células leucémicas). Nesse
mesmo estudo, foi reportado pela primeira vez que o Lin28 é alvo do miR-181.
Durante a diferenciacdo de megacariécitos a expressao de miR-181 estava
aumentada e pode ter promovido a diferenciacédo celular por diminuir Lin28 e
aumentar let-7. Esses dados sugerem que o Lin28 e o let-7 tem papel
importante na diferenciagdo hematopoiética. No entanto, novos estudos sédo
necessarios para esclarecer alguns mecanismos, bem como demonstrar a
importancia do miR-181 nesse processo (HAGAN; PISKOUNOVA; GREGORY,
2009; LI et al.,2012).

No presente estudo, foi observada diferenca significativa entre os
pacientes com LLC e controles, sendo a expressdo mais elevada no grupo
controle para o miR-let-7b. Tal fato sugere associacdo entre reducdo de miR-
let-7b e pior prognéstico, como encontrado em outros estudos com células
cancerigenas. Além disso, 0 miR-181 tende a estar diminuido e associado ao
pior progndstico nos casos de LLC. Li e colaboradores (2012) sugerem que a
reducdo de miR-181 pode estar relacionada com o aumento de Lin28 e
consequente reducao de let-7.

Importante notar que um estudo (ADMONI-ELISHA et al., 2016) que
buscou novas proteinas relacionadas com LLC demonstrou, pela primeira vez,
0 aumento da expressdo da proteina MAVS (Mitochondrial antiviral-signaling
protein), uma proteina mitocondrial que age ligada a VDAC1 (voltage-
dependent anion channel 1) e modula a atividade de proteinas antiapoptoticas
levando a resisténcia celular a apoptose. Apos pesquisa nas bases miR Base e
Star Base (mirbase.org; starbase.sysu.edu.cn), bases de dados de miRNAs e
seus alvos, foi observado que o miR-let-7b esta correlacionado com a MAVS
sugerindo que essa proteina possa estar desregulada na LLC pela alteracédo da
modulacdo desse miRNA.

Sumarizando, os resultados do presente estudo, referentes ao miR-let-

7b, podem estar sinalizando para um outro biomarcador com potencial valor
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prognoéstico desfavoravel na LCC, uma vez que a expressao desse miRNA se
correlacionou inversamente com o miR-27a, oncogene, e diretamente com o
miR-26a, também supressor de tumor. Sabendo-se que o miR-let-7b apresenta
funcdo de supressor tumoral, pode-se hipotetizar que uma baixa expressao
desse inibidor tumoral possa favorecer a proliferacdo celular particularmente
dos linfocitos. A luz do conhecimento que o miR-let-7b funciona como
sinalizador de sobrevida e supressor tumoral, ou seja, pouco expresso em
pacientes com varios tipos de cancer, esperar-se-ia de fato uma reducdo

consideravel de sua expressdo também na LLC.

6.3.2 Reducdo da expressdo génica do miR-26a nos pacientes com LLC

O miR-26 apresenta um papel de supressor tumoral e se mostra
importante na regulagéo da carcinogénese e da progressao tumoral (GAO; LIU,
2011). O papel de supressor tumoral desse miRNA deve-se ao fato de ele agir
inibindo a proliferacdo, induzindo a apoptose celular. No entanto, o0 miR-26
aparece diminuido em muitos tipos de canceres. Foi observado uma relacdo
inversa entre o miR-26 e a IL-6, 0 que sugere que a acdo desse miRNA na
tumorigénese e na inflamacdo pode ser pela desregulacdo dessa interleucina
(YANG et al., 2013; ZHANG et al., 2013). Um estudo (CHYI-YING et al., 2016)
mostrou que 0 miR-26 diminuiu a producdo de IL-6 e a sinalizacdo de TNF-
a/NF-xB. Dessa forma, os pesquisadores concluiram que a reducdo do miR-26
levava ao pior prognéstico em pacientes com adenocarcinoma pulmonar.

Um outro estudo (FANGFANG et al., 2017), com células de carcinoma
hepatocelular, mostrou que a quimioterapia com doxorrubicina induzia a
autofagia porém, diminuia os niveis de miR-26. Mostraram também que o miR-
26 tem como alvo a ULK1, um iniciador da autofagia, a nivel pos transcricional.
Ainda, esse estudo demonstrou, pela primeira vez, que o miR-26 pode
promover a apoptose e também sensibilizar as células do carcinoma
hepatocelular a quimioterapia suprimindo a expressdo de ULK1. Os mesmos
autores observaram também que nos casos em que esse MIRNA estava
diminuido havia consideravel resisténcia a quimioterapia. Concluindo, esses

pesquisadores sugeriram, apos testes em células, em amostras clinicas e
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testes em ratos, que o miR-26 pode ser usado juntamente com a quimioterapia
como uma estratégia terapéutica mais eficaz.

Qiu e colaboradores (2017) mostraram que 0 miR-26 estava diminuido
no cancer gastrico e que essa reducao estava significantemente associada a
baixa sobrevida dos pacientes. A alta expressdao do miR-26 levou a supressao
da proliferacédo, migracao, invaséo e formacao de colbnias celulares e também
induziu a apoptose celular quando comparada aos controles. Dessa forma,
esse MIRNA se mostrou como um potencial biomarcador de prognostico
independente para a predicdo de sobrevida em pacientes com cancer gastrico.
Em concordancia, Jayaraman e colaboradores (2017) também encontraram
uma reducdo do miR-26 em cancer de endométrio.

Sabe-se que a desregulacdo do c-Myc € uma alteracdo comum em
varios tipos de canceres, incluindo a LLC. Um estudo (LI et al., 2017) realizado
com carcinoma de células escamosas do eséfago, um dos canceres mais letais
do mundo, observou uma relagéo entre o miR-26 e alteragdes no c-Myc. Os
pesquisadores observaram nos pacientes com esse tipo de tumor uma reducao
de mais de 50% do miR-26 mesmo em estagios iniciais da doenca. Esse
MIiRNA apresentou fungéo de inibidor do crescimento celular e teve como alvo
a proteina ligante de MYC (MYCBP) podendo diminuir consideravelmente essa
proteina e também os genes alvo de c-MYC neste tipo de tumor. Em suma, o
miR-26 pode ser um alvo potencial de prevencdao e tratamento do carcinoma de

esoOfago.

Um outro estudo (CHEN et al., 2017) abordando fibrose da lente ocular e
catarata, doencas com transicdo de epitélio-mesenquimal (EMT), mostrou que
0 MiR-26 apresentou papel importante na inibicdo da proliferacdo e migracéo
dessas células, sendo crucial para impedir a progressdo da doenca.
Interessantemente, 0s investigadores mostraram que esse MIRNA age
suprimindo a via Jagged-1/Notch, via ativada em doencas do EMT. Dessa
forma, doencas fibréticas e também cancer em metastase podem ter o miR-26
e a via de Notch como alvo para o tratamento.

No presente estudo, foram encontradas diferencas significativas na
expressao do miR-26a, sendo mais elevada no grupo dos controles em relacéo

aos pacientes com LLC. Também observou-se correlagdo direta com a
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expressdo de miR-let-7b, outro supressor tumoral. Pode-se observar que a
expressédo do miR-26a tende a ser menor que a dos outros miRNAs estudados
nesse trabalho, e tende a ser ainda menor nos pacientes em estagio avancado
(Binet B+C). Embora ndo tenham sido encontrados estudos no ambito das
doencas oncohematoldgicas, faz-se necessaria a pesquisa desse miRNA uma
vez que ele estd envolvido com as vias de Notch, c-Myc e NF-xB, vias
conhecidamente alteradas na LLC.

Admoni-Elisha e colaboradores (2016) em seu estudo com novos
biomarcadores potenciais na LLC, reportaram algumas novas proteinas que
nao teriam sido ainda correlacionadas com a doenca, dentre essas, a VDACL.
A VDAC1 é uma proteina relacionada ao metabolismo da mitocondria e
interage com as proteinas da apoptose e caspases. A0 que parece, essa
proteina € capaz de oferecer sitio de ligacdo para bcl-2 e bcl-xL, proteinas
antiapoptoticas e, além disso, modular o influxo de ATP e glicose promovendo
a resisténcia a morte e proliferacdo celular. Os niveis de VDAC1l estdo
altamente correlacionados com o numero de células leucémicas na LLC,
segundo esse estudo. As buscas na miR Base e na Star Base (mirbase.org;
starbase.sysu.edu.cn), bases de dados de miRNAs e seus alvos, revelaram
que o miR-26a estd correlacionado com a VDAC1, podendo talvez essa

proteina estar desregulada na LLC pela alteracdo da modulacédo desse miRNA.

Extrapolando o exposto acima para o nosso estudo, ao que parece, 0S
niveis de miR-26a ja estariam bem baixos logo no inicio da doenca ainda em
sua forma indolente (subgrupo A de Binet), o que poderia contribuir para o
desenvolvimento da doenca, ja que este miRNA tem funcdo de supressor
tumoral. Sua expressdo reduzida favoreceria entdo a proliferacdo celular e
inibicdo da apoptose, contribuindo para os achados caracteristicos da doenca
como linfocitose relativa e absoluta. Pode-se hipotetizar que, o miR-26a, como
estratégia terapéutica, poderia teoricamente trazer beneficios ao paciente

recém diagnosticado e ainda com doenca indolente.

6.3.3 Expresséo génica inalterada do miR-21 nos pacientes com LLC
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O miR-21 tem, na maioria dos tumores, expressdao aumentada e
participa de diferentes processos oncogénicos e estd associado ao pior
prognoéstico. Estd aumentado no cancer de mama, de pulmdo, de cdlon,
gastrico e pancreético, dentre outros (FU et al., 2011). O miR-21 tem se
apresentado aumentado em células B ativadas, especialmente no centro
germinativo e em células B de memoéria. O aumento da expressdo desse
MIiRNA pode ser induzido pela IL-4 e CD40L ou mesmo pela estimulacdo de
BCR, o que permite que o linfocito B fique hiperativo e propenso as
transformacdes malignas. Na LLC, o miR-21 se apresenta aumentado, na
maioria dos casos, e esta relacionado com a resisténcia a Fludarabina, a baixa
sobrevida e o maior risco de progressédo da doenca (FERRACIN et al., 2010;
ROSSI et al., 2010; SALEH et al., 2016).

Carabia e colaboradores (2017) relataram em seu estudo que o estimulo
do microambiente, de células de LLC, resultou no aumento da expressao de
miR-21 e a reducdo do mRNA dos seus genes alvos, supressores de tumor
PTEN, PDCD4 e PIAS3, pela via de sinalizacdo de ZAP-70, MAPK e
transcricdo de fator STAT3, o que levou ao aumento da sobrevida celular. A
estimulacdo foi feita com IL-4 e eles também observaram o aumento do miR-
2129. Saleh e colaboradores (2016) observaram que o miR-21 estava 10 vezes
mais aumentado nas células de LLC quando comparado as células B normais.
No entanto, faz-se necessario novos estudos para melhor elucidacdo dos
fatores envolvidos nesses processos e em especial o envolvimento da ZAP-70
na regulacéo e funcdo do miR-21 na LLC (CARABIA et al., 2017).

Um estudo conduzido por Lu e colaboradores (2017), sobre o papel do
sulfeto de hidrogénio (H2S) em casos de insuficiéncia hepética testado em
ratos, mostrou que o H2S desempenhava um papel protetor nesses casos por
ativar o miR-21. Observou-se que o miR-21 foi capaz de diminuir a expresséo
de PTEN e consequentemente aumentar a expressdo de AKT. O miR-21
também se destacou em um outro estudo (TOLDO et al., 2014) onde foi
estimulado por H2S exdgeno e foi importante por limitar a injuria cardiaca em
casos de isquemia, por seu efeito protetor em 6rgéos e ceélulas e seu papel
anti-inflamatorio. Diversos estudos demonstraram que a AKT apresenta papel
antiapoptotico levando a reducéo da ativacao da caspase 9 e também diminuiu

a ativagcdo de citocinas proinflamatorias, tendo um papel importante na
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manutencdo celular contra a injuria hepatica (MULLONKAL; TOLEDO-
PEREYRA, 2007; TOLDO et al., 2014; CHEN et al., 2016; LU et al., 2017).
Alguns estudos vém reportando também um papel importante do miR-21
em doencas inflamatérias e autoimunes. Nas células T foi encontrada
expressdo elevada do miR-21, estando associado ao IUpus eritematoso,
esclerose multipla e psoriase, dentre outras doencas (GARCHOW et al., 2011).
As células B tem um papel essencial no controle das respostas imunes;
producdo de anticorpos, apresentacdo de antigeno e na producdo e
estimulacdo da via das citocinas. Assim, os linfécitos B reguladores produzem
IL-10 e inibem a autoimunidade e a rejeicdo aos transplantes, e promovem 0
crescimento tumoral (MAURI; MENON, 2015). Wang e colaboradores (2017)
mostraram, pela primeira vez, que a IL-10 é alvo do miR-21 e que este miRNA
€ capaz de regular negativamente o desenvolvimento das células B
reguladoras e esta associado com o desenvolvimento de doencas autoimunes.
Embora ndo tenham sido encontradas em nosso estudo diferencas
significativas na expressdo de miR-21 entre 0s grupos, observa-se um aumento
discreto, especialmente nos pacientes Binet B+C. Ressalta-se que uma
paciente Binet B+C teve expressdo de 145,48 desse miRNA e também
apresentou aumento do miR-27a, outro oncogene, e reducdo de miR-26a,
supressor de tumor. Outro paciente do grupo de Binet A apresentou expressao
elevada de miR-21 de 144,76 e também o aumento de miR-27a. Esses
resultados sugerem que se este paciente estd propenso a uma evolucdo mais
rapida da doenca. Supfe-se que esse miRNA evolua com o agravamento da
doenca por seu papel oncogénico, além de se destacar por sua relacdo com
AKT que também se mostrou aumentada nos pacientes com LLC desse
estudo, caracterizando a resisténcia a apoptose. Talvez o baixo numero de
amostras ensaiadas e devido ao maior numero de pacientes pertencerem ao
grupo de Binet A possam justificar o fato de ndo termos encontrado diferengas

significativas para este miRNA.

6.3.4 Expressao génica inalterada do miR-27a nos pacientes com LLC

O miR-27 esta localizado no cromossomo 19 e esta alterado em varios

tipos de cancer como céncer de colon, mama, osteossarcoma e
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adenocarcinoma gastrico podendo atuar como oncogene ou COmO Supressor
de tumor (MERTENS-TALCOTT et al., 2007).

Um estudo desenvolvido por Li e colaboradores (2016) avaliou a funcéo
do miR-27 no carcinoma de células renais e mostrou que esse miRNA esta
relacionado com a supressdo da proliferacdo celular e com a inducdo a
apoptose celular, sugerindo que o miR-27 tenha a agao de supressor tumoral
nesse tipo de cancer. Os dados desse estudo mostraram que a acao de
supressor tumoral desse miRNA se deve ao fato do receptor do fator de
crescimento endotelial (EGFR) aparecer como um novo alvo do miR-27. Logo,
houve uma desregulacéo do ciclo celular causado pela inibicdo de EGFR.

JA um outro estudo (LIU et al., 2009) envolvendo o miR-27 no
adenocarcinoma gastrico, relatou que esse mMIRNA apresentou perfil
oncogénico induzindo o crescimento celular tendo como alvo a proteina
proibitina (proteina associada a mitocéndria no citoplasma que pode agir como
inibidor de fatores de transcricdo no nucleo). Ao que parece, essa proteina
apresenta um sitio especifico de ligacdo para o miR-27 e € inibida por esse
MIiRNA. Assim, esses pesquisadores suportaram a ideia de que o miR-27 pode
funcionar como um oncogene.

Nesse mesmo sentido, no céancer de mama, o miR-27 também
apresentou papel de oncogene e agiu ativando cofatores transcricionais e
ZBTB10 (zinc finger and BTB domain containing 10). E sabido que a ZBTB10
apresenta a funcdo de suprimir a transcricdo do fator da proteina de
especificidade 1 (SP1) que esta aumentada em varios canceres (LI et al.,
2010). Assim, o estudo desenvolvido por Vimalraj e colaboradores (2013)
mostrou que no cancer de mama a ZBTB10 esta reduzida e que o miR-27 foi
capaz de aumentar a expressao de SP1, levando a proliferacéo celular.

Um outro estudo desenvolvido por Salah e colaboradores (2015),
reportou que o miR-27 estava aumentado no osteossarcoma e promoveu a
formacdo de metastases pulmonar, suportando a ideia de que esse miRNA
tenha funcdo de promotor de metastases. Igualmente, Jones e colaboradores
(2012) também encontraram metastases pulmonares, e ainda nos 0Sso0s,
pernas e antebragco, em um estudo com osteossarcoma e aumento da

expressao de miR-27.
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O CDODA-Me € um agente anticancer que foi testado em células de
cancer de coélon por um grupo de pesquisadores (CHINTHARLAPALLI et al.,
2009) que reportaram uma reducao significativa no tamanho do tumor e
acompanhado de reducéo significativa de miR-27. A diminuicdo da expressao
de miR-27 levou ao aumento de ZBTB10 inibindo a proliferacdo das células,
sugerindo que esse agente representa um dos primeiros exemplos de agentes
que interagem com mMiRNAs levando a inibicdo do crescimento tumoral.

Em outra linha de estudo, Cho e colaboradores (2016), relataram que o
miR-27 tem papel regulador no desenvolvimento de células T reguladoras
podendo provocar tolerancia imunologica, desregulacdo da resposta Thl e
desenvolver doengas autoimunes. Um dos alvos do miR-27 nesse mecanismo
€ 0 GATAS, fazendo com que esse miRNA tenha um papel negativo na
regulacdo da imunidade via Th2 também.

No presente estudo ndo foram encontradas diferengas significativas nos
niveis de miR-27a quando comparados os pacientes e controles ou quando
separados 0s subgrupos de Binet, provavelmente pelo numero limitado de
amostras ensaiadas. Dessa forma, nossos dados, a principio, ndo permitem
inferir se 0 miR-27a funciona como supressor de tumor ou oncogene. NoO
entanto, pode-se observar uma tendéncia ao aumento da expressao desse
mMiRNA nos pacientes Binet B+C em relacdo aos pacientes Binet A. Cabe
ressaltar que foi encontrada no nosso estudo uma correlacédo inversa entre a
expressdo de miR-27a e o miR-let-7b e correlagdes diretas com o miR-21,
oncogene, e a beta2-microglobulina; uma proteina que aumenta com o
agravamento da LLC, esta presente na superficie de quase todas as células do
organismo e é bastante avaliada no exame de sangue desses pacientes. Cabe
destacar ainda que uma paciente com expresséo elevada de miR-27a (687,9),
apresentou também aumento significativo de AKT e reducdo significativa de
miR-let-7b, chamando atencdo para a possivel relagdo entre esses
biomarcadores. O acompanhamento deste paciente seria bastante pertinente
considerando a possibilidade de evolugcdo mais rapida da doenca. Esta
paciente teve aumento de ureia e de creatinina, quando comparados 0s
exames da coleta com os atuais, teve reducdo do numero de hemécias e
hemoglobina e também dos leucécitos totais e linfcitos, provavelmente pelo

uso de quimioterapicos. Em outras palavras, uma alta expressao do miR-27a
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poderia sinalizar para o agravamento da doenca. Embora ndo tenham sido
encontrados estudos focando nas doencas hematologicas, sugere-se que o
miR-27a também tenha um papel de oncogene na LLC.

Um mesmo miRNA pode ter papel oncogénico ou de supressor tumoral
dependendo do tipo celular acometido e isso talvez possa explicar a diferenca
da expressdo do miR-27a em diferentes tipos de tumor, diferentes tipos
celulares e diferentes alvos. Os dados obtidos no presente estudo, ou seja,
discreto aumento nos controles e com tendéncia ao aumento no subgrupo
B+C, remete a ideia de que o miR-27a estaria implicado na oncogénese
favorecendo a proliferagdo celular e 0 mecanismo antiapoptético.

De acordo com a pesquisa na miR Base e na Star Base (mirbase.org;
starbase.sysu.edu.cn), bancos de dados de miRNAs e seus alvos, foi
observado que o miR-27a, assim como o miR-let-7b, também estdo associados
com a proteina MAVS. Essa proteina foi estudada por Admoni-Elisha e
colaboradores (2016) que reportaram pela primeira vez, seu aumento na LLC e
sua relacdo com a resisténcia a apoptose celular. Extrapolando para 0 nosso
estudo a relacdo dos miRNAs, miR-27a e miR-let-7b j& correlacionados
inversamente, com a proteina MAVS e, uma vez tendo sido relatado o aumento
desta ultima na LCC, pode-se sugerir uma associacdo entre aumento de miR-
27a, a diminuicdo do miR-let-7b e a resisténcia a apoptose celular. Tendo em
vista que alguns pacientes se destacaram com um aumento destoante do miR-
27a reforca-se a ideia de que este miRNA poderia exercer alguma influéncia
sobre a progressdo da doenca e seria de bom alvitre acompanhar esses
pacientes, especialmente os de Binet A, uma vez que poderiam evoluir mais

rapidamente.

6.4 Avaliacdo dos niveis plasmaticos de Interleucina-4

A IL-4 vem sendo relacionada com a LLC e alguns estudos, ja citados
neste trabalho, sugerem que esta tenha um papel importante na proliferacédo
celular e progressao da leucemia. Sabe-se que as células T interagem com 0s
linfécitos B leucémicos nos linfonodos, nos centros de proliferacdo dessas
células, sugerindo entédo que as células leucémicas na LLC sejam estimuladas

nesses locais pela IL-4 através da estimulacdo de BCR. Em um estudo,
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desenvolvido por Guo e colaboradores (2016), foi descrito o papel da IL-4 na
estimulacdo da proteina CD79b, aumentando a expressao de slgM e levando a
maior ativacdo de BCR. Este estudo reportou também que no sangue periférico
de pacientes com LLC a concentracao de IL-4 é muito reduzida, sugerindo com
isso a reducdo também observada da proteina CD79b. Ainda que esse
mecanismo ndo seja muito bem descrito, os autores acima sugerem que as
células leucémicas que recém sairam dos linfonodos para a corrente
sanguinea expressem mais slgM que aquelas que sairam ha mais tempo.

Aguilar-Hernandez e colaboradores (2016) reportaram que a IL-4 age
mais nas células malignas da LLC, nos linfonodos, quando comparada a sua
acdo no sangue periférico e na medula 6ssea. Esses pesquisadores também
mostraram que as células T foram mais observadas nos linfonodos na LLC.
Com base nos estudos acima, é possivel sugerir que a reducdo observada nos
niveis plasmaticos de IL-4 em nossos pacientes com LLC pode ser justificada
pela dosagem dessa interleucina ter sido feita no plasma e ndo em amostras
coletadas dos linfonodos, onde a presenca dos linfocitos T e a expressao de IL-
4 sdo mais significativas. Pela facilidade de obtencdo de amostras de sangue,
justifica-se a avaliacdo de IL-4 em amostras plasmaticas. Dois casos de LLC
apresentaram niveis elevados de IL-4, mostrando uma heterogeneidade de
resultados e requerendo uma investigacdo adicional nestes pacientes, em
busca de uma possivel explicacédo para o fato.

Lafuente e colaboradores (2015), mostraram que a IL-4 é capaz de
regular positivamente o miR-21 e contribuir assim para a resisténcia das
células leucémicas da LLC a apoptose. Mas como em nosso estudo ndo houve
um aumento de IL-4, justifica-se em parte o fato da ndo observancia de
alteracOes significativas no miR-21. Pode-se sugerir também que 0S nossos
resultados possam ser explicados pelo fato de haver uma reducéo e alteracéo
na funcdo das células T na LLC. Ramsay e colaboradores (2008) reportaram
gque as células T dos pacientes com LLC apresentam a capacidade de
proliferacdo e funcao citotoxica prejudicadas. Junevik e colaboradores (2006)
também relataram que as células T na LLC apresentavam receptores inibitorios
de células NK levando a alteracdo na sua funcdo antitumoral. Nessa mesma

linha de pesquisa, um outro estudo também mostrou que as células T na LLC
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foram incapazes de comecar, manter e completar sua resposta imune contra as
células B leucémicas (SCRIVENER et al., 2003).

Um estudo desenvolvido por Hill e colaboradores (1999) reportaram uma
reducao significativa no numero de células T do tipo CD7/CD4 na LLC desde
0sS estagios iniciais ndo alterando ao longo da evolucdo da doenca. Essas
células eram menos de 1% do total de linfocitos nos pacientes que possuiam
uma grande quantidade de células B leucémicas CD5+. Esse estudo também
encontrou uma reducao de IL-4 e IFN-y nos pacientes com LLC mostrando
uma deficiéncia tanto humoral quanto celular nesses pacientes. Assim, sugere-
se que as células B na LLC possam ser de certa forma independentes da acao
das citocinas, podendo proliferar por outras vias de sinalizacdo. Todavia, para
melhor esclarecer esses mecanismos, faz-se necessario mais estudos sobre o

papel da IL-4 sobre os linfécitos B do sangue periférico.

Groneberg e colaboradores (2003) mostraram niveis elevados de CD95
(Fas/Apo-1) nas células T da LLC correlacionando com a reducédo do tempo de
duplicacdo dos linfocitos, evolucdo no estadiamento de Binet e resisténcia ao
tratamento quimioterapico. Além disso, a presenca desse marcador nas células
T foi associado a reducao de sobrevida livre da doenca e também a reducéo da
taxa de sobrevida dos pacientes. Isso mostra que pode haver outros estimulos
advindos dos linfécitos T no sangue periférico, além da IL-4, que estimulem a

progressao da LLC.

No presente estudo foi observada uma reducdo significativa da
concentracdo plasmética da IL-4 nos pacientes quando comparada aos
controles, o que pode ser justificado tanto pela reducdo de linfécitos T no
sangue periférico, quadro caracteristico apresentado por pacientes com LLC,
quanto pela possivel disfuncdo dessas células ou mesmo por elas estarem
estimulando as células B leucémicas por outros mecanismos. Ainda pode-se
justificar os nossos resultados pelo fato da dosagem de IL-4 n&o ter sido nos
linfonodos, local onde ela estda em maior quantidade. Apesar disso, dois
pacientes Binet B+C se destacaram com valores altos na dosagem de IL-4, um
deles com 695,74 pg/mL e também com reducdo significativa de miR-let-7b; e
outro com dosagem de 825,37 pg/mL e com reducéo significativa de miR-26a,

sugerindo relagdo com dois miRNAs supressores de tumor.
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6.5 LimitacGes do estudo

Sao consideradas limitac6es desse estudo o nimero baixo de individuos
participantes do estudo, a forma de dosagem da IL-4 no plasma e nao nos
linfonodos e a falta de dados clinicos e laboratoriais completos no Servico de

Hematologia, local de recrutamento dos pacientes com LLC.

Uma outra importante limitacdo consiste no tempo exiguo para o
recrutamento de pacientes, realizacao de experimentos e defesa da tese, enfim
para a conclusédo do Doutorado. Dessa forma, é impossivel 0 acompanhamento
dos pacientes que apresentaram aumento da expressao da AKT e reducédo de
miRNA-let-7b e miRNA-26a, 0 que possivelmente agregaria valor aos
resultados observados no presente estudo, particularmente no que se refere ao
prognostico daqueles pacientes situados no subgrupo A de Binet.

6.6 Consideracoes finais

E desejavel o acompanhamento dos pacientes com maior gravidade
(B+C de Binet), a fim de se determinar a taxa de sobrevida daqueles com perfil
desfavoravel. Este teria como base os biomarcadores do presente estudo,
aliados aos jA comprovadamente de importancia prognéstica como certas
alteracdes cromossdmicas, ZAP-70, CD38, estado mutacional da IgVH e
outros, além dos parametros convencionais utilizados na classificacdo de
estadiamento de Binet, tais como taxa de hemoglobina e contagens de
leucécitos totais, linfécitos e plaquetas. Particularmente, seria muito importante
acompanhar os pacientes do subgrupo A de Binet, com foco para aqueles que
embora ainda estejam com a doenca indolente, ja apresentam biomarcadores
desfavoraveis, tais como aumento da expressao de AKT, de miR-27a e miR-21,
e baixa expressao de miR-let-7b e miR-26a na tentativa de identificar aqueles
com maior risco de pior evolucdo da doenca, os quais deverdo ser

acompanhados longitudinalmente. Tais estudos posteriores do nosSso grupo



72

deveréo ter como prioridade a validacdo dos atuais dados na expectativa de se

obter novos biomarcadores de progndstico e alvos terapéuticos.

Esfor¢cos serdo envidados, nos préximos estudos do nosso grupo de
pesquisa, para a investigacdo de possiveis interacbes dos biomarcadores ora
focados com outros agentes que promovem proliferacao celular ou inibicdo do

crescimento tumoral.

E pertinente mencionar que o presente estudo faz parte de uma linha de
pesquisa iniciada ha poucos anos no Departamento de Analises Clinicas e
Toxicologicas da Faculdade de Farmacia da UFMG, que visa produzir
conhecimentos com foco em neoplasias hematoldgicas. Além de publicacdes e
de trabalhos apresentados em congressos oriundos desta linha, esta conta
com parcerias dentro e fora dos muros da UFMG, ja foi objeto de aprovacao de
projetos por 6rgdos fomentadores de pesquisa no pais e ja contribuiu para a
formacao de trés mestres, dois doutores e introducdo a pesquisa de Varios
alunos de graduacao voluntarios ou bolsistas de iniciacao cientifica.

A luz da existéncia de um grupo que pretende continuar estudando
neoplasias hematologicas, ha crescente expectativa que o conhecimento na
area possa atingir patamares superiores, principalmente aquele voltado ao
prognostico de tais doencas com potencial para impactar positivamente a

terapéutica e, dessa forma, facilitar sua individualizacao.
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7. CONCLUSOES

Os dados obtidos permitem concluir que:

e O aumento na expressdao de mRNA da AKT nos pacientes estudados
corrobora com o aumento da proliferacdo e sobrevida celular, e € de grande

importancia na patogénese da doenca.

e A reducdo significativa do miR-let-7b e do miR-26a, ambos supressores
de tumor, provavelmente contribui para a sobrevida celular e manutencao da

doenca.

e A reducéo da IL-4 nos pacientes, em comparacao aos controles, pode
ser atribuida a reducdo de linfécitos T nesses pacientes e também as
limitacdes deste estudo como a quantificacdo da IL-4 no plasma e ndo em

linfonodos.

e Os pacientes que possuem biomarcadores correlacionados entre si
devem receber atencdo especial pois podem evoluir mais rapidamente e de

forma mais agressiva por ter um fator prognéstico mais desfavoravel.
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ANEXO | — Aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa (COEP)

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

DECISAO

O Comité de Etica em Pesquisa da UFMG — COEP aprovou, no dia 21 de
julho de 2016, a emenda abaixo relacionada, do projeto de pesquisa intitulado
"Analise celular, molecular e plasmatica de biomarcadores de diagndstico,
progndstico e avaliagao in vitro de potencial terapéutico de biomoléculas em
amostras de pacientes com Neoplasias Mieldides, Linféides e
Mielodisplasia™ com atualizagao do projeto contendo todas as outras neoplasias
a serem avaliadas atualmente:

1 Leucemias agudas;

1.1 Leucemias mieldides agudas;

1.2 Leucemias linféides agudas;

2 Doengas mieloproliferativas crénicas;
2.1 Leucemia mieloide crénica;

2.2 Policitemia Vera;

2.3 Trombocitemia essencial;

2.4 Mielofibrose;

2.5 Mieloma multiplo;

2.6 Mielodisplasia;

3 Doengas linfoproliferativas cronicas;

3.1 Leucemia linfocitica crénica;

3.2 Leucemiaprolinfocitica;

3.3 Tricoleucemia;

4. Linfomas (Hodgkin e Nao-Hodgkin).

e} refatorio final ou parcial devera ser encaminhado ao COEP um ano apos

o inicio do projete-
p e/rrG (g Y@C/UJQOS or

Profa. Dra. Telmg Campos Medeiros Lorentz
Coordengdora do COEP-UFMG

Av. Pres. Antonio Carlos, 6627 Unidade Admmistrativa Il - 2° andar  Sala 2003 - Cep 31270-901 - BH-MG
Felefan: (031) 3409-4592 - c=mail. coep ¢ prpg.uting. br
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Nome: RG:
Nasc.: - Diag.: Ultima consulta: Obito:

Causa do 6bito:

Cerv.: Axilar: Ing.: Figado: Baco:
Rai: Binet: . CD: Cl:

Hb: GB: Linfo%: Linfo-abs: Plaquetas:
LDH: AU: Creatinina: B2-microglobulina:
CD3__CD4____CD5 CD10 CD11c CD19____CD20 CD22 CD23
CD25____CD38 lgp Kappa lambda HLA-DR FMCT, Outros:
Mielograma:

BMO:

Citogenética:

Observagoes:
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ANEXO llI- Termo de Consentimento livre e esclarecido dos pacientes

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
Projeto de Pesquisa: “Analise celular, molecular e plasmatica de biomarcadores de diagnéstico, progndstico
e avaliacdo in vitro de potencial terapéutico de biomoléculas sintéticas em amostras de pacientes com neoplasias
mieloides, linfoides e mielodisplasia”
SUBPROJETO: LEUCEMIA LINFOCITICA CRONICA: AVALIACAO DA EXPRESSAO GENICA DA PROTEINA
QUINASE AKT, DE MICRORNAS E DOS NIVEIS PLASMATICOS DE IL-4 RELACIONADOS COM A PATOGENESE DA
DOENCA

Prezado (a) Senhor (a),

O Departamento de Analises Clinicas e Toxicolégicas da Faculdade de Farmacia da Universidade Federal de
Minas Gerais esta realizando um estudo de interesse para o diagndstico e controle das Neoplasias Mieldides,
Linféides e Mielodisplasias. Se vocé quiser participar desse estudo, solicitamos que autorize a coleta de apenas 10
mL de seu sangue e 5 mL de sangue da medula (se houver solicitagdo médica) para realizarmos exames
laboratoriais que incluirdo dosagens de proteinas, exames genéticos e testes com biomoléculas, importantes
parametros para o diagndstico, avaliacdo de prognostico e descoberta de novas drogas para tratamento destas
doencgas. A coleta da amostra de sangue venoso pode, as vezes, resultar na formacéo de um pequeno hematoma
(roxo) e leve dor localizada. Entretanto, a coleta sera feita por profissional capacitado e com grande experiéncia.
Seré utilizado material descartavel de boa qualidade (agulhas e tubos a vacuo), visando o éxito da coleta. Em caso
de puncdo de medula, este procedimento sera realizado pelo seu médico hematologista. Toda informacéo obtida
nessa pesquisa é considerada confidencial. Sua participacdo é totalmente voluntaria e caso vocé ndo queira
participar ndo havera nenhum prejuizo para o seu tratamento. O (a) Sr(a) ndo tera qualquer tipo de despesa para
participar da pesquisa e ndo receberd remuneragdo por sua participacdo. O participante e o pesquisador assinarao
duas vias iguais, ficando uma via com o participante e a outra com o pesquisador.

Qualquer outra informagdo que desejar podera ser obtida com o Professor Adriano de Paula Sabino da
Faculdade de Farmacia/lUFMG, através do telefone 3409-6882. InformagGes sobre 0s aspectos éticos da pesquisa
poderdo ser obtidas com o Comité de Etica em Pesquisa da UFMG/COEP, pelo telefone 3409-4592, localizado a
Av. Antbnio Carlos, 6627, Unidade Administrativa 1I, Campus Pampulha, Belo Horizonte - MG. Desde ja
agradeco sua colaboracao.

Nome:

Documento de identificacéo:

Assinatura: Data: / /

Prof. Adriano de Paula Sabino ) )
Coordenador do projeto, ey LW e
Professor de Hematologia da Faculdade de Farmacia da UFMG
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ANEXO IV- Termo de Consentimento livre e esclarecido dos controles

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
Controles

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

SUBPROJETO: LEUCEMIA LINFOCITICA CRONICA: AVALIACAO DA EXPRESSAO GENICA DA PROTEINA
QUINASE AKT, DE MICRORNAS E DOS NIVEIS PLASMATICOS DE IL-4 RELACIONADOS COM A PATOGENESE DA
DOENCA

Prezado (a) Senhor (a),

O Departamento de Analises Clinicas e Toxicoldgicas da Faculdade de Farmacia da Universidade Federal de
Minas Gerais esta realizando um estudo de interesse para o diagndstico e controle das Neoplasias Mieldides,
Linféides e Mielodisplasias. Estamos recrutando pessoas sauddveis comparadas ao nosso grupo de estudo, para
avaliarmos potencial diferenca diagndstica nos parametros analisados entre pacientes e a populagdo saudavel.
Se vocé quiser participar desse estudo, solicitamos que autorize a coleta de apenas 16 mL de seu sangue para
realizarmos exames laboratoriais que incluirdo dosagens de proteinas, exames genéticos e testes com
biomoléculas, importantes pardametros para o diagndstico, avaliagdo de progndstico e descoberta de novas
drogas para tratamento destas doengas. A coleta da amostra de sangue venoso pode, as vezes, resultar na
formagdo de um pequeno hematoma (roxo) e leve dor localizada. Entretanto, a coleta sera feita por profissional
capacitado e com grande experiéncia. Serd utilizado material descartavel de boa qualidade (agulhas e tubos a
vacuo), visando o éxito da coleta. Toda informacdo obtida nessa pesquisa é considerada confidencial. Sua
participacdo é totalmente voluntaria e caso vocé nao queira participar ndo haverd nenhum prejuizo para o seu
tratamento. O (a) Sr(a) ndo terda qualquer tipo de despesa para participar da pesquisa e ndo receberd
remuneracgdo por sua participacdo. O participante e o pesquisador assinardo duas vias iguais, ficando uma via
com o participante e a outra com o pesquisador. Este termo TCLE encontra-se em consonancia com a
RESOLUCAO N2 466, DE 12 DE DEZEMBRO DE 2012. Qualquer outra informag3do que desejar podera ser obtida
com o Professor Adriano de Paula Sabino da Faculdade de Farmacia/UFMG, através do telefone 3409-6882.
InformacBes sobre os aspectos éticos da pesquisa poderdo ser obtidas com o Comité de Etica em Pesquisa da
UFMG/COEP, pelo telefone 3409-4592, localizado a Av. Antdnio Carlos, 6627, Unidade Administrativa Il, Campus
Pampulha, Belo Horizonte - MG. Desde ja agradeco sua colaboracgéo.

Nome:

Documento de identificacéo:

Assinatura: Data: / /

Prof. Adriano de Paula Sabino (
Coordenador do projeto, i A G
Professor de Hematologia da Faculdade de Farmdcia da UFMG
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ANEXO V - Artigos publicados

Elomedicing & Pharmacotherapy 97 (2018) 349-358

Contents lists available at ScienceDirect =

. ~.5.—| A ' - . s
PR f"{ Biomedicine & Pharmacotherapy

journal hemepage: www.elsevier.com/locate/biopha | m‘"
Review
Advances in chronic lymphocytic leukemia pharmacotherapy @ W
Lorena Caixeta Gomes”, Aline Liicia Menezes Ferrao”, Fernanda Cristina Gontijo Evangelista®,
Timara Dauare de Almeida®, Rayson Carvalho Barbosa”, Maria das Gracas Carvalho”,
Adriano de Paula Sabino™*
* Departamento de Andlises Clinicas e Toxicoldgicas, Paculdade de Farmdcia, Universidade Federal de Minas Gerais, Address 6627, Presidente Anéinio Carlas Ave,
Pampulha, Zip Cods 71270901, Belo Hortzonte, MG, Brasil
" Instituter de Cidncins Bioldgicas, Universidode Federal de Minas Gerais, Address: 6627, Presidents Aminio Carlos Ave, Pampuiha, Zip Code 31270-901, Belo Horizante,
MG, Brazil
ARTICLE INFO ABSTRACT
Keywards: Chronie lymphocytic leukemia (CLL) is a lymphoproliferstive disease that affecis B lymphocyles in mosl cases.
Chranic: lymphocitic lenkemia Leukemic lymphocytes have prolonged longevity, defined by resistance (o apoptosis. These oells can aconmulate
mﬁ'l’l‘_ in pexipheral blood, bone marrow, and solid lymphoid organs. CLL may be indolent or aggressive and has a range
p“’ﬂ"":ﬁ of prognostic factors such a expression of CID38 and ZAP.70, & ypic and cylog - chang

Mmm&mﬂumﬂmﬁmaﬂh@ﬂ“nhwmﬂdﬂ;rﬂﬁud&a&enwﬂhm
considered curable until today, CLL treatment involves alkylating agents and glococorticoids, purine analogs,
moneclonal antibody therapies, and bone marmow transplaniation. In recent decades, new drugs have appeared
focusing on new targeis and specific molecules, such as the BOR recepior, Bruion’s tymsine kinase, phosphati-
dylinositel 3-kinase, spleen tyrosine kinase, apoplosis proteins and microRNAs. The most appropriaie reatment
for CLL is one that involves in its protocol a combination of drugs acconding to the prognostic factors presenied
by each patient. In this sense, treatment individualization is essential, Tiusa'udemaimhrdmlmus
for CLL and explores new restments and pedential new targeis, as well as sch ks 1o

where we are, how the treatment has evolved, and the advantages and disadvaniages of new argets for CLL
therapy.

Hematol Oncol Stem Cell Ther (D7) 10, 57-62

Available at www.sciencedirect. com

ScienceDirect

journal homepage: www.elsevier. com/flocate/hemaonc

ORIGINAL RESEARCH REPORT

Prognosis biomarkers evaluation in chronic =~ (-
lymphocytic leukemia

Lorena Caixeta Gomes®, Fernanda Cristina Gontijo Evangelista “B
Lirlandia Pires de Sousa®, Sergio Schusterschitz da Silva Araujo”,

Maria das Gracas Carvalho”, Adriano de Paula Sabino®

* Clinical and Toxicological Analysis Department, Faculty of Pharmacy, Federal University of Minas Gerais, Belo Horfzonte,
MG, Brazil
" Hematology Uinit of Clinical Hospitel, Federal University of Minas Gerais, Belo Horizonte, MG, Brazil

Received 72 July 2016; accepted 25 December 2016
Available online 1 Febouary 217

KEYWORDS Abstract

Apontasis surrival protaies; Objective/Background: From clinical and biclogical points of view, chranic ymphocytic leuke-
MIIL'WM mia (CLL) ts a heterogeneous disease characterized by a progressive accumulation of lympho-
A0 * cytes in the peripheral blood, bone marrow, and Iymphoid organs. New prognostic markess: in

CLL may be useful to climicians for predicting outcome and in clinical decision-making. The
aim of this study was to evaluate the potential prognostic value of the apoptotic/ surstval-
controlling proteins and protein tyrosine kinase ZAF- 70 gene expression i OLL pabients and
control individuals, correlating such findngs with patients’ clinical data.

Methods: Fifty-three patients diagnosed with CLL attending the hematology servior of a
climical hospital, and 24 healthy individuals with no history of loukemia (Control group) wene
enrolled in this study. Analyses of apoplotic/survival controlling proteirs were performed by
western blot and TAP-70 gene expression was cvaluated by real-time polymerase chain
reaction.

Results: Significant diffesences were obmerved for the opI8, Mol 1 lomg, and Mcl 1 short
proteins when patients were oompared with CLL and controls. A positive oorrelation
between the results for Mel-1 short and Mel-1 long and lyrphocyte count was observed,
comuborataie the hyp af an prestems of cell sureval pathvays,
apoplosks in CLL.
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APENDICE | — Dados clinicos e laboratoriais dos pacientes com LLC

[ AkT+miR [ I1dade [ sexo | Binet [ uréia (mg/dL) [ creatinina (mg/dL) | LoH (uiL) [Acido arico (mg/dL)[PeR (mgrdny] AsT (L) [ALT uiL) [Gama &t uiL)] FA i) [Bil. Total (mg/dL)Bil. Direta (mg/du)[Bil. Indireta (mg/dL)[ VHS (mm/h) [Ret. (%9]B2M (ug/mL)]

2 75,4 F A 35 0,91 1130 3,8 40 22 89.6 134 0,23 0,19 0,04 0,009 4.28
9 82,5 F B+C 7 1,32 864 4,9 75,68 24 16 30 11

76 30 F A 16 0,65 508 2,2 75 68 176 249 0,6 0,49 0,11

71 71 F A 30 0,76 469 6,1 22 26 21 71 0,8 0,46 0,34

1 66,2 F B+C 34 0,71 472 20.59 28 33 97 203 0,59 0,59 0

80 58 F A 20 1,2 359 8,02 7,88 32 45 46 92 0,64 0,44 0,2

74 54 F A 41 0,67 220 4,6 2,6 28 37 14 45 0,7 0,1 0,6 8 1

82 67 F B+C 44 0,67 781 4,9 27 32 141 76 0,67 0,22 0,45

8 64,7 F A

47 88 M A 0,49 358 8.15 0,69 0,51 0,18 6 2,8
4 62,6 M A 30 0,63 563 4,3 <5.00 29 41 64,2 96 1,87 2 1,6 1.87
34 86 M B+C 74 1,87 553 8,2 27.52 12 19 317 115 0,76 0,48 0,28 0,013 10.84
45 72,2 M B+C 33 0,82 409 6,2 9.56 26 36 23.9 53 0,61 0,3 0,31 2 0,013

41 73,7 F A 31 0,61 654 2,3 22 26 33.7 67 0,21 0,1 0,11 0,02

48 78 M B+C 29 0,97 394 59

42 27 M A 0,73 588 4,43
78 7 M B+C 51 0,9 681 6,4 23 19 26 2 0,52 0,3 0,22

25 80,2 M B+C 73 2,2 732 8,5 1,6

11 53 M B+C 45 0,88 766 6,4 31 43 36.3 65 1,21 0,44 0,77

38 83 M B+C 44 1,34 482 52 22 23 28 72 0,82 0,31 0,51

36 67,4 F A 32 0,75 504 6,8 32 33 44.6 74 0,68 0,32 0,36

27 75 M B+C 21 1 554 6,2 46 39 36 56 3,74
73 56 F A 289 22 26 15,9 91

81 M B+C

28 59,1 M A 116 5,17 576.48 64 24 442.4 204 2,79 2,64 0,15

14 80,1 F B+C 40 0,8 476 6,8 23 32 28 56 0,83 0,45 0,38 1,2 4,32
84 74 F B+C 27 0,64 618 2,1 25 32 31 88 0,74 0,45 0,29

72 50 F A 37 0,75 688 37 28 19 84 0,5 0,37 0,13

75 54 M A 44 0,89 51 37 48 140 114 0,43 0,43 0

22 87,5 F A 47 1,07 486 5,4 21 17 26.5 76 0,56 0,38 0,18 0,012 1.26
13 77,2 M B+C 21 1,12 46 39 36 56

20 72,1 M A 31 13 591 3,7 6,11 30 45 58,5 84 0,44 0,22 0,22

24 59,6 M A 38 1,23 518 7,6 18 20 24 99 0.95
79 23 M B+C 49 1,01 780 8,1 24 32 16 0,48 0,3 0,18

18 62 M A 27 1 557 1,4 25 23 37 18 83 1 0,2 0,8

43 50,5 M A 39 0,95 160 55 19 16 32 61 0,6 0,4 0,2 2 19 1,8
83 50 M A 44 0,83 13 28 14 51 0,49 0,25 0,24

16 54 F B+C 37 0,69 513 3,2 23 28 38 92 0,59 0,51 0,08

12 67 F A 26 0,59 644 4,8 44 54 35 74 0,6 0,26 0,34 11

19 73,9 F A 41 0,79 593 5,9 26 38 31.8 96 0,54 0,05 0,49

10 55 F A 34 527 4,4 33 42 83 140

5 56 F A 0,55 441 6,6 2,74
37 64,9 M A 38 15 51 109 35 55 38 70 1,06

29 69,3 M A 65 0,95 404 6,7 6,75 22 22 20,8 76 2 1,39
30 54 M A 43 1,21 394 6 208,05 15 13 30 85 0,32 0,28 0,04

39 81,1 F A 50 1,14 490 4,5 0,009 1,27
31 58,2 M A 50 1,14 558 7,68 2 1,3

49 47 M B+C 23 0,94 5,61 10 27 23 42 0,46 0,36 0,1

15 75,4 M B+C 41 1,28 562 7,3 8,21 17 18 29,9 91 0,77 0,54 0,23 0,02 4,7
3 86,5 F A 32 0,7 372 51,05 76 0,012

7 78,7 F A 57 1,12 597 4,4 22 18 15,2 96 0,7 0,12 0,58

17 7 F A 34 1,5 450 4,6 18 26 1,1 80 0,8 3,86
26 77,4 M A 43 1,01 519 4,7 1,01 29 25 28,9 64 0,68 0,17 0,51 1,3

33 57 M B+C 20 0,69 752 8,6 22,35 34 23 19,5 116 0,58 0,33 0,25

35 62,9 M A 43 1,04 541 7,3 11,46 42 43 10 1,87
44 56,5 M A 46 0,98 474 53 7,98 22 21 23,1 70 4 1,7



[rec @0y [HeB @/dL) [pLt aoiun) Jwece @o?un) [Lym @oPun) [ Lym (00 [NEUT @oun)] NEUT % [ monoc @o?/uL) [Monoc 9] Eos o) | Eos @) [ Bas o) [BAS (9] Medicamento

4,01 11,9 177 6,8 6,664 98 0,136 2 0 0 0 0 0 0 NC
3,56 10,9 106 10,5 5,88 56 4,305 41 0,105 1 0,105 1 0,105 1 NC

3,2 8,3 195 10,72 8,6 80 1,608 15 0,5 5 0 0 0 0 NC
4,64 13,5 119 10,47 9 86 1,05 10 0,31 3 0 0 0 0 NC
3,03 10,9 66 52 4,264 82 0,78 15 0,104 2 0,052 1 0 0 NC
5,25 15,9 61 9 5,49 61 2,8 31,3 0,45 5 0,18 2 0,06 0,7 NC
4,6 11,4 155 59,2 56,832 96 2,24 3,8 0,11 0,2 0 0 0 0 Ibrutinib
3,76 11,1 137 15,52 11,62 75 1,24 8 2,31 14,9 0,2 1,3 0,12 0,8 NC
4,82 13 205 19,4 10,282 53 8,148 42 0,97 5 0 0 0 0 NC

3,8 10,9 230 21,9 18,615 85 2,409 11 0,657 3 0,219 1 0 0 NC

58 18,9 118 45,9 36,72 80 7,344 16 1,377 3 0,459 1 0 0 NC
2,94 9 92 50,9 44,792 88 5,09 10 1,018 2 0 0 0 0 NC
4,04 13 140 48,3 37,191 7 8,694 18 1,449 3 0,966 2 0 0 NC
3,31 10,6 144 9,9 7,821 79 1,683 17 0,198 2 0,198 2 0 0 NC
4,93 14,5 182 1,192 0,763 64 3,93 33 0,12 1 0 0 0 0 NC
3,21 7,9 582 5 3,4 67 NC
3,87 13,4 172 64,23 62,3 97 1,22 2 0,61 1 0 0 0 0 NC
4,11 10,1 179 38,8 33,368 86 4,268 11 1,164 3 0 0 0 0 NC
3,91 10,6 110 17,2 16,512 96 0,516 3 0,172 1 0 0 0 0 NC

3,7 9,8 112 40,3 39,897 99 0,403 1 0 0 0 0 0 0 NC

5 14,5 233 7,4 1,628 22 5,328 72 0,222 3 0,148 2 0,074 1 NC
4,11 13,4 57 31 1,9 61,7 0,21 7 0,062 2 0,031 1 0 0 NC
3,66 11,7 107 3,4 1,428 42 1,5 47 0,2 6 0,1 3 0,06 2 NC

NC

4,47 13 139 8,7 2,349 27 5,916 68 0,174 2 0,174 2 0,087 1 NC
4,94 12,4 34 4,1 1,927 47 2,091 51 0,082 2 0 0 0 0 NC

1,2 6,5 28 91,22 89,9 98 0,71 0,78 0 0 0 0 1,11 1,22 NC
3,12 8,6 123 95,9 63,294 66 27,81 29 4,79 5 0 0 0 0 NC
2,97 9,6 177 72,43 65,19 90 5,79 8 0,72 1 0 0 0 0 NC
4,99 14,2 201 38,2 31,706 83 4,966 13 1,146 3 0,382 1 0 0 NC
4,24 12,5 63 6,2 4,65 75 1,24 20 0,186 3 0,124 2 0 0 NC
4,06 12,3 129 3,8 1,71 45 1,9 50 0,152 4 0,00 0 0,04 1 NC
5,06 14 151 18,6 13,764 74 3,72 20 0,744 4 0,372 2 0 0 NC
3,92 10,2 150 72,92 67,82 93 3,65 5 0 0 0 0 0 0 Losartana
5,46 15,6 180 4,3 2,3 54,4 0,75 17,6 0,94 22 0,25 6 0 0 Carbamazepina, Clorambucil+Prednisona 18-2H/06
4,05 15,5 211 28 20,16 72 6,72 24 1,12 4 0,00 0 0,00 0 Captopril, Atenolol, Diovan HCT
2,2 6,4 195 42,09 34,72 82,5 572 13,6 0,88 2,1 0,59 1,4 0,17 0,4 Captopril, Atenolol, Diovan HCT
4,27 14 92 23,8 11,66 49 8,8 37 2,38 10 0,74 3 0,23 1 NC

1,1 12,7 108 29,96 27,26 94,5 1,19 4 0,44 1,5 0 0 0 0 Clorambucil
3,47 11,1 125 49 44,1 90 2,94 6 1,47 3 0,49 1 0 0 NC
5,02 12,5 197 55 3,575 65 1,595 29 0,165 3 0,11 2 0,055 1 NC
3,83 12,8 205 5,23 2,98 57 1,15 22 0,89 17 0 0 0,05 1 Clorambucil
4,47 14,5 148 70,1 65,894 94 4,206 6 0 0 0 0 0 0 Sinvastatina e insulina
4,77 14,8 157 30,2 25,368 84 4,228 14 0,604 2 0 0 0 0 Clorambucil
4,13 12,8 187 149,93 146,94 98 2,99 2 0 0 0 0 0 0 CHOP+Rituximab (6 CICLOS)
4,08 12,1 193 49,2 37,392 76 10,332 21 0,984 2 0,492 1 0 0 Cloranfenicol
6,01 15,6 203 74,7 56,025 75 16,434 22 1,494 2 0,747 1 0 0 NC
3,42 12,1 106 9,3 8,556 92 0,744 8 0 0 0 0 0 0 Enalapril, Hidroclorotiazida
1,81 53 13 2,6 1,378 53 1,118 43 0,052 2 0,026 1 0,026 1 NC
4,76 12,2 185 17,9 13,783 7 3,043 17 0,716 4 0,358 2 0 0 Clorambucil e G-CSF
4,81 13,7 163 33,5 24,12 72 8,04 24 1,005 3 0,335 1 0 0 Metformina, Glibenclamida, CaCO3 e AAS
4,15 12 283 20,6 17,2 88,6 1,64 8 0,41 2 0,28 1,4 0 0 NC
4,45 12,9 114 37,4 28,05 75 7,854 21 1,122 3 0,374 1 0 0 NC

3,2 9,1 137 61 59,17 97 1,83 3 0 0 0 0 0 0 NC
6,42 18,4 136 14,8 10,656 72 3,552 24 0,444 3 0,148 1 0 0 NC

3,2 11,6 116 11,7 10,413 89 1,053 9 0,117 1 0,117 1 0 0 NC
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Legenda: AAS, acido acetilsalicilico; ALT, alanina transaminase; AST, aspartato transaminase; B2M, beta-2 microblobulina; BAS,
basdéfilo; Bil, bilirrubina; CHOP, Ciclofosfamida, Hidroxidoxorubicina, Vincristina, Prednisona; EOS, eosinéfilo; FA, fosfatase alcalina; Gama
GT, gama gutamil transpeptidade; G-CSF, fator estimulador da col6nica granulocitica; HGB, hemoglobina; LDH, lactato desidrogenase, LYM,
linfécito; miR, microRNA; MONOC, mondcito; NC, ndo consta; NEUT, neutréfilo; PCR, proteina C reativa; PLT, plaqueta; RBC, hemécias; Ret,

reticulécitos; VHS, velocidade de hemossedimentacéo; WBC, global de leucécitos.
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ANEXO VI- Apresentacdes em congressos

O presente trabalho foi apresentado em forma de poster nos seguintes

congressos:

IV Congresso Brasileiro de Ciéncias Farmacéuticas, 2018: Chronic
lymphocytic leukemia: evaluation of protein kinase AKT and microRNAs
gene expression and their importance in disease pathogenesis.

51 Congresso Brasileiro de Patologia Clinica e Medicina Laboratorial,
2017: Chronic lymphocytic leukemia: is there a role for circulating
microparticles or thrombin generation in clinical heterogeneity?
Congresso Brasileiro de Hematologia, Hemoterapia e Terapia celular,
2017: Avaliacdo da expressdo génica da proteina cinase AKT em
mulheres com Leucemia Linfocitica Crénica.

50° Congresso Brasileiro de Patologia Clinica Medicina Laboratorial,
2016: Avaliacdo da expressdo génica da proteina tirosina cinase ZAP-70
e do mecanismo apoptotico em pacientes com Leucemia Linfocitica
Cronica.

Congresso Brasileiro de Hematologia, hemoterapia e terapia celular,
2016: Avaliagcdo da expresséo génica da proteina-tirosina cinase ZAP-70
e do mecanismo apoptdtico em pacientes com leucemia linfocitica

cronica.

O presente trabalho foi apresentado de forma oral nos seguintes congressos:

3rd Ibero American Meeting on Chronic Lymphocytic Leukemia, Buenos
Aires, 2018: Chronic lymphocytic leukemia: evaluation of protein kinase
AKT and microRNAs gene expression and their importance in disease
pathogenesis.

Congresso Brasileiro de Hematologia, Hemoterapia e Terapia celular,

Sao Paulo, 2018: Chronic lymphocytic leukemia: evaluation of protein
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kinase AKT and microRNAs gene expression and their importance in

disease pathogenesis.
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ANEXO VII: Experiéncia no exterior

Intercambio na Universidad de Mélaga- Mélaga- Espanha
Duracéo: 3 meses (06 dez 2015- 06 marco 2016)

O objetivo geral do trabalho feito no intercambio foi compreender a
importancia do ciclo Glutamina/Glutamato e bem como as enzimas envolvidas
nesse ciclo como as isoformas Glutaminase (GLS) e Glutaminase 2 (GLS2)
com a progressao de canceres como neuroblastoma e gliomas.

A glutamina é o aminoacido mais abundante no plasma. Além disso, ela
€ essencial para varias reacées no organismo, especialmente em situacfes de
diminuicdo de nutrientes ou de estresse. E o melhor combustivel respiratério
tanto para tumores humanos e para tumores em experimento (in vitro). Em
geral, pode-se dizer que 0s niveis de consumo de glutamina sao proporcionais
ao nivel de proliferacéo celular do tumor.

Sabe-se que a GLS induz a proliferacdo celular, ativa cMYC (inibe
MiRNA-23 e aumenta o uso de glutamina), NFkB, inibe proteinas apoptéticas e
aumenta a chance de metastase. Ja sobre a GLS2 pouco se sabe, sua
expressdo € aumentada em linfécitos maduros de pacientes com aplasia
medular enquanto ha supressdo de GLS. Os transcritos de GLS2 estdo
diminuidos em carcinoma hepatocelular e glioblastoma maligno, mostrando que

ela talvez tenha um efeito protetor contra o cancer além de ser alvo de p53.

Objetivos especificos do trabalho realizado no intercambio:

« Cultivar células da linhagem SHSY-5Y (neuroblastoma) e T98G
(glioblastoma).

» Silenciar GLS e estimular GLS2 (feito pelos meus colegas).

+ Tratar das células com PHORBOL 12-MYRISTATE 13-ACETATE
(PMA).

» Extrair proteinas dos nucleos celulares.

» Quantificar as proteinas nucleares pelo método de Bradford.

+ Compreender as fung¢des da glutaminase 2 na linhagem SHSY-5Y.
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« Compreender a relacdo entre os niveis de GLS2 e o estado de
diferenciacdo das células SHSY-5Y (neuroblastoma) através da
identificag&o do ciclo celular por citometria de fluxo (BD FACSVerse).

» lIdentificar a atividade catalitica de GLS2, através dos niveis de
glutamina e glutamato determinados por HPLC- tecnologia SELDI-TOF
(Agilent Technologies 1200 series).

Conclusoes:

* Concluiu-se que o silenciamento de GLS ou o aumento de GLS2
diminuiu a sobrevida das células de glioma.

* A geracdo de ROS pelo tratamento com agentes oxidativos sinérgicos,
com silenciamento de GLS e também com aumento de GLS2, foi
importante para a supressao da malignidade das células do glioma,
incluindo a reducéo da mobilidade celular.

* Notou-se que, bloqueando GLS ou aumentando a expressao de GLS2
diminui-se os niveis de expressdo de c-Myc e Bcl-2 e aumenta-se a
expressao de Bid (proapoptético).

* A combinacdo da modulacdo da expressdao da glutaminase e o
tratamento com agentes oxidativos pode ser uma estratégia para o
tratamento de gliomas e outros canceres intrataveis.

* Conclui-se que claramente GLS e GLS2 possuem mecanismos distintos
de acdo, propriedades moleculares e imunoldgicas diferentes e forte
dependéncia dos tipos de fatores, sinais, microambiente, células e

tecidos acometidos.

Quiais os beneficios do intercambio para meu doutorado?

Foi possivel acompanhar um trabalho pararelo com camundongos com
LLA-T (com mutacdo de NOTCH1) divididos em PTEN positivos e PTEN
negativos.

Observou-se que as células leucémicas, NOTCH1, utilizam glutamina
como fonte de carbono. A glutamina € convertida em glutamato (ciclo de

Krebs). Nas células com dele¢do de PTEN houve um aumento consideravel de
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lactato e consequentemente glicolise. Quando NOTCH1 foi inibido houve uma
diminuicao de glicose, lactato e glutamina.

Observou-se que na progressdo da doencga, os camundongos Pten
negativos apresentaram aumento de AKT e aumento de GLS comparado aos
controles. O aumento de GLS conferiu resisténcia ao tratamento com inibidor
de NOTCHL1. Por outro lado, a inibicdo de GLS diminuiu o crescimento celular,
aumentou a sobrevida (nos modelos Pten positivos) e demonstrou-se um
potente antileucémico combinado com inibidor de NOTCH1.

Além da importancia da via da glutamina para vias conhecidamente
alteradas na LLC, observa-se uma relacéo das glutaminases com microRNAS,
0 que motivou o estudo destes na LLC. Talvez o trabalho feito com células de
neuroblastomas, glioblastomas e LLA-T possa ser repetido em células da LLC.
Isso também reforca a ideia de que vias bioquimicas basicas possa trazer
informagdes importantes sobre canceres, possam ser alvos de medicamentos e
nao devem ser deixadas de lado.

Com esse trabalho obtive experiéncia em novos tipos de céanceres
(glioblastoma e neuroblastoma), os quais eu ndo havia trabalhado antes.
Aprendi novas técnicas como cultivo celular, citometria de fluxo e HPLC, as
quais eu nao tinha experiéncia. Assim, meu trabalho foi muito produtivo e

trouxe muito crescimento pessoal e profissional.



