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RESUMO

Introducdo: As leucemias agudas sdo a neoplasia mais comum da infancia. Nos ultimos anos,
houve um avanco importante na taxa de sobrevivéncia desses pacientes, atribuido ao melhor
entendimento da fisiopatologia, da base genética e molecular da doenca, assim como o
estabelecimento de protocolos com regimes quimioterdpicos adaptados a estratificagdo de risco
individual da doenca. Apesar de sua eficacia, os tratamentos quimioterapicos ainda estdo
associados a uma alta toxicidade, sendo responsaveis por parte da morbidade e mortalidade
desses pacientes. O surgimento de novos regimes e estratégias terapéuticas é essencial para o
tratamento desses pacientes que por morbidade ndo conseguem seguir o tratamento inicialmente
proposto ou para aqueles que apresentam a doenga na sua forma mais grave, pouco responsiva
a quimioterapia. Existe na literatura uma série de estudos relacionando a atuacdo de moléculas
do Sistema Renina Angiotensina (SRA) a inibicdo do crescimento e reducédo da proliferacdo de
células cancerigenas humanas, assim como a sua atuacéo na aceleragédo da recuperacdo medular
por meio do estimulo da proliferacdo de progenitores medulares especificos. O objetivo deste
estudo é avaliar se existe uma associacgdo entre o perfil de expressdo das moléculas do SRA em
criancas portadoras de leucemias agudas e a forma de apresentacdo e evolucdo da doenca.
Pacientes e Métodos: Trata-se de estudo transversal realizado em um grupo de pacientes
pediatricos com leucemia aguda. O desfecho primério de interesse foi a dosagem sérica das
moléculas de Angiotensina Il (Ang Il) e Angiotensina-(1-7) [Ang-(1-7)]. A populacao de estudo
consistiu em pacientes pediatricos com leucemia aguda em acompanhamento no servico de
Hematologia Pediatrica do Hospital das Clinicas da UFMG. A analise dos biomarcadores do
SRA nas amostras desses pacientes foi realizada no Laboratério Interdisciplinar de Investigacao
Médica da UFMG. Além dos niveis de Ang-(1-7) e Ang Il dosados, a razdo Ang-(1-7) /Ang 1l
foi calculada como pardmetro do equilibrio entre os eixos alternativo e classico do SRA.
Resultados: Foram incluidos 11 pacientes com leucemia aguda e 20 controles saudaveis
pareados por sexo e por idade. Foram dosados os niveis sanguineos de Ang Il e Ang-(1-7) de
pacientes com leucemias agudas e controles saudaveis. Dentre os valores encontrados foi
observado que 0s pacientes com leucemias agudas apresentaram niveis significativamente mais
elevados de ambos os peptideos quando comparados com os controles saudaveis. Entretanto,
ndo houve diferenca significativa da relagdo Ang-(1-7) /Ang Il entre os dois grupos. Foi
detectada uma correlagéo forte e positiva entre os niveis de Ang Il e de Ang-(1-7) em pacientes
com leucemias agudas. Resultado similar ndo foi encontrado nos controles saudaveis.

Conclusao: O presente estudo detectou uma associacdo importante entre a presenca da



leucemia aguda e niveis significativamente mais elevados dos peptideos Ang Il e Ang-(1-7).
N&o houve diferenca significativa entre os niveis de Ang Il e Ang-(1-7), assim como da relacéo
Ang-(1-7) /Ang 11, entre os diferentes niveis de acometimento do SNC, diferentes tipos de

leucemia ou nos pacientes com hipercelularidade ao diagnostico.

Palavras-chave:

Leucemias. Sistema renina angiotensina. Angiotensina Il. Angiotensina (1-7).



ABSTRACT

Introduction: Acute leukaemia are the most common cancer of childhood. In recent years
there has been an important advance in the survival rate of these patients, attributed to a better
understanding of the pathophysiology, genetic and molecular basis of the disease, as well as
the establishment of protocols adapted to individual risk stratification of the disease. Despite
its effectiveness, chemotherapy treatments are still associated with high toxicity, accounting
for part of the morbidity and mortality of these patients. The emergence of new regimens and
therapeutic strategies is essential for the treatment of those patients who, due to morbidity,
cannot follow the treatment initially proposed or for those who have the disease in its most
severe form, unresponsive to chemotherapy. There are a few studies in the literature relating
the action of Renin Angiotensin System (RAS) molecules with the inhibition of growth and
reduction of the proliferation of human cancer cells, as well as their action in accelerating
bone marrow recovery by stimulating the proliferation of specific bone marrow progenitors.
The objective of this study is to assess whether there is an association between the blood
levels of RAS molecules in children with acute leukaemia and the form of presentation and
evolution of the disease. Patients and Methods: This is a cross-sectional study carried out in
a group of paediatric patients with acute leukaemia. The primary outcome of interest was the
serum medullary and peripheral blood levels of Angiotensin Il (Ang Il) and Angiotensin-(1-7)
[Ang-(1-7)] molecules. The study population consisted of paediatric patients with acute
leukaemia followed-up at the Paediatric Haematology Service of Hospital das Clinicas,
UFMG. The analysis of RAS biomarkers [Ang II, Ang-(1-7)] in samples from these patients
was performed at the Interdisciplinary Laboratory for Medical Investigation of UFMG. In
addition to the Ang-(1-7) and Ang Il levels measured, the Ang-(1-7)/Ang Il ratio was
calculated as a parameter of the balance between the alternative and classical axes of the
RAS. Results: Eleven patients with acute leukaemia and 20 healthy controls matched by sex
and age were included. Blood levels of Ang Il and Ang-(1-7) were measured in patients with
acute leukaemia and healthy controls. Among the values found, it was observed that patients
with acute leukaemia had significantly higher levels of both peptides when compared with
healthy controls. However, no significant difference was found in the Ang-(1-7)/Ang Il ratio
between the two groups. A strong and positive correlation was detected between Ang Il and
Ang-(1-7) levels in patients with acute leukaemia. A similar result was not found in healthy
controls. Among patients with acute leukaemia, no significant differences were observed in

the levels of Ang Il and Ang-(1-7) or in the Ang-(1-7)/Ang Il ratio between samples of



peripheral blood and medullary blood. Conclusion: The present study detected an important
association between the presence of acute leukaemia and significantly higher levels of the
peptides Angiotensin 1l and Angiotensin-(1-7). There was no significant difference between
the levels of Ang Il and Ang-(1-7), as well as the Ang-(1-7)/Ang Il ratio, between the
different levels of CNS involvement, different types of leukemia or in patients with
hypercellularity at diagnosis.

Keywords: Leukaemia. Renin angiotensin system. Angiotensin Il. Angiotensin (1-7).
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1. INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

1.1. Introducéo

As leucemias agudas representam aproximadamente 30% das neoplasias na infancia e
s&o0 0 cancer mais comum entre criancgas [1]. A fisiopatologia da doenca caracteriza-se por uma
alteracdo na proliferacdo clonal das células de linhagem linfocitica ou mielocitica, gerando um
acumulo de ceélulas na medula em estagios precoces da maturacdo. Essas células sdo
denominadas blastos e se acumulam na medula 6ssea substituindo a populacdo de células
normais por células doentes. Aproximadamente 80% das leucemias agudas na infancia séo
representadas por alteraces de linhagem linfocitica - Leucemia Linfoblastica Aguda (LLA),
enquanto 15% sédo por alteracbes de linhagem mielocitica - Leucemia Mieloblastica Aguda
(LMA). Uma pequena porcentagem dessas leucemias pode apresentar-se como bifenotipica ou
sofrer mudanga de classificagdo durante o tratamento. As neoplasias infanto-juvenis
caracterizam-se por apresentarem curtos periodos de laténcia, maior agressividade na
apresentacdo e crescimento acelerado em relacao a doenca no adulto. Por outro lado, respondem
melhor ao tratamento e sdo consideradas, na maior parte das vezes, de bom progndstico [2]

Nos ultimos 50 anos, a taxa de sobrevivéncia dos pacientes pediatricos com leucemias
agudas passou de menos de 10% para 80-90% [3]. Este sucesso deve ser atribuido aos avancos
na eficacia de regimes quimioterapicos multiagentes e a estratificacdo da intensidade do
tratamento de acordo com fatores de risco individuais apresentados por cada paciente. Estes
fatores, que séo preditivos de risco de recaida, sdo definidos por: caracteristicas clinicas do
paciente, caracteristicas moleculares e genéticas das células leucémicas e nivel de resposta
precoce ao tratamento [3].

O tratamento responsavel por garantir a alta taxa de sobrevida desses pacientes consiste
em quimioterdpicos antineoplésicos, que visam a destruicdo das células do cancer pela sua
atuacdo sistémica. Esses quimioterapicos atuam com baixa especificidade, atuando sobre
quaisquer células do corpo (neoplasicas ou sadias) que apresentem alta atividade mitdtica e
ciclo celular curto, o que implica sua alta toxicidade.

Aproximadamente 1-2% das criancas com LLA morrem antes de atingirem a remissao
e outros 1-2% morrem dos efeitos toxicos do tratamento durante a remisséo [4]. Entre as
principais complicacdes precoces e tardias do tratamento, estdo os quadros de sepse em
pacientes neutropénicos, a osteonecrose, a toxicidade neurolégica, cardiaca, enddcrina e renal,

além do aumento do risco de desenvolvimento de uma segunda neoplasia durante a vida [4].
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Neste cenario, surgiram nas ultimas décadas, uma série de estudos [5,6,7] visando o
desenvolvimento de regimes de tratamentos para a leucemia aguda na infancia que mantivessem
a eficacia e as altas taxas de cura dos regimes vigentes, mas oferecessem menor toxicidade e
menor risco de efeitos colaterais a curto e longo prazo.

Além disso, existe um grupo restrito de criangas com o diagnostico de leucemia em sua
forma refratéria ou que apresentam recaida que permanecem com prognastico reservado, e que
poderiam possivelmente se beneficiar do surgimento de novos regimes e estratégias
terapéuticas. Idealmente, estratégias de tratamento individualizada e otimizadas em criancas e
adolescentes com leucemias agudas deverao incluir a quimioterapia tradicional, a imunoterapia
e drogas cujos alvos sejam moleculares, no sentido de obter um efeito sinérgico da combinagéo
dessas diferentes terapias [8]. O conhecimento sobre a fisiopatologia da doenca, as alteracdes
genéticas e moleculares e 0s mecanismos de resisténcia as drogas existentes, tornou possivel o
desenvolvimento, nos Gltimos anos, de inimeras drogas que tém como alvo as principais vias
moleculares relacionadas ao desenvolvimento da leucemia, do crescimento e da proliferacéo
celular [8]. Dentre as moléculas enddgenas, ainda pouco estudadas, que poderiam
possivelmente atuar diretamente sobre a proliferacdo das células neoplasicas leucémicas esta a
Angiotensina-(1-7) [Ang-(1-7)].

A Ang-(1-7) é um hormdnio heptapeptideo enddgeno do sistema renina angiotensina
(SRA) responsavel por coordenar respostas bioldgicas pela ativacdo de um Gnico receptor, o
receptor Mas, podendo atingir alvos especificos quando utilizada como agente terapéutico. A
importancia de se investigar o papel da Ang-(1-7) nas neoplasias hematologicas se baseia na
capacidade deste heptapeptideo de inibir o crescimento de diversas linhagens celulares [5] e de
acelerar a recuperacdao medular ap6s periodos de aplasia decorrentes da quimioterapia [6].

Estudos prévios associaram a Ang-(1-7) a inibicdo do crescimento e reducdo da
proliferacdo de células cancerigenas humanas e em tumores xenograficos, atraves de uma
atuacdo diversa: reduzindo a angiogénese, a fibrose associada ao cancer, a osteoclastogénese,
as inflamagdes induzidas por tumor e as metastases [5,7].

A Ang-(1-7) atua na reducédo da angiogénese, diretamente relacionada a agressividade
do crescimento das células neoplésicas, por meio da ativacdo do receptor Mas [7]. Uma vez
ativado, o receptor Mas desencadeia diferentes mecanismos: estimula a producdo de 6xido
nitrico, a reducdo dos fatores de crescimento endotelial vascular do tipo VEGF (fator de
crescimento endotelial vascular) e PIGF (fator de crescimento placentario) e o aumento da
expressdo de receptores do tipo SFIt-1 decoy (receptor de fator de crescimento endotelial

vascular soltvel) nas células malignas [7]. O dxido nitrico (NO) é responsavel por inibir o
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crescimento tumoral, a angiogénese, a migracao das células neoplésicas e as metastases em
determinadas neoplasias [9].

Os fatores de crescimento endotelial vascular do tipo VEGF e PIGF sdo essenciais para
0 processo de angiogénese tumoral, atraves da inducdo da vasodilatacdo, do aumento da
permeabilidade vascular e do estimulo ao crescimento e a migragao celular [10].

Os receptores do tipo SFIt-1 decoy sdo reconhecidamente presentes em abundancia em
células malignas, e seu papel na reducdo da angiogénese consiste na sua capacidade de
reconhecer e se ligar especificamente a fatores de crescimento e citocinas, inibindo-os [11].

Uma série de estudos [12,13,14] mostrou a atuacdo da Ang-(1-7) na inibicdo do
crescimento de células cancerigenas diversas pela reducdo da atividade da ciclo-oxigenase 2
(COX-2) e das prostaglandinas inflamatdrias. A inibicdo da COX-2 [15] reduz diretamente a
formacéo de prostaglandina E2(PGE-2) no tecido tumoral, prevenindo a estimulacdo do VEGF,
responsavel por induzir a angiogénese e estimular indiretamente o crescimento e expanséo da
celula neoplasica.

Estudos feitos com células cancerigenas de linhagem pulmonar e prostatica [7,16]
demonstraram uma inibicdo do crescimento dessas células associada a uma reducdo da
expressdo de Ki67, um marcador de proliferacdo celular especifico, quando incubadas com
heptapeptideo Ang-(1-7).

Outro estudo [6] mostrou que a Ang-(1-7) acelera a recuperacdo hematopoiética no
sangue periférico e na medula éssea apds a quimioterapia. A atuacdo do heptapeptideo parece
ocorrer em sinergia com fatores de crescimento multi-linhagem previamente existentes,
incrementando o efeito proliferativo sobre progenitores medulares mieloides (CFU-GM),
megacariociticos (CFU-MEG), eritroides (BFU-E) e progenitores comuns de células mieloides
(CFU- GEMM) [6] (Figura 1).

Diante dos estudos que demonstram os variados mecanismos de atuagdo da Ang-(1-7)
sobre inibicdo do crescimento de células neoplasicas em adultos, além do possivel efeito
benéfico do peptideo na aceleracdo da recuperacdo medular em pacientes oncoldgicos, é
provavel que essa molécula possa apresentar também um importante papel no controle e

evolugéo das leucemias agudas em criangas, campo que ainda necessita ser mais estudado [5].
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Figura 1. Diagrama dos fatores de crescimento na hematopoiese normal. EPO: eritropoietina; TP:

trombopoietina; IL: interleucina; SCF: stem cell fator; PSC: célula progenitora pluripotente; CFU:

unidade formadora de colénia; GM-CSF: fator de crescimento de coldnias de granuldcitos e mondcitos;

M- CSF: fator de crescimento de coldnias de mondcitos; G-CSF: fator de crescimento de colbnias de

granulocitos; BFUe: unidade de colbnias eritroides; GEMM: unidade formadora de coldnias de

granulocitos, eritrocitos, mondcitos e megacariocitos; GEMo: unidade formadora de col6nias de

eosinofilos (adaptada do livro CARNEIRO, Jorge. Hematologia Pediatrica. S&o Paulo: Manole, 2013).

1.2.

Justificativa
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Considerando os efeitos benéficos j& comprovados da Ang-(1-7) sobre diferentes
neoplasias em adultos e os mecanismos de acdo diversos pelos quais a molécula exerce essa
funcdo, torna-se relevante investigar se a mesma seria capaz de exercer beneficios semelhantes
no controle do crescimento de células neoplasicas em criancas portadoras de leucemias agudas.
Além disso, alguns estudos demonstraram a capacidade desta molécula de acelerar a
recuperacdo medular em pacientes pds quimioterapia, o que seria de extrema valia para o uso
em pediatria, principalmente em pacientes com neoplasias hematologicas e/ou transplantados
de medula 6ssea, 0s quais muitas vezes tém pior progndstico associado a complicacdes
decorrentes do periodo de aplasia medular pds quimioterapia.

A citotoxicidade da quimioterapia esta associada a neutropenia intensa, a
trombocitopenia e a anemia, condi¢cBes potencialmente fatais e responsaveis pelo atraso do
tratamento. Atualmente, a coldnia estimuladora de granulécitos (G-CSF), a eritropoietina
(EPO) e a transfusdo de concentrado de hemacias e plaquetas sdo os tratamentos de escolha
para as complicacdes decorrentes da mielossupressdo. No entanto, essas sdo alternativas
bioldgicas, de alto custo e que requerem injecdes diarias (no caso da G-CSF e da EPO) ou
infusdes intravenosas no ambiente intra-hospitalar. Isto envolve possiveis riscos e efeitos
colaterais, além da necessidade de hospitalizacdo em uma parte dos casos. A possibilidade de
que exista uma formulacédo oral [6], de administracdo facil e com baixa potencialidade toxica,
seria uma alternativa promissora para essa fase do tratamento dos pacientes com leucemias
agudas.

O fato da molécula de Ang-(1-7) ser um peptideo natural produzido pelo corpo humano
permite que, se usada de maneira terapéutica, ela possa agir com alta especificidade e
seletividade em células alvo. Isto reduziria a incidéncia de efeitos toxicos adversos, quando
comparada a outras terapias [17].

Os diversos mecanismos de a¢do desta molécula comprovados previamente em adultos,
bem como seu perfil de seguranca, alta tolerancia e baixo risco de efeitos colaterais [5], sugerem
a possibilidade de que a mesma poderia ser usada na pratica pediatrica. A molécula poderia
potencialmente atuar como tratamento principal ou adjuvante em diversos estagios de doencas
onco-hematoldgicas de pacientes pediatricos. E razodvel pensar que esse tratamento poderia
oferecer um melhor e mais rapido controle da doenca, uma maior eficacia na resposta ao
tratamento quimioterdpico, a reducdo da chance de recaidas e a aceleracdo da recuperacdo
medular e celular ap6s blocos de quimioterapia, reduzindo, dessa forma, as principais

complicacdes decorrentes da doenca e do seu tratamento.
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Essas caracteristicas fazem com que, caso seja demonstrado os efeitos benéficos da
molécula nas criangas portadoras de leucemias agudas, ela possa ser uma terapia adjuvante ou
principal promissora para 0 uso neste grupo de pacientes.

Para tanto, este estudo foi realizado em um primeiro momento para avaliar por meio da
mensuracdo dos niveis circulantes de componentes do SRA, incluindo a Ang-(1-7) e
Angiotensina Il (Ang Il) em pacientes pediatricos portadores de leucemia agudas, se existe
alguma associacdo entre as concentracdes dessas moléculas e as caracteristicas clinicas da
doenca, bem como sua resposta a quimioterapia, evolucdo, complicacdes, desfecho, entre
outras.

Foi realizada também a comparagdo entre as concentracbes das duas principais
moléculas do SRA, Ang Il e Ang-(1-7), nos pacientes portadores de leucemias agudas com as

mesmas moléculas dosadas em criangas saudaveis, pareadas por sexo e idade.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Leucemia Linfoblastica Aguda

A leucemia linfoblastica aguda (LLA) é uma neoplasia hematol6gica na qual ocorre o
acumulo clonal anormal de linfocitos imaturos na medula 6ssea. Os linfocitos imaturos se
proliferam e se diferenciam atipicamente dentro da medula dssea, substituindo as células
saudaveis, tendo como consequéncias a anemia, neutropenia e trombocitopenia [3]. A doenca
é a neoplasia maligna mais comum em criancas e adolescentes, embora tenha uma taxa de
sobrevivéncia de quase 90% [3].

A LLA tipo B é responsavel por 85% dos casos de leucemia linfoblastica na infancia
enguanto os 15% restantes sdo de linhagem de células T [3]. Em uma parcela pequena desses
pacientes, modificacGes de reguladores epigenéticos e modificadores de cromatina podem
contribuir para refratariedade ao tratamento e maior risco de recaidas, sendo esses pacientes
gravemente afetados [3, 4]. A LLA recidivante é a principal causa de morte em oncologia
pediatrica e ocorre em aproximadamente 20% dos pacientes com diagnostico primario [3].
Destes, 50-70% conseguirdo atingir uma segunda remissdo, mas apenas 20-30% serdo curados
[3].

Como outras neoplasias hematopoiéticas, a LLA é causada principalmente por mutagoes
[18]. A LLA possui duas linhagens, B e T que possuem processos fisiopatoldgicos especificos

e parcialmente elucidados. Pode-se geralmente supor que 0s processos de iniciacdo da
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leucemogénese na LLA sdo translocagdes cromossdmicas e rearranjos intra cromossomicos. A
translocacdo pode ocorrer pela realocagdo de oncogenes em regides reguladoras de genes
ativamente transcritos ou justapondo dois genes, ambos mecanismos resultando em expressdo
anormal de proteinas [18].

Um estudo [19] sobre o cenario gendémico das leucemias linfoblasticas agudas infantis
com alta hiperdiploidia demonstrou um ganho ndo aleatorio dos cromossomos X, 4, 6, 10, 14,
17,18 e 21, com trissomias ou tetrassomias individuais sendo observadas em mais de 75% dos
pacientes analisados. Nove genes sofreram mutacGes recorrentes e apresentaram mutagdes com
maior frequéncia do que o esperado ao acaso, incluindo seis genes associados a leucemia bem
conhecidos: KRAS (25%), FLT3 (12%), CREBBP (9,8%), NRAS (9,8%), WHSC1 (5,9%) e
PTPN11 (5,9%), dos quais CREBBP e WHSC1 também foram alvo de pequenas delecdes em
um caso cada. No total, mutacGes na via de sinalizacdo do receptor tirosina quinase (RTK)-
RAS, incluindo nos genes FLT3, NRAS, KRAS e PTPN11, foram observadas em 51% dos
casos [19].

De fato, a familia RAS representa alguns dos primeiros oncogenes descritos, sendo sua
sinalizacdo controlada através de mecanismos pos-transcricionais que resultam em estados
metabdlicos e imunoldgicos que promovem o crescimento, migragdo, sobrevivéncia, metastase
e plasticidade do cancer [20]. O mecanismo pelo qual os oncogenes RAS atuam é através da
ativacdo da via da proteina quinase ativada por mitdgeno (MAPK) definida por um eixo de
sinalizacdo RAF-MEK-ERK. Essa via ativa a transcricdo de uma série de redes de sinalizacédo
proliferativa (impulsionadas por fatores de transcri¢do da familia MYC, FOS, JUN e ETS) que
desencadeiam a proliferacdo de células cancerigenas por meio da promogéo da entrada no ciclo
celular, angiogénese e sobrevivéncia [20].

Em segundo lugar, o RAS desempenha um papel importante na ativacdo da rede de
sinalizacdo PI3K-AKT, que promove a transcricdo oncogénica através da sinalizacdo NF-«xB,
evasdo da apoptose em decorréncia da inibi¢cdo da enzima pré-apoptotica BAD, e crescimento
e metabolismo celular atraves do mTOR [20].

Em terceiro lugar, a ativagdo do TIAML1 impulsiona a motilidade e a migracdo das
células cancerigenas através de uma rede dependente de Rac-Rho e Rac-PAX. Além disso, 0
KRAS também pode mediar a ativacdo da sinalizacdo Wnt candnica, enquanto suprime as vias
Wnt nédo candnicas para promover o crescimento do tumor.

Por outro lado, alguns subtipos de LLA sdo caracterizados por outras caracteristicas

citologicas ou genémicas, incluindo diferentes alvos de imunofenétipo, alteracdes genéticas,



23

fatores de transcricdo, vias de sinalizacdo e regulagdes epigenéticas [19]. Os mecanismos mais
especificos e relevantes serdo discutidos a seguir.

11
2
M3

TRANSCRICAO | SOBREVIVENCIA | CRESCIMENTOE | MOTILIDADE
DE ONCOGENE CELULAR / METABCLISMO CELULAR E
APOPTOSE CELULAR MIGRM;.ELD

Figura 2. Via RAS no cancer. (1) Ativacdo da via da proteina quinase ativada por mitégeno (MAPK)
através do eixo de sinalizacdo RAF-MEK-ERK, gerando ativacéo de redes de sinalizagdo proliferativa
que desencadeiam a proliferacéo de células cancerigenas. (2) Ativacao da rede de sinalizacao PI3K-
AKT, promovendo transcricdo oncogénica através da sinalizacdo NF-kB, evasao da apoptose em
decorréncia da inibicdo da enzima pro-apoptética BAD, e crescimento e metabolismo celular através
do mTOR. (3) Ativacdo do TIAM1 impulsionando a motilidade e a migracao das células cancerigenas
através de uma rede dependente de Rac-Rho e Rac-PAX. (Imagem adaptada de Gimple, R. C.; Wang,
X. RAS: Striking at the Core of the Oncogenic Circuitry. Front. Oncol. 2019, 9, 965).
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2.1.1. Tipos B

2.1.1.1. LLA com alta hiperploidia na infancia

A hiperdiploidia alta é considerada quando ha o ganho de pelo menos cinco
cromossomos (51-65 cromossomos) nas células doentes, sendo uma caracteristica presente em
30% de todos os precursores de celulas B pediatricos da LLA. A avaliacdo da ploidia celular
pode ser realizada pela medicdo do DNA intracelular, através do cariotipo ou, em casos mais
complexos, por hibridiza¢do in situ por fluorescéncia interfasica (FISH), responsavel por
detectar hiperdiploidias ocultas [21].

A hiperploidia alta é isoladamente um marcador de prognostico favoravel, com taxas de
sobrevida superiores a 90%, sendo também mais encontrada em pacientes com fatores de
melhor progndstico (idade entre 1 e 10 anos e baixa leucometria ao diagnostico) [21].

As células leucémicas hiperdipléides possuem alta susceptibilidade a apoptose e, além
disso, parecem acumular maior quantidade de metabdlitos quimioterapicos, o que pode explicar
o desfecho favoravel comumente observado nesses casos [22].

A maioria dos casos de LLA hiperdipléide apresenta envolvimento de mutacdes em
genes da via RTK-RAS e de modificadores de histonas, sendo estes alvos atrativos para a
possibilidade de novas terapias nestes casos. [19].

2.1.1.2. LLA com rearranjo MLL

Rearranjos do gene KMT2A (histona lisina [K]-Metiltransferase 2A) no cromossomo
11923, formalmente conhecido como gene da leucemia de linhagem mista (MLL), sdo
encontrados em 5% dos casos de LLA na infancia [23].

O gene AF4, agora denominado AFF1, é um dos genes mais frequentemente
translocados entre mais de noventa outros genes parceiros conhecidos [24]. O AF4 ativa a
transcrigdo da familia de proteinas AF4/LAF4/FMR2 (ALF), relacionada a linfopoiese por seu
papel direto na regulacdo do alongamento transcricional e metilagédo coordenada de histonas
[25]. Este tipo de LLA é altamente agressiva e apresenta distribui¢do bifasica, com pico de
diagndstico em lactentes menores de um ano (até 80%) e em adultos (aproximadamente 15%)
[26]. Frequentemente se apresenta com hiperleucocitose ao diagndstico, recaida precoce, alta
incidéncia de envolvimento do sistema nervoso central (SNC) e mau progndstico [23].

Geralmente esses pacientes apresentam baixa resposta a corticoterapia (devido a fosforilacao
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da anexina A2 induzida pela SRC kinase) e a asparaginase, sendo, no entanto, muito sensiveis
a citarabina (devido a aumento na expressao de hENT1) [23].

Alvos terapéuticos potenciais para esses pacientes incluem inibidores de proteossomos,
inibidores de FLT3, MEK, HDAC, BCL-2, MCL-1, agentes hipometilantes, inibidores de
DotlL e CDK [23].

2.1.1.3. Gene de fusdo BCR-ABL1

O cromossomo Filadelfia (Ph) € um local comum de alteragdes moleculares associadas
as leucemias, e consiste em uma alteracdo do cromossomo 22, criado a partir da translocacao
reciproca entre os cromossomos 22 e 9, no brago longo de ambos, levando a recombinacao dos
genes BCR e ABL1, respectivamente [27].

Essa recombinacéo gera a proteina de fusdo BCR-ABL1 — t(9;22) (q34;q11) [27]. A
atividade anormal e aumentada da tirosina quinase (TK), proto-oncogene ABL1, causa alta
proliferacdo, parada de diferenciacdo e resisténcia a morte celular [27].

Apesar de ser uma mutacdo tipicamente associada a leucemia mieloblastica cronica, esta
moderadamente presente (11-29%) em pacientes adultos com LLA [27], e menos presente em
criangas (3-5%) [28]. O progndstico é inicialmente reservado para ambas as idades, com 22%
de sobrevida em 5 anos para adultos entre 15 e 65 anos e menos de 40% de cura em pacientes
pediatricos [28, 29].

Apesar disso, a instituicdo do uso de inibidores de tirosina kinase entre esses pacientes,
associada a quimioterapia convencional, apresentou alta eficacia nas LLA Ph+ recém
diagnosticadas, aumentando significativamente a taxa de remissédo completa desses pacientes

(95%) e a taxa de sobrevida dos mesmos em 3 anos apos diagnostico (55%) [30].

2.1.2. Tipos T

A LLA-T é uma forma agressiva de leucemia aguda, mais comum em adultos (25%) do
que em criancas (10-15%), com prevaléncia de 20% de todos os casos de LLA [31,32]. A
caracterizacdo genética desta doenca € muito heterogénea e anomalias cromossémicas estdo
presentes em quase todos os pacientes [31]. A LLA T é consequéncia de um processo complexo
no qual ocorre 0 acumulo de mutacdes. Essas mutacfes tém efeito no controle do crescimento
celular, diferenciagéo celular, proliferacdo celular e sobrevivéncia durante a timopoiese [26].

Dentre as mutagdes, as mutacdes ativadoras de NOTCH1 ou de perda FBXW?7 levam a ativacéo
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constitutiva de NOTCH, que é a principal via oncogénica desta LLA, sendo encontrada em
cerca de 80% dos pacientes [31, 33].

Com frequéncia préxima, as delecoes de CDKN2A estdo presentes em mais de 70% dos
pacientes. As delecdes de CDKN2A contribuem para a oncogénese por serem o locus no braco
curto do cromossomo 9 que contém os genes supressores tumorais p12INK4A e p14ARF [32].

A LLA T também tem uma frequéncia relativamente alta (aproximadamente 50%) de
translocacfes cromossémicas que colocam os genes do fator de transcri¢do sob o controle de
intensificadores T de linfécitos especificos. Menos frequentemente, as translocacGes também

podem levar a perda de fatores de transcri¢do relevantes para a supressao tumoral [32].

2.2. Leucemias Mieloblasticas Agudas

A leucemia mielobléstica aguda (LMA) é uma neoplasia maligna decorrente de
variacdes genéticas que levam a proliferacdo clonal neoplasica descontrolada. A alteragdo tem
origem nas células-tronco hematopoiéticas precursoras da linhagem mieloide, acometendo
hemaécias, leucocitos e plaquetas e preservando as células B e T. Os casos sdo, na grande
maioria, devidos a anomalias genéticas como anomalias cromossdmicas ou mutacoes isoladas.
Menos frequentemente, em individuos adultos, a LMA pode estar relacionada a exposicao a
agentes quimicos e terapias anteriores [34], por exemplo topoisomerases |1, agentes alquilantes
ou radiacdo [35].

A sobrevida global em criancas com LMA é proxima a 70% [36], mas as recaidas
geralmente tém desfechos ruins, com aproximadamente 10% de taxas de cura [37]. Embora
regularmente os pacientes adultos ndo possuam nenhuma anormalidade cromossdmica
importante [38], as mutacOes sdo estabelecidas em mais de 97% dos casos de LMA [39].

Além disso, embora a patogénese e 0 comportamento da LMA tenham influéncia direta
tanto de alteracbes somaticas quanto de rearranjos cromossémicos [35], existem algumas
anormalidades citogenéticas frequentes, incluindo t (15;17), inversdo 16, trissomia 18 e
delecbes completas ou parciais de cromossomos 5 ou 7 [40]. Geralmente, os efeitos sdo
alteracfes em regides de proto-oncogenes como o gene do fator de ligacdo ao ndcleo (CBF), o
gene do receptor alfa do &cido retindico, a familia de genes HOX, o gene MLL mencionado
anteriormente e outros, gerando uma proteina de fusdo anormal ou uma proteina relacionada ao

crescimento e diferenciacdo celular intracelular [40].

2.3. Papel do Sistema Renina Angiotensina no cancer humano: mecanismos e vias
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Quase todos 0s 6rgdos tém uma expressao funcional do SRA local em graus variaveis.
Evidéncias sugerem que certos padroes de ativacao e inibicdo do SRA parecem estar associados
com varios tipos de cancer [40,41].

O surgimento do cancer se deve a um desequilibrio na proliferacdo e diferenciacéo
celular, bem como em uma falha nos mecanismos de apoptose associados a essas alteragoes.
Neste contexto, 0 SRA parece atuar no desenvolvimento de canceres e metastases por meio da
modulacdo de eventos criticos como angiogénese, apoptose, crescimento celular, resposta
imune, sinalizagéo celular e deposicéo de matriz extracelular [43].

O SRA consiste em uma cascata de peptideos reguladores e contrarreguladores, bem
como enzimas e receptores, incluindo receptores de Angiotensina tipo 1 (AT1) e 2 (AT2),
receptor de pro-renina e receptor Mas. A ativacdo do denominado eixo classico do SRA,
formado pela enzima conversora de angiotensina (ECA), Ang Il e receptor tipo 1 de
Angiotensina Il (AT1), estéd associada a inflamacéo, vasoconstri¢do, angiogénese e fibrose. Em
nitido contraste, a ativacdo do chamado eixo alternativo SRA, composto por enzima conversora
de angiotensina Il (ECAZ2), Ang-(1-7) e receptor Mas exibe efeitos opostos [44].

A Ang-(1-7) é um heptapeptideo enddgeno formado a partir da Angiotensina | ou pela
acdo de ECA2 sobre Ang 1l [46], que atua através da ligacdo ao seu receptor Mas [46].

O aumento da atividade do eixo SRA classico foi demonstrado em varias neoplasias,
incluindo cancer de rim, mama, prostata, bexiga, estdbmago, colo do utero, cérebro, pancreas,
colon, pulmdo, figado, pele e hematopoiéticas [43]. Por outro lado, a estimulacdo do eixo
ECA2-Ang-(1-7) - receptor Mas parece ter efeitos protetores em varios tipos de cancer. Alguns
estudos ja demonstraram que a Ang-(1-7) exerce efeitos inibitérios na inflamacdo e nos
mecanismos de crescimento vascular e celular via ativagdo do receptor Mas [43]. O provavel
papel antitumoral da Ang-(1-7) deve-se a sua capacidade de inibir o crescimento de vérias
linhagens celulares [5].
proliferacdo de células cancerigenas humanas e em tumores xenograficos. Os mecanismos
incluiram a reducdo da angiogénese, da fibrose associada ao cancer, da inflamagéo induzida por
tumor e da metastase. A acdo antiangiogénica da Ang-(1-7) € mediada pela ativacdo do receptor
Mas e esta diretamente relacionada a agressividade do crescimento das celulas neoplasicas
[5,6].

As vias de sinalizacdo apo0s a ativacdo do receptor Mas séo a estimulacdo da liberacéo

de dxido nitrico, a reducao do fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) e do fator de
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crescimento placentario (PIGF) e o aumento da expressdo de receptores tipo decoy SFIt-1 em
celulas malignas.

O &xido nitrico é responsavel por inibir o crescimento tumoral, angiogénese, migragédo
de células neoplésicas e metastases em certos tipos de cancer [7,8]. VEGF e PIGF sdo essenciais
para o processo de angiogénese tumoral por induzir vasodilatagdo, aumentar a permeabilidade
vascular e estimular o crescimento e migracéo celular [10]. Sabe-se que o0s receptores chamados
SFIt-1 estdo presentes em abundancia nas células malignas. Esses receptores reduzem a
angiogénese por meio de sua capacidade de reconhecer e se ligar especificamente a fatores de
crescimento e citocinas [11].

Alguns estudos também mostraram o papel da Ang-(1-7) na inibicdo do crescimento de
diversas células cancerosas, reduzindo a atividade da ciclooxigenase (COX)-2 e das
prostaglandinas inflamatorias. A inibicdo da COX-2 reduz diretamente a formacdo da
prostaglandina E2 (PGE2) no tecido tumoral. A falta de PGE2 reduz o VEGEF,
consequentemente diminuindo a angiogénese e 0 crescimento e expansdo das células
neoplasicas [12,13,14].
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Figura 3. Sistema renina angiotensina. Principal vias de formacéo das angiotensinas. ECA, enzima
conversora de angiotensina; ECA2, enzima conversora de angiotensina 2; NEP, endopeptidase neutra;
AMPA, aminopeptidase a; ANG, angiotensina; MAS, receptor para angiotensina 1-7; AT1, receptor
tipo 1 para angiotensina; AT2, receptor tipo 2 para angiotensina.

2.4. Papel do SRA na leucemia
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Existem poucos estudos demonstrando a presenca de receptores do SRA na medula
0ssea (MO) [44]. De fato, moléculas do SRA como renina, angiotensinogénio, receptores de
angiotensina e enzimas conversoras de angiotensina ja foram detectadas na MO. Essas
moléculas podem afetar diferentes estagios da hematopoiese por diversas vias, desde a
embriogénese [14]. O SRA local parece modular o crescimento de colénias hematopoiéticas,
influenciando a producdo, proliferacdo e diferenciacdo dessas células [44].

Durante a formacdo das células sanguineas, 0 SRA exerce funcdes como apoptose,
proliferacdo celular, sinalizagéo intracelular, mobilizacdo, angiogénese, fibrose e inflamacéo
[47,48,49,50]. Estudos experimentais realizados em ratos com delecdo genética do gene que
codifica a ECA deram suporte ao papel modulador do SRA na mielopoiese [51]. Os ratos
geneticamente modificados apresentaram mielopoiese anormal, mieloblastos aumentados e
mieldcitos imaturos, anemia e hematopoiese extramedular com esplenomegalia [51].

N-Acetil-Ser-Asp-Lys-Pro (AcSDKP) é um tetrapeptideo inibitério também encontrado
na medula dssea [52]. AcSDKP inibe a producdo de progenitores hematopoiéticos e células
tronco hematopoiéticas pluripotentes, impedindo-os de entrar na fase S do ciclo celular. Estudos
demonstraram que a ECA inibe o efeito regulador fisioldgico do AcSDKP na hematopoiese da
medula éssea [52]. Portanto, altos niveis de ECA na medula 6ssea podem ser responsaveis por
uma proliferacdo excessiva dessas células.

Além disso, a ligacdo da Ang Il aos receptores AT1 estimula a via JAK-STAT, que, por
sua vez, aumenta as funcdes fisioldgicas da eritropoietina, trombopoietina e outras citocinas
hematopoiéticas durante a hematopoiese normal e em doengas mieloproliferativas [44].

Por outro lado, a ativacdo dos receptores AT2 pela Ang Il resulta em efeitos opostos
[44]. A via JAK-STAT € usada por membros da superfamilia de receptores de citocinas,
incluindo citocinas clinicamente envolvidas na ativacdo dos fatores estimuladores de colénias
de granulocitos (GCSF), eritropoietina, trombopoietina, os interferons e inimeras interleucinas,
tornando essa via central para a biologia das células hematopoiéticas e a terapia hematoldgica
[53].

A expresséo de JAKSs deficiente em quinase ou a introdugdo de mutagdes que impedem
a ligacdo e ativacao de JAK, abole a sinalizacéo proliferativa e antiapoptotica de varios outros
receptores de citocinas [54]. As STATSs sdo fatores de transcrigédo citoplasmaticos latentes que
se tornam ativados ap0s o recrutamento para um complexo receptor ativado. A inativacao
direcionada de genes STAT em estudos in vitro também resultou em efeitos deletérios no

desenvolvimento e fungédo das células hematopoiéticas [53].
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A Ang Il também pode produzir danos no DNA como quebras de fita simples e dupla.
Nesse sentido, existem estudos propondo a administracdo de Candesartan, um blogueador do
receptor AT1, para prevenir todos os tipos de lesbes celulares e de DNA associados a ativacdo
do receptor AT1 pela Ang Il [55]. Por outro lado, a Ang-(1-7) parece exercer efeitos benéficos
em canceres hematologicos. Um estudo demonstrou a possibilidade da Ang-(1-7) acelerar a
recuperacdo da hematopoiese em situacfes de aplasia de medula 6ssea ap6s quimioterapia [6].
De fato, neste estudo, a Ang-(1-7) estimulou a recuperacéo hematopoiética no sangue periférico
e na medula 6ssea de pacientes aplasiados pds bloco de quimioterapia [6].

O papel do heptapeptideo parece ocorrer em sinergia com fatores de crescimento
multilinhagem previamente existentes, aumentando o efeito proliferativo de progenitores
medulares mieloides (CFU-GM), megacariocitos (CFU-MEG), eritréides (BFU-E) e
progenitores celulares comuns mieldides (CFU-GEMM). Este efeito seria extremamente
importante para reduzir as comorbidades associadas a quimioterapia [6].

Considerando os variados mecanismos de acdo da Ang-(1-7) na inibigc&o do crescimento
de células neoplésicas, além do possivel efeito benéfico do peptideo na aceleracdo da
recuperacdo da medula dssea em pacientes com cancer, é provavel que esta molécula também
possa desempenhar um papel importante no controle da disseminacdo do céncer e das
comorbidades associadas as leucemias agudas.

2.5. Evidéncias epidemioldgicas

Uma série de evidéncias emergentes suportam uma associacdo entre 0 SRA e a
leucemia. A enzima conversora de angiotensina (ECA) é superexpressa em células blasticas
mieldides leucémicas [56]. A incubagdo in vitro de células de leucemia promielocitica (LPM)
com Enalapril, um inibidor da ECA, diminuiu o crescimento e a capacidade de formacéo de
colonias das células de maneira dose-dependente [57].

Um estudo demonstrou que a adigdo do peptideo Ang Il as células CD34+ estimulou a
unidade-granulécito-macrofago formadora de coldnia e a unidade-eritroide formadora de
explosdo [58]. Outro estudo evidenciou que a infusdo cronica de Ang Il em camundongos
regulou positivamente a proliferacdo de células-tronco hematopoiéticas (CTH) medulares,
mediada pela ativacdo de receptor AT1. O mesmo estudo demonstrou ainda a acdo da Ang Il
em acelerar a diferenciacdo de células tronco para linhagem miel6ide, bem como em aumentar

a expressao de receptores do tipo AT1 em medula 6ssea e bago [59].
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Em contrapartida, o principal mediador do eixo alternativo do SRA, Ang-(1-7), reduziu
a anemia, linfopenia e trombocitopenia em pacientes com cancer recebendo doxorrubicina e
ciclofosfamida em um ensaio clinico de fase I/lla [17]. O heptapeptideo também diminuiu a
incidéncia e a gravidade da trombocitopenia em pacientes que receberam uma combinacéo de
gencitabina e quimioterapia a base de platina, permitindo a auséncia de atraso na entrega das
doses programadas de quimioterapia em um estudo de fase Ilb [60]. Esse achado sugere um
potencial beneficio da Ang-(1-7) na recuperacdo de pacientes em quimioterapia.

Um anédlogo de Ang-(1-7), Nle3-A (1-7), foi desenvolvido para uso topico.
Formulagdes de B-ciclodextrina com este analogo de Ang-(1-7), B-CD:Nle3-A (1-7), foram
preparadas por liofilizacdo para uso oral em um estudo [6]. A B-CD:Nle3-A (1-7) foi capaz de
aumentar o numero de colénias de linhagens hematopoiéticas e células-tronco mesenquimais
(CTMs). No entanto, a administragdo combinada de B-CD:Nle3-A (1-7) e um bloqueador do
receptor de AT1 resultou em coldnias progenitoras comparaveis aos grupos tratados com
placebo. Esses efeitos em populagdes progenitoras fornecem um potencial mecanismo de acéo
de B-CD:Nle3-A (1-7) oral e provavelmente podem explicar as diferencas entre os efeitos dos
antagonistas de receptores angiotensinérgicos tipo 1 (BRAS) e Nle3-A (1-7) nos leucdcitos. O
uso de BRAs demonstrou que os efeitos hematoldgicos de Ang-(1-7) e Nle3-A (1-7) em
leucdcitos e populagdes progenitoras ndo podem ser reproduzidos pela redugédo da acdo da Ang
Il a partir do bloqueio dos receptores AT1 [6].

A Ang Il pode ser pré tumorigénica in vitro e in vivo [61,62]. Em diferentes modelos
experimentais de tumores quimicamente induzidos em camundongos, a delecdo do gene que
codifica a Ang Il retardou o crescimento do tumor [63,64] por meio de um efeito indireto no
metabolismo do carcindgeno, sem afetar diretamente a progressao do cancer.

Outra via pela qual o SRA pode influenciar a carcinogénese € por meio do éxido nitrico
(NO). O NO esta associado a angiogénese [65], que € um mecanismo essencial para a
sobrevivéncia das células neoplasicas. O efeito de promocéo de crescimento vasogénico do NO
esta ligado a geracdo de monofosfato de guanosina ciclico (cGMP) no endoteélio cultivado [66].
Todos 0os componentes celulares tumorais séo capazes de produzir e liberar NO, influenciando
mutuamente as células tumorais, estromais, inflamatdrias e endoteliais. Uma associacéo
positiva da expressdo da NO sintase (NOS) com a progressdo do tumor foi relatada em varios
modelos de tumores humanos [67,68]. Fortalecendo essa hipdtese, a administragdo de um
inibidor seletivo de NOS (iNOS) limitou o crescimento in vivo de adenocarcinoma de colon

humano e adenocarcinoma mamario em camundongos [69].
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Dessa forma, vérias evidéncias suportam um papel do NO na angiogénese tumoral.
Nesse contexto, a Ang-(1-7) pode se opor a muitas a¢des da Ang Il, atuando através do seu
receptor acoplado a proteina G (GPCR), receptor Mas. A Ang-(1-7) promove a liberacdo de
NO e prostaglandinas, causando vasodilatacao e inibicdo do crescimento celular [70]. A Ang-
(1-7) foi administrada em estudos de fase I/11 [71,17], sem relatos de toxicidade limitante de
dose. A Ang-(1-7) foi testada como um potencial agente antiproliferativo e antiangiogénico
para pacientes com cancer avancado refratario a terapia padrdo e como agente hematopoiético
para pacientes com citopenias multilinhagem apds quimioterapia [72].

Um estudo analisou a expressdo das moléculas do SRA (renina, angiotensinogénio e
ECA) em pacientes com leucemia mieloide crénica em uso de Imatinibe (inibidor de tirosina
quinase), demonstrando que o SRA-hematopoiético afeta a producéo de células neoplasicas nas
leucemias mieloblasticas cronicas, o que pode ser alterado pela administracdo de um inibidor
de tirosina quinase, especificamente o Mesilato de Imatinibe. Pacientes com LMC de novo
apresentaram aumento de ECA, angiotensinogénio e RNA mensageiro para renina, com
alteracdo da expressao dessas moléculas apds uso do inibidor de tirosina quinase [73].

Um estudo de coorte retrospectivo sugeriu que pacientes em uso de bloqueadores de
receptor de Angiotensina Il (BRAS) apresentavam menor risco de alguns tipos de canceres. No
entanto, esses efeitos ndo foram clinicamente demonstrados, e uso de BRAS teve um efeito
neutro na incidéncia de cancer [74]. Além disso, ndo foram observados aumentos significativos
na incidéncia de cancer quando comparados o uso de BRAs com placebo ou com inibidores da
enzima conversora de angiotensina (IECA) em uma metanalise [74].

Nesse contexto, o presente estudo pretende, como etapa inicial de investigacéo, avaliar
as concentragdes sanguineas dos principais mediadores do SRA, Ang Il e Ang-(1-7) em
pacientes pediatricos com leucemias agudas, comparando com as mesmas dosagens em criancas

e adolescentes saudaveis pareados por idade e sexo com 0s pacientes.

3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

O objetivo geral deste projeto é avaliar as concentra¢fes sanguineas dos principais
mediadores do SRA, Ang Il e Ang-(1-7) em pacientes pediatricos com leucemias agudas,
comparando com as mesmas dosagens em criancas e adolescentes saudaveis pareados por idade

e Sexo com 0s pacientes.
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3.2. Objetivos especificos

i. Mensurar componentes do SRA em amostras de sangue dos pacientes pediatricos
com leucemias agudas e em criancas e adolescentes saudaveis pareados por sexo e
idade (grupo controle).

ii. Avaliar possiveis associacGes/correlacdes entre os biomarcadores estudados e a

variabilidade da resposta clinica e laboratorial ao tratamento quimioterapico
apresentada pelo grupo de pacientes pediatricos com leucemias agudas.
iii. Comparar os resultados obtidos para as dosagens de moléculas do SRA entre os dois

grupos: pacientes pediatricos com leucemias agudas e controles saudaveis.

4 MATERIAIS E METODOS

4.1. Delineamento e local do estudo

Trata-se de estudo transversal cujo desfecho primario de interesse foi a dosagem sérica
das moléculas de Ang Il e Ang-(1-7) em pacientes pediatricos com diagndstico de leucemia
aguda em acompanhamento no servigo de Hematologia Pediatrica do Hospital das Clinicas da
UFMG (HC-UFMG). O grupo controle consistiu em pacientes pediatricos saudaveis
acompanhados regularmente pelo servico de Pediatria do HC-UFMG, pareados por sexo e por
idade. A mensuracdo das concentracGes sericas das moléculas do SRA foi realizada no
Laboratorio Interdisciplinar de Investigacdo Médica (LIIM).

4.2. Casuistica

O estudo foi realizado em pacientes pediatricos com idade entre 6 meses e 16 anos ao
diagnostico, em acompanhamento regular no ambulatério de Hematologia Pediatrica da
UFMG. O estudo incluiu todos os pacientes com diagndstico recente de leucemia aguda
admitidos no servigo entre os meses de julho de 2021 e janeiro de 2022, bem como pacientes
com leucemia aguda que ja estavam em acompanhamento neste servico desde o ano de 2018, e
concordaram em participar da pesquisa. O critério principal para a selecdo foi pacientes que
apresentavam diagnostico de leucemia aguda confirmado por imunofenotipagem, assim como
controles saudaveis em acompanhamento regular no ambulatério de Pediatria Geral da UFMG
pareados por sexo e idade.

Foram realizadas dosagens de Ang Il e Ang-(1-7) nas amostras de sangue medular e
periférico obtidas dos pacientes que participaram do estudo, bem como em amostras de sangue
periférico dos controles saudaveis.
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4.3. Critérios de incluséo

Os seguintes critérios foram adotados para inclusdo dos participantes neste estudo: (i)
pacientes pediatricos com diagnostico de leucemia aguda, com idade entre 6 meses e 16 anos,
acompanhados no servi¢o de Hematologia Pediatrica do HC-UFMG de maneira regular, (ii)
confirmacédo do diagndstico através de imunofenotipagem do diagnostico de leucemia aguda e
(iii) consentimento para participacdo por meio de assinatura do termo de consentimento
(ANEXO 1) e termo de assentimento (ANEXO 2).

4.4. Critérios de exclusédo

Os seguintes critérios de exclusdo foram adotados neste estudo: (i) pacientes com
diagnostico de leucemias cronicas ou outras alteracbes medulares diferentes de leucemias
agudas, (ii) pacientes ou familiares que ndo aceitaram participar do estudo e (iii) pacientes com
idade superior a 16 anos ao diagnostico.

4.5. Dosagem sanguinea de angiotensinas

Coletou-se sangue medular e/ou venoso periférico de todos os participantes. As
amostras foram colocadas em tubos a vacuo com heparina e centrifugadas duas vezes a 1.000xg
por 20 minutos a 4°C. O sobrenadante foi entdo coletado e armazenado a -70°C até o seu
processamento. Foram utilizados kits de imunoensaio enzimatico com um Unico antigeno
(ELISA) sanduiche quantitativo para dosar os niveis plasmaticos de Ang-(1-7) (catalogo
#MBS084052) e Ang Il (#MBS028394), seguindo as instrucdes do fabricante (MyBioSource,
22 San Diego, CA, Estados Unidos). As concentragdes foram medidas em pg/ml e a
sensibilidade reportada para ambos os analitos é de 2,0 pg/ml. Todas as amostras foram
analisadas em um sO ensaio para evitar a influéncia da variabilidade entre ensaios. Nossa
variabilidade intra-ensaio foi menor que 3%.

Além dos niveis de Ang-(1-7) e Ang Il dosados, a razdo Ang-(1-7) /Ang I1 foi calculada
como parametro do equilibrio entre os eixos alternativo e classico do SRA. Foram também
analisadas as potenciais diferengas entre os resultados obtidos em amostras de sangue periférico
e medular dos pacientes em estudo, visando identificar diferencas de concentragdo- que
poderiam refletir, diferencas na concentracdo de Ang Il e Ang-(1-7) nos tecidos periférico e

medular.

4.6. Variaveis clinicas dos pacientes
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Para avaliar se houve alguma associacao entre os niveis de Ang Il e Ang-(1-7) com as
caracteristicas clinicas dos pacientes, foi realizada andlise retrospectiva dos prontuérios
médicos. As seguintes variaveis foram incluidas: subtipo de LLA, caritipo, biologia molecular,
protocolo terapéutico utilizado, presenca de hiperleucocitose ao diagndstico, ocorréncia de
intercorréncias e desfechos. Os pacientes foram divididos de acordo com a presenca de
linfoblastos ao diagndstico no sistema nervoso central (SNC) em trés grupos: SNC1 - auséncia
de blastos; SNC2 — contagem de leucocitos < 5/l com presenca de blastos e SNC3 — contagem

de leucocitos > 5/ul com presenga de blastos [78].

4.7. Andlise estatistica

As analises estatisticas foram feitas usando o software GraphPad Prism 8.4.3 (GraphPad
Software, San Diego, CA, Estados Unidos). Para avaliar a distribuicdo normal dos dados,
inspecionamos visualmente a distribuicdo de cada uma das varidveis continuas, e as
submetemos ao teste de Shapiro-Wilk. Com relacdo as variaveis continuas, 0os dois grupos
(Leucemia Aguda e controle) foram comparados por meio do teste U de Mann-Whitney ou
Teste-T de Studant ndo pareado, de acordo com sua distribuicdo. O teste exato de Fisher e 0
teste Qui-quadrado foram empregados para comparar variaveis categoricas (binarias) entre 0s
grupos. As correlacdes entre variaveis foram calculadas usando o coeficiente de Spearman ou
Pearson, conforme a distribuicdo. Quando a amostra do estudo foi subdividida em trés
categorias, as comparacdes foram feitas por analise de variancia (ANOVA) ou pelo teste de
Kruskal Wallis.

4.8. Considerac0es éticas

O projeto foi aprovado pelos Comités de Eticas e Pesquisa (COEP) da Universidade
Federal de Minas Gerais. Os pacientes foram convidados a participar do estudo pela equipe de
pesquisa. Aqueles que aceitaram participar, foram incluidos no estudo mediante a assinatura do
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) e Termo de Assentimento. Todas as
informacdes do estudo foram mantidas em sigilo para preservar a identidade dos pacientes e

todo material bioldgico coletado foi utilizado somente para pesquisa (COEP 5.192.807).

S. RESULTADOS
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5.1. Populacéo do estudo

Foram incluidos 11 pacientes com leucemia aguda e 20 controles saudaveis pareados
por sexo e por idade. No grupo dos pacientes, 8 (72,7%) eram do sexo masculino. A idade dos
participantes variou de 11 meses a 13 anos (7,51 + 4,74 anos de idade). As caracteristicas dos
pacientes e controles podem ser vistas na Tabela 1. Dos 11 pacientes com diagnostico de LA,
8 (72,7%) apresentavam LLA B, 2 (18,2%) apresentavam LLA T, e apenas 1 (9,1%)
apresentava LMA. Dos 8 pacientes com LLA B, 2 (25%) foram classificados como baixo risco,
3 (37,5%) como risco intermediario e 3 (37,5%) como alto risco. Em relacéo a classificacédo de
envolvimento de sistema nervoso central (SNC) ao diagnoéstico, dos pacientes acompanhados,
7 (63,6%) foram classificados como SNC1, 2 (18,2%) como SNC2 e 2 (18,2%) como SNC3.
Apenas 2 (18,1%) pacientes apresentavam hipercelularidade ao diagnostico. O esquema
terapéutico mais utilizado foi o BFM 2009 (72,7%), seguido pelo NophoO3 (9,1%) e pelo
GBTLI 2009 (9,1%), sendo que, em apenas um (9,1%) paciente, foram realizados dois
protocolos distintos, devido a mudanca na classificacdo da doenca (NophoO3 e 0 GBTLI). Com
relacdo ao desfecho clinico, 10 (90,9%) pacientes encontravam-se em remissao morfoldgica e
apenas 1 (9,1%) evoluiu para ébito durante tratamento de inducdo da doenca. Dos pacientes em
remissao, 8 (72,7%) permanecem em tratamento quimioterapico segundo protocolo, 1 (9,1%)
foi encaminhado para transplante de medula 6ssea em outra instituicdo e 2 (18,2%) tiveram
quimioterapia suspensa devido a alta toxicidade e morbidade associada, estando em
acompanhamento regular no ambulatério, com reavaliacdo periddica de atividade da doenca.
As caracteristicas individuais de cada paciente com leucemia agudam podem ser vistas na
Tabela 2.

5.2  Angiotensina Il e Angiotensina-(1-7) em pacientes com leucemia aguda

Foram dosados os niveis sanguineos de Ang Il e Ang-(1-7) de pacientes com leucemia
aguda e controles saudaveis. Foi notado que os pacientes com leucemia aguda apresentaram
niveis significativamente mais elevados de ambos os peptideos quando comparados com 0s
controles saudaveis (Tabela 1, graficos 1A e 1B). No entanto, ndo foi encontrada diferenca
significativa da relacdo Ang-(1-7) /Ang Il entre os dois grupos (Tabela 1, grafico 1C). Foi
detectada uma correlacéo forte e positiva entre os niveis de Ang Il e de Ang-(1-7) em pacientes
com leucemia aguda (r = 0,853; p < 0,0001) (Grafico 2A). Resultado similar nao foi

encontrado nos controles saudaveis (Grafico 2B). Entre 0s pacientes com leucemia aguda, ndo
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foram observadas diferencas significativas nos niveis de Ang Il e Ang-(1-7) e nem da relagéo
Ang-(1-7) /Ang 1l entre amostras de sangue periférico e sangue medular (p > 0,05 para todas

as comparagoes).

A 500 B 400 -

- *kkk F:-
= 400 =  300- Hkokk
© ¥
c — g -
® = 300 c -
c £ ‘s £ -
25 g 5 200
S & 200- 2e
> 2~

2 1004

< 100+ -

LA Controles LA Controles

- -
o o
1 1

Relagio Ang-(1-7)/Ang Il )
g

e
o
l

LA Controles

Gréfico 1. Dosagem de Angiotensina Il (Ang Il) e Angiotensina-(1-7) [Ang-(1-7)]. (A) Pacientes com
leucemia aguda (LA) apresentam niveis mais elevados de Ang Il (pg/mL) e (B) Ang-(1-7) quando
comparados com controles saudaveis. (C) Néo houve diferenga significativa entre a relagdo Ang I1/Ang-
(1-7) entre os dois grupos. ****p < 0,0001.
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Gréfico 2. Correlagdo dos niveis de Angiotensina Il e Angiotensina-1(1-7) no grupo de (A) pacientes
com leucemia aguda (LA) e (B) controles saudaveis. Foi notada uma correlagdo positiva entre 0s niveis
de ambas as moléculas apenas em pacientes com LA.

5.3  Angiotensina Il e Angiotensina-(1-7) e caracteristicas e desfechos dos pacientes

com leucemia aguda

Foram realizadas andlises quanto aos niveis dos dois peptideos e diferentes
caracteristicas clinicas dos pacientes com leucemia aguda e controles saudaveis. Como
esperado, ndo foram encontradas diferencas dos niveis de Ang Il e de Ang-(1-7) de acordo com
0 sexo dos pacientes com leucemia aguda e dos controles saudaveis. Contudo, notou-se que
houve uma correlacéo positiva da idade e os niveis de Ang Il nos controles saudaveis (r = 0,630;
p = 0,002), resultado esse ndo encontrado em pacientes com leucemia aguda (Tabela 3).
Ademais, percebeu-se que apenas nesse grupo de controles saudaveis houve uma correlacdo
negativa da relacdo Ang-(1-7) /Ang Il e idade (r = -0,580; p = 0,073). N&o houve diferenca
significativa entre os niveis de Ang Il e Ang-(1-7), assim como da relagdo Ang-(1-7) /Ang II,
entre os diferentes niveis de acometimento do SNC (p > 0,05), assim como entre 0s pacientes
com LLA B, LLA T e LMA (p > 0,05). Similarmente, a presenca de hipercelularidade néo
esteve associada a niveis distintos de nenhum dos peptideos avaliados e nem de sua relagéo (p
> 0,05). Nenhum protocolo de tratamento ou cariétipo foi associado a niveis superiores ou
inferiores de Ang Il e Ang-(1-7) (p > 0,05).

Apenas um paciente (Tabela 2, Paciente 4) faleceu durante o periodo de andlise,

dificultando a analise do desfecho 6ébito com relacdo as dosagens de Ang Il e Ang-(1-7). No
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entanto, notou-se que esse paciente apresentou niveis sanguineos de Ang Il e Ang-(1-7)

inferiores & mediana dos pacientes em remissdo (Gréfico 3).
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Graéfico 3. Niveis sanguineos de (A) angiotensina Il (Ang Il) e (B) angiotensina-(1-7) [Ang-(1-7)] em
pacientes com leucemia aguda em remissdo comparados com o paciente falecido (Paciente 4).

Resultados do paciente em remissdo expresso por mediana e intervalo de confianga de 95%.

Tabela 1. Comparacdo entre pacientes com leucemia aguda (LA) e controles saudaveis.

Variaveis Pacientes (n =11) Controles (n = 20) valor-p

Sexo (M /F) 8/3 12/8 0,698

Idade (anos) 7511474 8,25+ 3,72 0,634
Ang-(1-7) (pg/mL) 232,1 60,37 93,91 + 33,62 <0,001
Ang Il (pg/mL) 289,3+101,1 115,5 + 49,22 <0,001
Relacdo Ang-(1-7)/Angll 0,86 £ 0,24 0,93+0,44 0,984

Ang-(1-7): Angiotensina-(1-7); Ang Il: Angiotensina Il; F: feminino; M: masculino. *Teste de U de

Mann Whitney ou Teste-T de Student ndo pareado. Valores em média ou mediana + desvio padrao.
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Tabela 2. Caracteristicas individuais dos pacientes com leucemia aguda (LA) (n = 12).

Idade
Paciente Sexo Diagnostico SNC Caridtipo Protocolo Desfecho
(anos)
LLABRI ) )
1 1,67 F ) o SNC2 46, XX,i(7)(q10)[05]/46,XX[11] BFM2009 Remissao
hiperleucocitaria
2 12,00 F LLABAR SNC1 46, XY BFM 2009 Remissédo
LLA pr6 B GBTLI LLA
3 5,58 M MLL+/ Switch SNC1 46,XX,t(4;11)(q21;923)/46,XX BFM T™MO
hiperleucocitaria 2009/Nopho93
4 1,92 M LLAearly T SNC1 45,XY,-8[03]/46,XY[12] BFM 2009 Obito
5 8,00 M LLA pré BRI SNC3 NOMA BFM2009 Remissao
LMA M7 + 47,XY,+21[12]/48,XY,+8,+21[0 .
6 0,92 F ) ) SNC1 Nopho03 Remissao
trissomia do 21 8]
LLA pré B ph+ )
7 4,42 M AR SNC3 NOMA BFM2009 Remissao
LLATAR
8 5,92 M ) o SNC2 NOMA GBTLI 2009 Remissédo
hiperleucocitario
9 6,00 M LLA B BR SNC1 NOMA BFM2009 Remissdo
10 16,50 M LLA B BR SNC1 NOMA BFM2009 Remissao
11 8,33 F LLABRI SNC1 NOMA BFM 2009 Remissao

LLA: leucemia linfoblastica aguda; LMA: leucemia mieloblastica aguda; F: feminino; NOMA: nao foram obtidas metéfises suficientes para analise de cariotipo

ao diagnostico; M: masculino; TMO: transplante de medula dssea; BR: baixo risco; RI: risco intermediario; AR: alto risco; SNC: sistema nervoso central
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Tabela 3. CorrelagBes entre niveis de angiotensina Il (Ang Il), angiotensina-(1-7) [Ang-(1-7)] e

relacdo Ang-(1-7) /Ang Il em pacientes com leucemia aguda e controles saudaveis.

Variaveis Coeficiente rho (r)* 1C95% valor-p*
Pacientes (n = 11)
Ang-(1-7) (pg/mL) -0,081 -0,661 — 0,559 0,817
Ang Il (pg/mL) -0,036 -0,6350 — 0,5896 0,924
Relacdo Ang-(1-7) 0,06364 -0,571 - 0,651 0,8603
/Angll
Controles (n = 20)
Ang-(1-7) (pg/mL) -0,130 -0,551 - 0,343 0,582
Ang Il (pg/mL) 0,630 0,248 - 0,843 0,002
Relacdo Ang-(1-7) -0,580 -0,818 --0,171 0,007
/Angll

Ang-(1-7): Angiotensina-(1-7); Ang Il: Angiotensina Il; 1C95%: Intervalo de Confianca de 95%.

*Coeficiente de Spearman

6. DISCUSSAO

As leucemias agudas constituem o grupo de neoplasias mais comuns no periodo da
infancia, e, apesar de atualmente apresentar uma taxa de sobrevida em torno de 80%, a doenga
e as morbidades associadas ao tratamento apresentam grande impacto na qualidade de vida
desses pacientes em curto, médio e longo prazo.

A boa resposta ao tratamento e aumento da sobrevida desses pacientes nas ultimas
décadas deve-se ao maior entendimento da fisiopatologia da doenca, assim como dos
mecanismos genéticos e moleculares em suas diferentes formas de apresentacao.

Este conhecimento tornou possivel, nos ultimos anos, o desenvolvimento de inimeras
drogas que tém como alvo as vias moleculares associadas ao surgimento, proliferacdo e
manutenc¢do dos clones leucémicos. Dentre as moléculas que poderiam potencialmente atuar
diretamente em cada um desses processos de crescimento e manutencdo de células clonais
leucémicas, esta a Ang-(1-7).

A Ang-(1-7) é um hormonio heptapeptideo endogeno do SRA responsavel por
coordenar respostas biologicas pela ativacdo de um anico receptor, o receptor Mas, podendo

atingir alvos especificos quando utilizada como agente terapéutico.
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Estudos prévios [5,7] associaram a Ang-(1-7) a inibicdo do crescimento e reducéo da
proliferacdo de células cancerigenas humanas e em tumores xenograficos por meio de diversos
mecanismos, incluindo reducdo da angiogénese e da inflamacdo induzidas pelo tumor e pelas
metastases.

Outro estudo [6] mostrou que a Ang-(1-7) acelera a recuperacdo hematopoiética no
sangue periférico e na medula 6ssea ap6s a quimioterapia, atuando em sinergia com fatores de
crescimento multi-linhagem previamente existentes e incrementando o efeito proliferativo
sobre progenitores medulares.

O principal objetivo do presente estudo foi mensurar as concentracdes de Ang Il e Ang-
(1-7) no sangue periférico e na medula 6ssea de criancas portadoras de leucemias agudas. Tais
mensuracGes foram comparadas com as dosagens sanguineas dos mesmos marcadores no grupo
controle, tentando estabelecer relacdo entre a dosagem dos peptideos, o perfil de atuacéo do
SRA nesses pacientes e a forma de apresentacao, evolucao e desfecho da doenca.

No nosso estudo, os pacientes com leucemia aguda apresentaram niveis
significativamente mais elevados de Ang Il e Ang-(1-7) quando comparados com 0s controles
saudaveis, porém nao foi encontrada diferenga significativa da relacdo Ang-(1-7) /Ang Il entre
os dois grupos. Entre os resultados foi encontrada uma correlacdo positiva da idade e os niveis
de Ang Il nos controles saudaveis (r = 0,630; p = 0,002), resultado este ndo encontrado em
pacientes com leucemia aguda. Esse achado é compativel com descrito em estudo prévio que
demonstrou aumento dos peptideos relacionados ao eixo classico do SRA com aumento da
idade [79]. Percebeu-se ainda que apenas nesse grupo de controles saudaveis houve uma
correlacdo negativa da relacdo Ang-(1-7) /Ang 1l e idade (r = -0,580; p = 0,073), corroborando
com dados previamente descritos na literatura [76]. O aumento da concentragdo de Ang Il nos
pacientes com leucemia em relacdo ao grupo controle, estd compativel com estudo prévio que
associou altos niveis de atividade de ECA na medula déssea a uma proliferagdo excessiva e
desordenada de progenitores hematopoiéticos e células tronco hematopoiéticas pluripotentes
[52]. Esses achados reforcam ainda a hipotese de que exista uma alteracdo na homeostase e
funcionamento do SRA nos pacientes com diagnostico de leucemia. A auséncia de correlacdo
positiva entre idade e niveis de Ang Il nos pacientes com leucemia reforca a hipotese de que
as alteracOes encontradas nas concentragcdes dos peptideos nesses pacientes sejam atribuiveis a
doenca de base. O aumento de Ang Il era esperado entre esses pacientes considerando sua acao
pro-tumorigénica e pro-inflamatéria j& demonstrada in vitro e in vivo [61,62]. O aumento

equivalente e proporcional na concentracdo de ambos os peptideos nos pacientes sugere um
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aumento de Ang-(1-7) decorrente de maior conversdo da Ang Il pela ECA2, gerando como
produto final Ang-(1-7) [77].

Por outro lado, ndo houve diferenca significativa entre os niveis de Ang Il e Ang-(1-7),
assim como da relagdo Ang-(1-7) /Ang I, entre os diferentes niveis de acometimento do SNC
(p > 0,05), 0 que pode sugerir um baixo envolvimento dessas moléculas no processo de
infiltracdo do SNC desses pacientes. Esses achados diferem do relatado em estudos prévios nos
quais relacionou-se a atuacéo dessas moléculas diretamente a capacidade de tumores sélidos
se proliferarem e gerarem metastases [43], bem como a atuacao bioldgica importante de Ang -
(1-7) no tecido cerebral [78]. Cabe ressaltar que o tamanho reduzido de nossa amostra de
pacientes pediatricos com leucemia aguda pode ter comprometido tal analise.

Também nédo houve diferenga significativa entre os niveis de Ang Il e Ang-(1-7) entre
os pacientes com LLA B, LLA T e LMA (p > 0,05), o que sugere que 0s mecanismos de atuagao
e funcionamento do SRA nas neoplasias hematol6gicas ocorram de maneira semelhantes nos
diversos tipos de apresentacdo da leucemia. Neste caso também, o tamanho amostral reduzido
pode ter impedido a detecgéo de diferencas significativas entre 0s subgrupos.

A presenca de hipercelularidade ao diagnostico ndo esteve associada a niveis distintos
de nenhum dos peptideos avaliados e nem de sua relagdo (p > 0,05). Nenhum protocolo de
tratamento ou caridtipo foi associado a niveis superiores ou inferiores de Ang Il e Ang-(1-7)
(p > 0,05). Dessa maneira, 0 nosso estudo ndo permitiu, deste ponto de vista, estabelecimento
de relacdo entre estratificacdo de risco inicial da doenca e perfil de expressao dos peptideos
estudados. Tivemos em nosso estudo apenas um paciente que faleceu. O referido paciente
apresentou niveis sanguineos de Ang Il e Ang-(1-7) significativamente inferiores a mediana
dos demais pacientes em remissdo da doenga (Gréafico 3), porém consideramos comprometida
a andlise de desfecho 6bito devido ao fato de ter sido apenas um paciente.

Finalmente, entre os pacientes com leucemia aguda, ndo foram observadas diferencas
significativas nos niveis de Ang Il e Ang-(1-7) e nem da relacdo Ang-(1-7) /Ang Il entre
amostras de sangue periférico e sangue medular (p > 0,05 para todas as comparagoes),
sugerindo semelhanca na expressédo de receptores e atuacdo das moléculas do SRA em nivel
periférico e medular.

O presente estudo apresentou varias limitagcdes, dentre elas um ndmero amostral
relativamente pequeno, devido a especificidade de critério de inclusdo para participacdo. Na
concepcao deste estudo, planejamos recrutamento de maior numero de pacientes e a realizacédo
de mais experimentos, como, por exemplo, a dosagem de outras moléculas do SRA. Tais
aspectos foram diretamente afetados pelo cenario de pandemia e escassez de recursos
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financeiros para pesquisa. Para melhor entendimento da acdo dos peptideos do SRA nas
leucemias agudas seria importante um acompanhamento de longo prazo em um ndmero maior
de pacientes, bem como da possibilidade de dosagem dessas e de outras moléculas nos tecidos
periféricos e medular dos mesmos. Neste caso, a dosagem de ECA2 ou a medida de atividade
enzimatica, por exemplo, poderia reforcar a hipdtese sugerida de aumento de Ang-(1-7) nesses
pacientes secundaria ao aumento de degradacdo da Ang Il pela ECA2. Além disso, a
possibilidade de dosagens dos peptideos no liquor dos pacientes poderia elucidar melhor o
papel deles na infiltracdo de SNC pela doenca de base.

Dessa forma, estudos adicionais sdo necessarios para estabelecermos uma relacdo
segura entre o perfil de expressao e a atuacdo das moléculas do SRA nos pacientes pediatricos

com leucemia aguda.

7. CONCLUSOES

- As concentragfes sanguineas de Ang Il e Ang-(1-7) nos pacientes pediatricos com
leucemia aguda apresentaram niveis significativamente mais elevados quando
comparados com os controles saudaveis.

- Na&o foi encontrada diferenca significativa da relacdo Ang-(1-7) /Ang Il entre os dois
grupos estudados.

- Os controles saudaveis apresentaram uma correlacdo negativa da relacdo Ang-(1-7)
/Ang Il e idade (r = -0,580; p = 0,073). Tal achado ndo foi detectado no grupo de
pacientes com leucemia aguda.

- N&o foram observadas diferencas significativas nos niveis de Ang Il e Ang-(1-7) e nem
da relacdo Ang-(1-7) /Ang Il entre amostras de sangue periférico e sangue medular.

- Na&o foi observada relagéo entre as estratificagdes de risco e gravidade da doenga e o

perfil de expresséo de Ang Il e Ang-(1-7) entre os pacientes com leucemia aguda.
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Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
Versdo 1.0 datada de 08 de Fevereiro de 2020

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Titulo do Projeto: Avaliagdo de componentes do sistema renina-angiotensina em
pacientes pediatricos com diagnodstico de neoplasia

Pesquisadoras responsaveis: Professoras Ana Cristina Simdes e Silva, Camila Silva Peres
Cancela e Karla Emilia de Sa Rodrigues.

Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Minas Gerais

Telefone: 31 3307 9440

INTRODUCAO

Estamos convidando seu filho para participar neste estudo porque ele tem uma
doenca do grupo das doengas onco-hematoldgicas. As responsaveis por este estudo sdo as
Professoras Ana Cristina Simdes e Silva, Camila Silva Peres Cancela e Karla Emilia de Sa
Rodrigues.

Antes de decidir se vocé deseja que seu filho participe deste estudo, queremos que
vocé saiba mais de que se trata o estudo. Este € um formulério de consentimento que lhe dara
informacdes sobre o estudo, vocé devera assinar este formulario de consentimento se
concordar que seu filho participe do estudo. Vocé recebera uma cdpia do consentimento para
seus arquivos pessoais.

POR QUE ESTE ESTUDO ESTA SENDO REALIZADO?

O proposito deste estudo é obter informag8es sobre criangas e adolescentes com
doengas onco-hematologicas durante o seu tratamento, estudar os tipos de tratamento
oferecidos, ajudar os médicos a identificar os fatores que favorecem o desenvolvimento de
complicacdes que podem acontecer neste periodo e colaborar para o desenvolvimento de
novas alternativas para o tratamento.

0 QUE MEU FILHO PRECISAREMOS FAZER DURANTE O ESTUDO?

Seu filho sera examinado por seu médico conforme rotina da equipe assistencial, essas
avaliacdes ndo fazem parte do estudo. Durante o tratamento serdo obtidas informacdes sobre
seu filho, sera realizado o exame médico, e serdo colhidos sangue e urina para a realizagdo de
exames de laboratdrio relacionados com o tratamento. Esses exames serdo pedidos conforme
a orientacdo de seu médico (da pediatria, da oncologia ou da hematologia) que cuida de seu
filho e ndo sdo exames extras deste estudo. As informagdes serdo coletadas em um outro
formulario além do prontuario como dados do estudo aqui proposto. Seu filho recebera um
Numero de Identificacdo de Paciente (NIP). As informacdes recolhidas ndo irdo conter o nome

de seu filho, assim a identidade dele ndo sera revelada.

QUANTO TEMPO MEU FILHO FICARA NO ESTUDO?

Seu filho permanecerad no estudo até o final do tratamento dele. E importante dizer
que o final do tratamento serd determinado pela equipe médica de seu filho e ndo esta
condicionada a participacdo neste estudo.
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QUAIS SAO OS RISCOS DESTE ESTUDQ?

A coleta de sangue pode provocar desconforto, sangramento ou hematomas, onde a
agulha penetrar no corpo, da mesma forma que qualquer exame de sangue realizado. Durante
a entrevista médica, vocé podera se sentir constrangida (o) com os questionamentos do
estudo, mas faremos todo o possivel para que isso ndo acontecga.

QUAIS OS BENEFICIOS DA PARTICIPACAQ NESTE ESTUDO?

Os resultados deste estudo ajudardo os médicos a entender melhor as caracteristicas das
criangas com doeng¢as onco-hematolégicas. Ajudardo também a avaliar os riscos e os
beneficios dos medicamentos administrados durante o tratamento e a descrever as principais
anormalidades que possam ocorrer com essas criangas durante o tratamento. Entretanto,
nenhum beneficio direto pela participacdo de seu filho neste estudo é garantida.

O QUE PODE OCORRER SE EU NAQ CONCORDAR EM PARTICIPAR?

Se vocé decidir ndo permitir a participacdo de seu filho, mesmo assim ele continuara a
receber todo o tratamento necessario. Seu filho continuarad a ser tratado e acompanhado
durante o tempo que for necessario para o tratamento de sua doenga.

CONFIDENCIALIDADE

Todos os registros serdo mantidos em um fichario trancado e eles poderdo ser vistos por
individuos que trabalham neste estudo. Os resultados poderdo ser publicados em revistas
cientificas ou apresentados em congressos médicos, mas seu filho ndo serd pessoalmente
identificado em publicacdo resultante da informacao recolhida neste estudo.

HA ALGUM CUSTO PARA MIM?

N3o ha nenhum custo para vocé relacionado com as visitas clinicas, exames ou testes de
laboratdrio em conexdo com o estudo.

MEU FILHO RECEBERA ALGUM PAGAMENTO?

Nem vocé nem seu filho receberdo qualquer pagamento por participar neste estudo.

QUAIS SAO OS DIREITOS DE MEU FILHO COMO SUJEITOS DA PESQUISA?

A participacdo neste estudo é completamente voluntaria. A qualguer momento vocé
podera optar por ndo tomar parte ou por ndo permitir que seu filho tome parte neste estudo,
vocé também podera desistir de participar do estudo durante a internagao de seu filho.

NOVAS DESCOBERTAS OU RESULTADQS DO ESTUDO

Qualquer descoberta de importdncia que resultar do estudo lhe serad transmitida por
um membro da equipe. No final, quando os resultados do estudo estiverem prontos, eles
serdo publicados e a equipe médica que acompanha seu filho serd comunicada. N3o ha
garantias de que vocé ou seu filho sejam comunicados pessoalmente.
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O QUE DEVO FAZER SE TIVER PROBLEMAS OU PERGUNTAS?

No caso de perguntas sobre este estudo ou les3o relacionada com a pesquisa, fazer
contato com as Professoras Ana Cristina Simdes e Silva, Camila Silva Peres Cancela e Karla
Emilia de Sa Rodrigues, nos tels 3307-9440 ou 3409-9773. Vocé pode entrar em contato
também com o Comité de Etica em Pesquisa no tel 34094592 (endereco Av. Antdnio Carlos,
6627, Unidade Administrativa Il - 22 andar - Sala 2005 no Campus Pampulha em Belo
Horizonte) caso vocé tiver duvidas sobre a conducao ética deste estudo.

DECLARACAO DE CONSENTIMENTO

Eu li este formulério de consentimento (ou alguém o explicou para mim), todas as
minhas perguntas foram respondidas e concordo em tomar parte neste estudo. Estou ciente
de que meu filho pode sair a qualquer momento, sem perder o direito de receber cuidados
médicos.

Nome do responsavel (legivel) Assinatura do responsavel

Data:

Responsavel pelo estudo Assinatura do responsavel pelo estudo

Data

Nome da testemunha Assinatura da testemunha

Data
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ANEXO 2- Termo de assentimento

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
Versao 1.0 datada de 08 de Fevereiro de 2020

TERMO DE ASSENTIMENTO

Titulo do Projeto: Avaliagdo de componentes do sistema renina-angiotensina em
pacientes pediatricos com diagndstico de neoplasia

Pesquisadoras responsaveis: Professoras Ana Cristina Simdes e Silva, Camila Silva Peres
Cancela e Karla Emilia de Sa Rodrigues.

Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Minas Gerais

Telefone: 31 3307 9440

INTRODUCAO

Estamos convidando vocé para participar neste estudo porque vocé tem uma doenga
do grupo das doencas onco-hematoldgicas. Antes de decidir se vocé deseja participar deste
estudo, queremos que vocé saiba mais de que se trata o estudo. Este é um formulario de
consentimento que lhe dara informacdes sobre o estudo, vocé devera assinar este documento
se concordar que em participar do estudo. Queremos saber sua opinido.

POR QUE ESTE ESTUDO ESTA SENDO REALIZADO?

A razd3o pela qual estamos realizando este estudo é tentar entender como a sua
doenca e os medicamentos utilizados afetam seu corpo e os corpos de outras criangas como
vocé. Também vamos estudar como funcionam os medicamentos que vocé esta usando para
combater o cancer.

QUE ACONTECERA COMIGO NESTE ESTUDO?

Se vocé estiver em nosso estudo, um médico val fazer um exame fisico de vocé
(escutardio seu coracdo, pulmdes e palpardo sua barriga) sempre que necessario durante o seu
tratamento. Vocé sera pesado e medido para ver como é que estd crescendo. Seu médico
também fara algumas perguntas a vocé para saber como é que vocé se sente. Por favor, esteja
certo de fazer qualquer pergunta que vocé tenha. Durante o tratamento também serd necessario
fazer exames de sangue e de urina. Estes exames vao nos ajudar a saber como vocé esta. Como
vocé sabe, as vezes quando se faz um exame de sangue pode ser um pouco doloroso. As vezes
ocorre um hematoma ou mesmo um sangramento onde o exame foi feito. Os exames do médico
e os exames de sangue fardo parte da avaliacio de como seu tratamento esta indo e nio
dependem deste estudo.

O QUE ACONTECE SE EU NAO QUISER FICAR NESTE ESTUDO?

Ja falamos com os seus pais para ter a autorizacio deles para que vocé possa participar
deste estudo. Por favor, fale com os seus pais ou com o médico sobre o estudo antes de decidir
participar dele. Vocé pode decidir nfo participar no estudo, se vocé nfo quiser. De qualquer
maneira, vocé devera continuar sendo internado neste Hospital para seu tratamento.

Se vocé tiver alguma pergunta, pode fazé-la durante a avaliagdo do seu médico ou conversar
com um dos responsaveis por este estudo. Pode pedir para chamar Professoras Ana Cristina
Simdes e Silva, Camila Silva Peres Cancela e Karla Emilia de Sa Rodrigues.
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Se vocé desejar participar no estudo, escreva seu home nesta pagina. Vamos lhe entregar uma
via desta folha depois que vocé a assinar.

Nome Data
Assinatura Idade Grau de escolaridade
Membro da equipe do estudo Assinatura do membro da equipe Data

que realizou a entrevista
de consentimento

Nome do pesquisador principal Assinatura do pesquisador principal Data
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