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COSTA-SILVA, Marcos. Estudo de citocinas, imunofenotipagem, aberracbes
cromossOmicas e da vitamina D em pacientes com diagnostico de leucemia linféide
cronica atipica. 118 f. Il. 2016. Tese Doutorado — Instituto de Ciéncias da Saude,
Universidade Federal da Bahia, Salvador, 2016.

RESUMO

A Leucemia Linféide Cronica (LLC) tem origem nos linfécitos B, derivada de uma
Unica célula transformada devido a alteragBes gendmicas, aumentando a resisténcia
a apoptose. Essas células acumulam-se no sangue, medula 6ssea e 6rgaos linfoides
secundarios muitas vezes passando de 10.000 células/mm?® de sangue resultando
em anormalidades imunoldgicas. Mais de 99% dessas células circulantes estdo na
fase GO do ciclo celular. E uma doenca de maior prevaléncia no idoso, com médias
de idade entre 64-70 anos. Células LLC geralmente co-expressam antigenos de
células T e B em sua superficie e esses marcadores sao Uteis para o diagnostico da
LLC através da imunofenotipagem. E frequente, na pratica clinico-laboratorial,
resultados inconclusivos para LLC, chamadas de LLC atipicas isso ocorre,
principalmente devido a resultados limitrofes na imunofenotipagem. Outra técnica
utiizada no diagndstico e prognéstico da LLC é a analise de alteracbes
cromossOmicas através da Hibridacdo In Situ por Fluorescéncia (FISH). E uma
alternativa para elucidacdo dos casos inconclusivos. Pacientes com aberracdes tém
sobrevida menor que aqueles com cariétipo normal. Devido a isso objetivou-se
estudar a ocorréncia da LLC no Estado da Bahia e as caracteristicas dos individuos
com laudo de LLC atipica, quanto ao perfil imunofenotipico , a presenca de
aberracdes cromossdmicas incluindo os genes da familia NTRK, producdo de
citocinas e vitamina D. Entendimento que podera auxiliar no desenvolvimento de
politicas publicas para a terceira idade no Estado. Foi observado nas amostras
analisadas no estudo a ocorréncia de 22% de LLC, sendo que, 8% corresponde a
LLC atipica. O género feminino foi o menos acometido, possivelmente associado aos
horménios sexuais. O trabalho mostrou a importancia do uso do FISH, pois
solucionou 87% dos casos atipicos sendo que a aberracdo mais frequente foi a
translocacdo 11:14 associada ao linfoma do manto. A IL-17 A mostrou-se um
possivel marcador de evolucdo clinica da doenca. TNF e IFN-y mostraram-se
marcadores de pior prognostico. Além disso, a diminuicdo dos niveis de vitamina D
como um sinal de pior prognostico. Foi observado no trabalho a presenca de
alteracbes cromossdmicas nos genes da familia NTRK, NTRK1 e NTRK3
correspondendo a 24%. O conjunto desses resultados amplia os conhecimentos
sobre a LLC além de possibilitar para os pacientes, quando possivel, mudancgas na
conduta terapéutica.

Palavras chave: Leucemia Linfoide Cronica, Leucemia Linféide Crbnica Atipica,
FISH, Aberragcdes Cromossomicas, Citocinas, Vitamina D e Familia
NTRK



COSTA-SILVA,Marcos. Study of cytokines, immunophenotyping, chromosomal
aberrations and vitamin D in patients diagnosed with atypical chronic lymphocytic
leukemia. 118 pp. ill. 2016. Doctoral Thesis - Institute of Health Sciences, Federal
University of Bahia, Salvador, 2016.

ABSTRACT

Chronic Lymphocytic Leukemia (CLL) originates from B lymphocytes, derived from a
single cell transformed due to genomic changes, increasing resistance to apoptosis.
These cells accumulate in the blood, bone marrow and secondary lymphoid organs
often passing from 10,000 cells / mm® of blood resulting in immunological
abnormalities. More than 99% of these circulating cells are in the GO phase of the cell
cycle. It is a disease of higher prevalence in the elderly, with a mean age of 64-70
years. LLC cells generally co-express T-cell and B-cell antigens on their surface and
such markers are useful for the diagnosis of CLL by immunophenotyping. In clinical-
laboratory practice, inconclusive results for CLL, often called atypical CLLs, are
common, mainly due to borderline immunophenotyping results. Another technique
used in the diagnosis and prognosis of CLL is the analysis of chromosomal changes
through Fluorescence In Situ Hybridization (FISH). It is an alternative for the
elucidation of inconclusive cases. Patients with aberrations have a lower survival rate
than those with normal karyotype. Due to this, we aimed to study the occurrence of
CLL in the State of Bahia and the characteristics of individuals with atypical CLL,
regarding the immunophenotypic profile, the presence of chromosomal aberrations
including the NTRK family genes, cytokine and vitamin D production. Understanding
that may assist in the development of public policies for the elderly in the State. The
occurrence of 22% of CLL was observed in the samples analyzed in the study, and
8% corresponded to atypical CLL. The female gender was the least affected, possibly
associated with sex hormones. The work showed the importance of using FISH,
since it solved 87% of atypical cases and the most frequent aberration was the 11:14
translocation associated with mantle lymphoma. IL-17A was shown to be a possible
marker of clinical evolution of the disease. TNF and IFN-y were shown to be worse
prognostic markers. In addition, the decrease in vitamin D levels as a sign of worse
prognosis. The presence of chromosomal alterations in the NTRK, NTRK1 and
NTRKS3 family genes, corresponding to 24%, was observed in the study. Together,
these findings broaden the understanding of CLL and make it possible for patients,
when possible, to change their therapeutic behavior.

Keywords: Chronic Lymphocytic Leukemia, Atypical Chronic Lymphocytic
Leukemia, FISH, Chromosome Aberration, Cytokine, vitamin D and
NTRK Family
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18

1. INTRODUGCAO GERAL

A leucemia linféide crénica (LLC) € a neoplasia linféidemais frequente nos

paises ocidentais, correspondendo a cerca de 30% das leucemias do adulto.

A LLC é uma doenca de maior prevaléncia no idoso, com médias de idade
entre 64-70, caracterizada pelo acumulo de linfécitos B no sangue periférico, medula
Ossea, oOrgaos linféides e figado. Pacientes idosos costumam evoluir menos
favoravelmente em funcdo de suas co-morbidades, sendo que, ocorre uma
incidéncia ligeiramente maior de pessoas do sexo masculino. Para o diagnéstico as
técnicas mais utilizadas sdo imunofenotipagem e a citogenética. Apesar de todo
esse arsenal para o diagnostico da LLC, é freqUente na prética clinico-laboratorial a
saida de laudos inconclusivos, as chamadas LLC atipicas, onde as duvidas mais
comuns sao entre o linfoma de células do manto, onde ocorre uma translocacao
t(11;14)(q13;932) com o rearranjo dos genes BCL1 ou ciclina D1 (CCDN1) e cadeia
pesada da imunoglobulina (IGH),e linfoma folicular onde ocorre a translocacao
t(14;18), que também acomete o cromossomo 14 (14q32), sendo que, essas
doencas possuem progressdo e tratamentos diferentes. Essa inconclusividade
ocorre, principalmente devido a resultados limitrofes na imunofenotipagem, logo
tornando necessaria a investigacdo citogenética molecular por FISH (Hibridacdo In

Situ por Fluorescéncia).

Essa técnica fundamenta-se no uso de uma sequéncia de bases nitogenadas
(sonda) complementar ao alvo (DNA) que se pretende estudar. Na LLC a utilizagéao
do FISH é mais vantajosa, pelo fato da andalise cromossdémica convencional ser
pouco eficaz face a dificuldade em se obter metafase da célula maligna pelo seu
precario crescimento in vitro, tendo-se, muitas vezes, mitoses nao representativas do
clone anormal. Anormalidades cromossomicas tém sido observadas em 40%-50%
das LLC pelo cariétipo convencional, enquanto por FISH em cerca de 80%. A razao
para isto é que a FISH permite a deteccdo de anormalidades especificas, ou seja, no
alvo predeterminado e suplantando o empecilho maior da citogenética classica, que

é o fato dos linfécitos B malignos permanecerem fora da fase de diviséo (GO/G1).

A utilizacdo do FISH e o desenvolvimento de novas sondas ird ampliar a
capacidade de deteccdo de aberracdes cromossbmicas, o que podera reduzir a

emissao de laudos de LLC atipicas e caso haja alteracdes cromossdmicas auxiliar
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no direcionamento para um tratamento mais preciso. Além disso, permitirq
determinar a prevaléncia de LLC classica e atipica no Estado da Bahia e o perfil
imunofenotipico e imunoldgico associado aos niveis de vitamina D dos pacientes
com diagnéstico de LLC atipica, analisando também nesses individuos a presenca
de alteragbes cromoss6micas na familia do gene NTRK. O conhecimento do perfil
populacional e a possibilidade de um diagnéstico mais precoce podera igualmente
contribuir para elaboracdo de politicas publicas voltadas para individuos da terceira
idade.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. NEOPLASIAS LEUCOCITARIAS

As neoplasias leucocitarias dividem-se basicamente em linféides e mieldide.
Das neoplasias linfoides, 80 a 85% tem origem nos linfocitos B, que sé&o
classificados com base nas manifesta¢des clinicas, morfologia, imunofendétipo e
genatipo, segundo a classificacdo REAL (Revised European-American Classification
of Lymphoid Neoplasms) (COTRAN et. al., 2000) derivando de uma Unica célula
transformada (monoclonais). Como s&o células do sistema imune, tendem a
desorganizar os mecanismos reguladores normais, resultando em anormalidades
imunologicas. Muitas dessas neoplasias linfoides estdo associadas a mutacdes no
cromossoma 14 que é uma das regides propensa a sofrer translocacfes acidentais,
devido a instabilidade gendmica, necessaria para os rearranjos da cadeia pesada
das imunoglobulinas, cujo gene ai se encontra (KUPPERS, 2001).

Dentre as neoplasias linféides a leucemia linféide crénica (LLC) é a mais
frequente nos paises ocidentais, correspondendo a cerca de 30% das leucemias do
adulto e 25% dos linfomas ndo-Hodgkin (LNH) (HALLEK et. al, 2010). Dados dos
Estados Unidos mostram uma incidéncia de 4.1/100.000 com 15.000 novos casos
por ano com aproximadamente 4500 mortes (HALLEK, 2015; JEMAL, 2007).

2.2 LEUCEMIA LINFOIDE CRONICA

A LLC caracteriza-se pela proliferacdo e acumulo de pequenas células B
maduras, com Cluster of Differentiation 5 (CD5) positivo, no sangue, medula 6ssea,
linfonodos e bago, que se rompem facilmente (ROZMAN, 1995). Mais de 99% das
células LLC circulantes estdo na fase GO do ciclo celular (ANDREEFF, 1980).
Estudos recentes mostram que eventos leucogénicos primarios ocorrem na célula
tronco hematopoiética, levando a alteracbes gendmicas especificas causando

delecdes em genes de micro-RNA e aumentando a resisténcia das células B a
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apoptose (CALIN, 2002; CHIORAZZI, 2005; HALLEK, 2015). Essa doenc¢a nédo esta
associada a radiacdo da bomba atdmica e nem a exposicdo a substancias toxicas
(CALIGARIS-CAPPIO, 1999; HAMBLIN, 1998).

No estroma e na matriz da medula 6ssea e dos tecidos linféides secundarios
ocorre uma complexa interacdo celular e molecular com as células LLC ainda néo
entendida (BURGER et. al 2009; BURGER, 2011). Esta interacdo afeta a
sobrevivéncia, proliferacédo e resisténcia as drogas nas células LLC, e essa interacéo
pode ser a responsavel pela doenca residual depois da terapia convencional.
Acredita-se que as principais células envolvidas sdo: os linfocitos T, células
mesenquimais estromais e células derivadas de mondcitos semelhantes a

nutridoras.

2.2.1 Prevaléncia

A LLC é uma doenca de maior prevaléncia no idoso, com médias de idade
entre 64-70, caracterizada pelo acumulo de linfécitos B no sangue periférico, medula
Ossea, oOrgaos linfoides e figado (COTRAN et. al.,, 2000 GREER et al., 2003;
YAMAMOTO et. al, 2005; NASCIMENTO et. al, 2006). Pacientes idosos costumam
evoluir menos favoravelmente em funcdo de suas co-morbidades (MAURO et. al,
1999), sendo que ocorre uma incidéncia ligeiramente maior de pessoas do sexo
masculino (1,7: 1) (VASCONCELOS, 2005; MOLICA, 2006; WATSON,2008;
HALLEK, 2015). Na LLC o numero de linfécitos € geralmente maior ou igual a
5.000/mm? ou acima de 10.000/mm?® e acima de 40% no mielograma quando o
paciente apresenta linfocitose persistente, independente da presenca ou nao de
linfonodomegalia, hepatomegalia, esplenomegalia, anemia e/ou plaguetopenia
(LORAND-METZE, 2005).

2.2.2 Caracteristicas Morfolégicas e Imunofenotipicas

A morfologia das células neoplasicas & semelhante a de linfécitos normais.
Porém, geralmente se encontra até 2% de proé-linfécitos ou blastos (células maiores
com nucléolos e citoplasma mais amplos), na forma atipica, os pro-linfécitos podem
representar 10-55%, sendo que, € comum a ocorréncia de restos celulares

(manchas de Gumprecht). A presenca de células linféides clivadas sugere o
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diagnoéstico de linfoma folicular (GONZALEZ et. al, 2002). Por outro lado, células
com morfologia de células linfoplasmocitarias indicam tratar-se de um linfoma
linfoplasmocitico (KONOPLEV et al, 2005; OWEN et. al 2001). Por esta razdo, o
diagnéstico de LLC depende da determinacdo do imunofendtipo dos linfocitos
circulantes através da citometria de fluxo.

Os linfocitos da LLC co-expressam antigenos de células T (CD5) e de células
B (CD19, CD20 e CD23) em sua superficie (HALLEK, 2008). Quando comparado
com as células normais as células LLC expressam baixos niveis de CD20 e de
imunoglobulina de superficie, com caréater clonal (s6 cadeia kappa ou s6 lambda) e
ndo expressam CD10 (GINALDI, 1998; MOREAU, 1997; MULLER-HERMELINK et.
al, 2001). Sao geralmente negativas para FMC7, CD79b e CD22 (DIGIUSEPPE et.
al 1998; DIGHIERO et. al, 1996; GARAND et. al, 1996; GENERAL, 1994; MATUTES
et. al, 1994).

CD79b e CD22 séo considerados marcadores B muito especificos. Estes
achados permitem fazer o diagnostico diferencial com outros linfomas B
leucemizados (LORAND-METZE et. al, 2000 e 2005). O CD79 esta normalmente
presente na superficie das células B malignas de linfomas, mas ausentes em células
de LLC. Acredita-se que decorra de mutacéo, delecdo ou truncamento. A alteracéo
no CD79 pode estar associada a reducdo na expressao do BCR na superficie das
células com LLC podendo ocorrer defeitos na transducdo de sinal via BCR,
reduzindo a inducdo da ativacdo das proteinas tirosinas cinases, similar ao que é

observado em células B anérgicas (COOK, 1994).

2.2.3 Citocinas

Células LLC através do RNAm virtualmente produzem interleucina (IL) - 1, IL-1p, IL-
6, IL-7, IL-8, IL-10, IL-13, interferon gama, TNF, TGF-B1. Essa producéo ainda n&o
esta clara. Em soro de pacientes sdo frequentemente encontrados TGF- e IFN-y
em altos niveis. Acredita-se que o TGF-f atue inibindo a proliferacédo de linfocitos e
isso provavelmente é a causa da lenta progresséo da LLC. O TGF- pode também
induzir apoptose em diversas células inclusive células B, entretanto, testes in vitro

mostraram que as células LLC sao resistentes a apoptose mediada por TGF-$
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(CHAOUCHI, 1995; DOUGLAS, 1997). O IFN-y promove a sobrevivéncia de células
leucémicas, prevenindo a apoptose (BUSCHLE, 1993; CALIGARIS-CAPPIO, 1999) .

A IL-4 inibe a proliferacé@o e a liberag@o de citocinas pelas células LLC, tendo
também atividade anti-apoptética (DANCESEU, 1992; CALIGARIS CAPPIO, 1999;
REITTIE, 1994). As células LLC ndo expressam em sua superficie a proteina Fas
que seria pro-apoptoética, nem a proteina c-myc um potente indutor de apoptose
(CALIGARIS-CAPPIO, 1999; LARSSON, 1987).

2.2.4 Comprometimento Imunologico

Fendmenos de autoimunidade ndo sé&o prevalentes em pacientes com LLC,
mas alguns apresentam auto-anticorpos contra células sanguineas causando uma
citopenia autoimune. Paradoxalmente o0s pacientes também desenvolvem
hipogamaglobulimia progressiva que geralmente se desenvolve em todos os
pacientes, e que implica no reconhecimento de antigenos (CALIGARIS-CAPPIO,
1999; ROZMAN, 1995).

As células LLC produzem TGF- que é um potente inibidor da proliferacéo de
células B (CALIGARIS-CAPPIO, 1999; LOTZ, 1994) além de liberar altos niveis de
receptor de IL-2, que provavelmente atuam como uma esponja enddégena de IL-2
regulando negativamente a resposta das células T auxiliadoras . As células LLC
falham na apresentacdo de antigenos soluveis e aloantigenos (CALIGARIS-
CAPPIO, 1999; LANZAVECCHIA, 1985). Essa caracteristica pode ser explicada
devido aos baixos niveis de slg e uma deficiente expressdo de moléculas co-
estimulatorias CD80 e CD86 (DAZZI, 1995).

Pode-se concluir que o acumulo das células de LLC é um obstaculo obstrutivo
na produgcdo de anticorpos normais levando para uma progressiva
imunoincompeténcia. Cerca de 25% dos pacientes com LLC desenvolvem doencas
autoimune como anemia hemolitica, trombocitopenia e mais raramente neutropenia
ou aplasia de células vermelhas (CALIGARIS-CAPPIO, 1999; HAMBLIN, 1986).
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2.2.5 Sobrevida e Alteragcao no Gene IgVH

A LLC é caracterizada por uma evolucéo clinica bastante heterogénea entre
os individuos acometidos, com sobrevida que varia de alguns meses até algumas
décadas (FARIA et. al, 2000). Estes dois extremos de apresentacao clinica tém
correlatos biologicos hoje bem definidos que é a presenca de mutacfes somaticas
nos genes da regido varidvel da cadeia pesada de imunoglobulinas (IgVH).
Pacientes com mutacdes em IgVH apresentam maior sobrevida do que aqueles sem
mutagdes (GARICOCHEA, 2005; VASCONCELOS, 2005).

A literatura evidencia que as células que se acumulam e proliferam em LLC

sao linfécitos B maduros que apresentaram exposi¢cao antigénica (GARICOCHEA,
2005).
Trés tipos de genes IgVH séo especialmente hiper-representados: Vh 3-07 é
observado frequentemente em LLC com mutagdo somatica, Vh1-69 em LLC néo
mutada e Vh 4-34 é encontrada igualmente distribuida nas duas formas (MESSMER
et. al, 2004).

Estes achados indicam que provavelmente existe um papel especifico para
certos antigenos na génese de LLC com e sem mutacdo somatica. Acredita-se que
este uso repetido de certos genes IgVH indicaria que o estimulo antigénico inicial em
LLC com mutacdo somatica seria causado por um grupo limitado de antigenos, ao
passo que nos casos ndo mutados, a exposicdo seria a um superantigeno
(CALLIGARIS-CAPPIO et al, 2004).

Além da avaliacdo da mutacdo da IgVH , outro fator relevante em LLC é a
analise de CD38 e ZAP70 que sédo dois outros marcadores associados a sobrevida e
gue se correlacionam diretamente ao estado mutacional de IgVH. Pacientes com
IgVH ndo mutado apresentam frequentemente a expressao anormal de CD38 e
ZAP70, sugerindo que este subgrupo de individuos, que corresponde a cerca de
40% de todos os casos de LLC, trata-se de uma populagédo bastante homogénea
(FERRARINI et al, 2004).

A proteina zeta-associada de 70 kD (ZAP70) é uma tirosina-cinase essencial
para o disparo de sinais promovidos pela ativacdo do receptor de linfocitos T. Apesar
de ndo ser encontrada em linfécitos B normais, ZAP70 é expressa em células de
LLC em que VH néo esta mutado. Linfécitos de LLC com muta¢édo em VH raramente
mantém a expressdo desta proteina (ROSENWALD et. al, 2001). Como era de se
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esperar, a expressdo de ZAP70 associa-se a doenga com pior prognostico. Ainda
nao se sabe com certeza se a expressdo de ZAP70 indica uma origem celular
distinta do clone ou se ela representa estados de ativacdo distintos das células
leucémicas (GARICOCHEA, 2005).

2.2.6 Ontogénese da Células LLC

Provavelmente a célula precursora de LLC (a célula que sofre o primeiro
evento leucemogénico) consegue escapar dos checkpoints na medula 6ssea e
evadir a apoptose, para poder se diferenciar em um linfécito B maduro que retém
propriedades de células T, mas possui um BCR funcional. A funcionalidade do BCR
€ observada indistintamente em casos mutados como ndo mutados, indicando que
alguma forma de estimulagdo antigénica € comum provavelmente em todos o0s
casos de LLC. A natureza deste “antigeno” é desconhecida, mas, independente da
mesma, seja, microbiano autélogo ou superantigeno, o papel desempenhado pela
estimulacdo de BCR é incontestavel e desempenha um papel central na patogénese
da LLC (GARICOCHEA, 2005).

O BCR é muito importante para a manutencdo e expansao dos clones de

LLC, promovendo o controle de cinases como a tirosina cinase esplénica (Syk),
tirosina cinase de Bruton’s (Btk) e fosfatidilinositol 3-quinase (PI3K) .
Syk é tirosina quinase intracelular que é ativada quando ocorre ligacdo do BCR,
integrinas ou receptor de quimiocinas. A Syk transfere e amplifica o sinal do BCR. A
ativacdo do Syk resulta na sobrevivéncia das células devido a ativagdo do
fosfatidilinositol 3-quinase e da serina-treonina quinase (AKT) (POGUE, 2000). Na
LLC, promove sobrevivéncia e migracdo apos a ligacdo do BCR. Delecédo da Syk
promove efeitos severos na linfopoiese das células B com bloqueio da transi¢cao pro-
B para pré-B (BURGER, 2011). A Btk que é a tirosina cinase de Bruton € uma
tirosina quinase intracelular que é ativada quando ocorre ligacdo do BCR, integrinas
ou receptor de quimiocinas. A Btk na LLC promove sobrevivéncia, proliferacdo e
migracdo. Mutacdo nessa molécula promove agamoglobulinemia ligado ao
cromossomo X (BURGER, 2011). J& a PI3K que é a fosfatidilinositol 3-quiinase,
promove a sobrevivéncia e migracdo das células LLC, induzindo a secrecao de
guimiocinas como CCL3 e CCL4 (BURGER, 2011).
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Acredita-se que quando acontece a ligacdo do BCR ao antigeno
desconhecido ocorre um disparo da célula LLC, isso associado a outros sinais co-
estimulatérios, promovendo a proliferacdo do clone de LLC (CATERA, 2008,
BURGER, 2011; CHIORAZZI, 2005). A ligacdo do antigeno ao BCR induz a
fosforilacdo de Iga e IgB que recruta Syk que ativa Btk e PI3K. A fosforilacdo de Syk,
Btk e PI3K propaga o sinal recebido ativando vias como mobilizacédo e ativacédo do
calcio da cinase AKT, ERK1/2 e célula mieldide leucémica-1(MCL-1) promovendo
sobrevivéncia, proliferagdo e migracdo das células LLC (CHEN, 2002).

A ativacdo do BCR das LLC induz a secrecdo de CCL3 que atua no
microambiente atraindo células acessérias como os linfécitos T e mondcitos.
Receptores de quimiocinas como CXCR4 e CXCR5 associados as suas moléculas
de adesdo como VLA-4, promovem o trafico e o homing dos tecidos devido ao
gradiente do respectivo ligante. Membros da familia TNF como CD40 ligantes, fator
de células B ativadas da familia do TNF (BAFF) e ligante induzido por proliferacéo
(APRIL) promovem a ativacdo da LLC via os receptores correspondentes
estimulando o reconhecimento e/ou sobrevivéncia e/ou expansdo das células
leucémicas (BURGER, 2011).

As BMSC séo células do estroma da medula 6ssea, e foram as primeiras
células que dao suporte as células LLC caracterizadas. Assim como nas células
hematopoiéticas normais, as BMSC promovem fatores de crescimento para as
células LLC, protegendo também essas células da acdo de agentes citotoxicos
(BURGER, J.A., BURGER M, KIPPS T J. 1999; BURGER, 2011 PANAYIOTIDIS,
1996). As BMSC séo vistas no estroma mesenquimal e em outros tecidos linféides
secundarios, e acredita-se que esses tecidos sejam importantes para a manutencao
da célula LLC fora da medula 6ssea (PEDERSEN, 2002). Outro grupo celular
importante para o desenvolvimento das células LLC sdo as NLCs, células
semelhantes a nutrizes. S&o monocitos diferenciados, grandes e aderentes que
atraem células LLC as protegendo da morte ou por drogas ou programacao propria.
Essas células podem ser encontradas no baco ou em outros tecidos linféides
secundarios de pacientes com LLC. Essas células expressam CXCL12, CXCL13,
CD31, plexina bl, BAFF, APRIL e vimentina que promovem a ativacdo e
sobrevivéncia das células LLC (BURGER, 2000; BURGER, 2011; BURKLE, 2007;
DEAGLIO, 2005; NISHIO, 2005)
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O CXCR4 é um receptor de quimiocina (CD184) altamente expresso na
superficie das células LLC periféricas, mediando quimiotaxia, migracdo, cruzamento
do endotélio vascular, polimerizacdo da actina mediante a expresséo e ligacado ao
seu ligante CXCL12, que também promove sinal para a sobrevivéncia da outro
receptor de quimiocina altamente expresso € o CXCR5 (CD185), que tem como
ligante CXCL13 que regula o homing dos linfécitos, a posicdo dessas células no
foliculo linféide e a organizacédo desse foliculo. Na LLC a ativacdo do CXCR5 pelo
CXCL13 também induz a ativacdo de proteinas G, PI3Ks, e p44/42 MAPK,
resultando na polimerizagdo da actina e quimiotaxia (BURGER, 2011; BURKLE,
2007).

BAFF e APRIL séao ligantes da familia do TNF que tem como alvo receptores

da familia do TNF como o antigeno de maturacdo de células B (BCMA), ativador
transmembranico e modulador do célcio e interativo do ligante de ciclofilina (TACI), e
0 BAFF-R. As células LLC com esses receptores liga-se com BAFF e APRIL
oriundos das células NLC induzindo a ativacdo da via NF-kB protegendo as células
LLC da apoptose (BURGER, 2011).
A participagdo dos linfocitos T na LLC é muito controversa, e € visto nos pacientes
um aumento tanto de células T CD4 quanto CD8. Provavelmente esse aumento
esteja relacionado ao contato das células LLC, com antigenos microbianos, que sao
mais prevalentes nos pacientes com LLC ou por outras razdes ainda desconhecidas.
Células T tanto podem suprimir quanto estimular a expansdo dos clones LLC
(RAMSAY, 2008), e acredita-se que sub-populacdes de linfécitos T promovam a
expansao de clones de LLC (BURGER, 2011).

2.2.7 Aberragdes Cromossdmicas e Analises Citogenéticas

Outra técnica bastante utilizada no diagnostico e prognéstico da LLC é a
analise de alteragcbes cromossOmicas através citogenetica. A citogenética esta
dividida em classica e molecular, e a classica baseia-se na analise dos
cromossomos da célula em divisdo, em particular, na metafase da mitose, que é a
fase em que os cromossomos estdo mais condensados (CHAUFFAILLE, 2005).

Ja a citogenética molecular independe de divisdo celular, pois se baseia na

analise do DNA, agrupando as técnicas de hibridacdo in situ por fluorescéncia
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(FISH), hibridagdo genb6mica comparativa (CGH) e cariotipagem espectral (SKY),
dentre outras.

Dentre as técnicas citogenético-moleculares, aquela que proporciona
resultados mais expressivos em LLC é a FISH, que fundamenta-se no uso de uma
sequéncia de bases nitrogenadas (sonda) complementar ao alvo (DNA) que se
pretende estudar. E, portanto, uma alternativa para as situacées em que nio se tém
metafases para analise. Tem a vantagem de ser rapida, especifica e sensivel e, por
identificar I6cus génico, auxilia no diagndstico de micro delecdo, ou seja, delecbes
além da sensibilidade da banda G (CHAUFFAILLE, 2005).

Na LLC, a utilizagdo do FISH é mais vantajosa pelo fato da analise
cromossOmica convencional ser pouco eficaz face a dificuldade em se obter
metéfase da célula maligna pelo seu precario crescimento in vitro, tendo-se, muitas
vezes, mitoses nao representativas do clone anormal.

Com efeito, anormalidades cromossomicas tém sido observadas em 40%-
50% das LLC pelo caridtipo convencional (HALLEK et. al, 1997), enquanto por FISH
em cerca de 80% (DOHNER et. al, 2000; JULIUSSON et al, 1998 ). A raz&o para isto
€ que a FISH permite a deteccdo de anormalidades especificas, ou seja, no alvo
predeterminado e suplantando o empecilho maior da citogenética classica, que € o
fato dos linfocitos B malignos permanecerem fora da fase de divisdo (G0/G1)
(CHAUFFAILLE, 2005). As anomalias mais comuns sao: trissomia do cromossomo
12 (+12) (CALIGARIS-CAPPIO, 1999; HAN, 1984), translocacdo ou delecdo do
braco longo dol3 (t/del(13qg)) caracterizada como um curso benigno da doenca
(CALIN, 2002). Ocorrem também a delecéo do braco longo do 6 (del(6q)), alteracdes
envolvendo brago longo do 11, na banda g22-23 (11g922-23), translocacéo do braco
longo do 14 (t(14qg)) e delecdo do braco curto do 17 [del(17p)] (CALIGARIS-
CAPPIO, 1999; DOHNER, 1995; FITCHETT, 1987; OFFIT,1993). Essas anomalias
perfazem cerca de 60% das alteragcdes encontradas nos linfocitos B malignos
(HALLEK et al, 1997; JULIUSSON et al, 1998 ).

Pacientes com anormalidades cromossdmicas tém sobrevida menor que
agueles com cariétipo normal, que respondem significativamente melhor a
quimioterapia (HAN et al, 1988). Aqueles com anomalias complexas (mais de trés
anormalidades) tém pior sobrevida e apresentam doenga mais agressiva. Individuos

com alta porcentagem de células anormais também tém pior sobrevida.
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A trissomia 12 foi a primeira anormalidade cromossOmica descrita associada
a LLC. Isso ocorreu no final dos anos 70 e inicio dos 80 do século passado. Confere
prognoéstico desfavoravel em relacdo ao cariétipo normal, e esta associada a uma
doenca progressiva e uma morfologia de células atipicas (OSCIER, 1997,
STILGENBAUER, 2000; TEFFERI, 1997).

A delecdo do cromossomo 13q [del(13q)], que ocorre em 10% dos casos, é
indicativa de sobrevida mais longa caracterizando uma doenca benigna, cursando
com uma linfocitose de progressao lenta (ESCUDIER et. al, 1993; JULIUSSON et.
al, 1998; XUE et. al, 1993). Entretanto, mutacdo na regido 13ql4 vem sendo
proposta como um gene candidato na LLC, pois nessa regidao esta o gene do
retinoblastoma (RB1) que é um gene supressor de tumor (WEINBERG, 1995). Essa
mutacdo esta associada a uma menor sobrevida comparada com 0s pacientes que
ndo ha possuem (STILGENBAUER, 2000).

A delecdo do braco longo do cromossomo 11 pode ser encontrada em
aproximadamente 25% dos pacientes virgens de tratamento, geralmente é
intersticial e esta relacionada a doenca mais avancada. Esta delecéo
frequentemente promove a remoc¢ao da banda 11923 localizacdo do gene ATM. A
delecdo do braco longo do cromossomo 11 mostra uma tipica linfadenopatia
extensa, linfonodomegalia, rapida progressdo e reducdo da sobrevida global, ou
seja, um pior progndstico (DOHNER, 1997). Outra aberracdo cromossémica que
pode ocorrer é a translocacéo t(11;14)(g13;932) classificado como linfoma do manto
onde ocorre um rearranjo entre o gene da ciclina D1(CCND1) (Bcll) com o gene da
IgH (STILGENBAUER, 2000).

Delecado do brago curto do cromossomo 17 é encontrado em 5-8% dos casos
essa delecao geralmente inclui a banda 17p13.1 onde o gene TP53 esta localizado
(HALLEK, 2015; 2010). Pacientes com LLC carregando a mutagdo no TP53
possuem um prognostico muito ruim sendo classificado como de risco ultra alto
(ZENZ, 2010). Esta aberracdo esta particularmente associada com uma atipica
morfologia celular, doengca avancada, alta taxa de proliferagdo e curta sobrevida
(CALIGARIS-CAPPIO, 1999). Pacientes portadores dessa mutacdo, geralmente
possuem auséncia de resposta a alquilantes, analogos de purina e rituximab (anti-
CD20)( BYRD et al, 2004; SHANAFELT et al, 2004; STILGENBAUER et al, 2004).

Os genes TP53 e a ATM codificam proteinas envolvidas na sinalizacdo de
danos e reparo ao DNA (JACKSON, 2009). Intrigantemente, tanto as Del(17p) e
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Del(11qg) quanto as mutacdes em TP53 e ATM séo frequientes em pacientes com
resisténcia secundaria para quimioterapia de dano de DNA. (PUENTE, 2011,
QUESADA, 2011)

Embora o envolvimento da regido 14932 fosse frequente em estudos de
cariotipo de LLC na década passada, atualmente considera-se que a
t(11;14)(g13;932) com o rearranjo dos genes BCL1 ou CCDN1 e IGH é marcadora
de linfoma de zona do manto (JAFFE et al, 2001; RESNITZKY et. al, 1996;). A
semelhanca desta situacdo ha outras translocacdes que envolvem 1432, tais como
a translocacao t(14;19)(q32;913), hoje considerada como indicativa de linfoma
leucemizado, e a translocagcéo t(14;18) de linfoma folicular. Entretanto, quando
presente em LLC, o rearranjo da regido 14932 confere prognostico favoravel. A
translocacao t(2;14)(p13;932) é extremamente rara, assim como outras englobando
esta regido. A delecéo del(6q), +8g24, +3 e +18 sao igualmente observadas em LLC,
mas em menor numero de casos (CHAUFFAILLE, 2005).

Apesar de todo esse arsenal molecular para o diagnostico da LLC, é
frequente na prética clinico-laboratorial a saida de laudos inconclusivos para LLC, as
chamadas LLC atipicas, onde as duvidas mais comuns sdo entre o diagnostico de
linfoma folicular e o linfoma de células do manto, que possuem tratamentos e
progressdes diferentes. Essa inconclusividade ocorre, principalmente devido a
resultados limitrofes na imunofenotipagem, logo tornando necesséria a investigacao

citogenética molecular por FISH.

2.3 LINFOMA FOLICULAR

O Linfoma Folicular (LF) € o segundo linfoma mais comum, e corresponde a
cerca de 25% de todos os linfomas ndo-Hodgkin (LNH), sendo o mais frequente nos
paises ocidentais. Na classificacdo REAL (Classificacdo e Revisdo Europeia —
Americana para Neoplasias Linfoides) (1994) é designado como "Linfoma do Centro
Folicular”, pois € composto de células normalmente encontradas nos centros
germinativos, ou seja, centrocitos e centroblastos. Na histologia, o padrdo de
crescimento €, pelo menos parcialmente, nodular.

A imunofenotipagem € caracteristica, mas nao especifica, com CD5 negativo

e frequentemente CD10 positivo, podendo apresentar também CD23 positivo
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(OLTEANU, 2011). A grande maioria tem presente a translocagédo t(14;18) e o
rearranjo do gene bcl-2, que resulta na super expressdo da proteina BCL-2,
podendo com isso proteger a célula da apoptose. Dados in vitro sugerem que IL-4,
TNF e IFN-g inibem a apoptose da célula LLC provavelmente devido a inducédo da
expressédo de bcl-2 (BUSCHLE, 1993; DANCESEU, 1992; PANAYIOTIDIS, 1993;
PANAYIOTIDIS, 1994)

A translocacao t(14;18), que € a marca do LF, parece ser necessaria, mas
nao suficiente para o desenvolvimento tumoral. Mutacfes nas proteinas reguladoras
do ciclo celular e outros eventos genéticos sao associados com a evolucdo para
neoplasia mais agressiva. A maioria dos pacientes apresenta-se com doenca
disseminada, incluindo o envolvimento da medula 6ssea, entretanto, muitos podem

ser assintomaticos na época do diagnéstico (CHIATTONE, 2000).

2.4 LINFOMA DE CELULAS DO MANTO

Os linfomas de células do manto (LCM) séo neoplasias linfoides usualmente
disseminadas no momento do diagndstico, que representam aproximadamente 6%
dos linfomas ndo-Hodgkin (LNHs). S&o incuraveis e de comportamento agressivo,
com sobrevida média de trés a cinco anos. Os pacientes sdo, comumente,
masculinos, com idade mediana de 60 anos, apresentando linfadenomegalia
generalizada, esplenomegalia e infiltragio da medula Ossea. Pode haver
envolvimento do trato gastrointestinal com multiplos pdélipos linfomatosos (CAMPOS
et. al, 2009).

A LCM corresponde a uma neoplasia de célula B madura, periférica. As suas
caracteristicas morfolégicas somam-se a translocacao t(11:14); bcl-1, rearranjo do
gene ciclina D1, expresséao forte da imunoglobulina M de superficie (SIgM) e IgD,
CD5 positivo, CD20 positivo, CD23 negativo, CD10 negativo, CD43 positivo e
CD103 negativo (DOBBIN et al. 2002).

Segundo Swerdlow (2016) que trata das atualizacbes estabelecidas pela
Organizacdo Mundial de Saude sobre as classificacdes das neoplasias linféides, o
linfoma de células do manto que apresenta uma clinica indolente esta subdividida
em duas variantes. Uma das variantes apresenta geralmente baixa ou auséncia de

mutacdo na IGVH das células B e expressdo SOX11l, o que promove a um
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comprometendo em linfonodos e outros sitios extra nodais. Entretanto quando
ocorre mutacdo no IGVH e SOX11" promove o surgimento de um linfoma de células
do manto ndo-nodal o que leva, geralmente, a um comprometimento do sangue
periférico, medula éssea e baco. Estes casos geralmente possuem uma clinica
indolente, mas caso ocorra outras alteragdes como nas envolvidas na TP53, pode
transforma-las e uma doencga agressiva.

Narurkar (2016) mostra que o fator de transcricdo neural 11 (SOX11) pode ser
usado como um biomarcador especifico para os casos de linfoma do manto que séo
ciclina D1 negativo, pois ocorre a expressdo do SOX11 tanto nos casos de linfoma
de células do manto com a cliclina D1 positiva quanto negativa.

2.5 TRATAMENTO PARA AS NEOPLASIAS HEMATOPOIETICAS

Para o tratamento das neoplasias hematopoiéticas utilizam-se os agentes
citostaticos em monoterapia, como 0s agentes alquilantes que tem sido a primeira
linha de frente no tratamento. Como exemplo tem-se o clorabucil que possui baixa
toxicidade, baixo custo e pode ser de uso oral. Entretanto, estudos mostram que ele
possui desvantagens em uso prolongado como, citopenia, mielodisplasia e leucemia
aguda secundaria. Porém, estudos recentes mostram que quando utilizado
juntamente com anti-CD20 apresentam uma efetividade maior (HALLEK, 2015).
Outro exemplo é a Bendamustina - Acido butandico 4-[5-[bis(2-cloroetil)amino]
1metilbenzimidazol-2-yl]. Quando comparado ao clorabucil, apresenta um aumento
na resposta, mas uma maior toxicidade, porém na sobrevida global ndo ha diferenca
(HALLEK, 2015).

Outro modo de tratamento é a utilizacdo de anticorpo monoclonal anti-CD20.
Ainda ndo se sabe com como ele atua, mas acredita-se que nos canais de calcio. A
utilizacdo de anticorpos anti-CD20 como exemplo Rituximab e Ofatumumab
(humanizado) tem ampliado as possibilidades de tratamento devido a morte das
células que expressam CD20 em sua superficie através da ativacdo do
complemento e da toxicidade celular dependente de anticorpo (HAGEMEISTER,
2010; HUHN, 2001; O'BRIEN, 2001; TEELING, 2006).

Uma nova forma de tratamento é o ataque a receptores de sinalizacdo de

células B. Os receptores de sinalizacdo desempenham um importante papel na
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sobrevivéncia das células de LLC. Varios receptores tem sido reconhecidos como
marcadores de prognostico na LLC, como o gene da regido variavel da cadeia
pesada da imunoglobulina (IgHv) e o receptor de células B (BCR). Isso pode explicar
a inibicdo da sinalizacdo do BCR e a nova e potente estratégia contra a LLC. Os
receptores de sinalizacdo na LLC estdo amparados por diferentes tirosinas cinases
como tirosina cinase de Bruton’s (BTK), Tirosina cinase esplénica (Syk), ZAP70,
familia cinase da Src (em particular Lyn) bem como PI3K (HALLEK, 2015;
WIESTNER, 2012). A expressdao do Syk € aumentada na LLC tornando-se um
promissor alvo terapéutico (HALLEK, 2015). A Btk é uma tirosina cinase
citoplasmatica que gera ativagdo e sobrevivéncia das células B assim como as vias
NF-kB e MAP cinases. Essas vias disparam um relevante papel na transducao de
sinal do BCR (HERMAN, 2011). O Ibrutinib é um inibidor irreversivel de Btk,
induzindo apoptose em células de LLC e linfomas ( HERMAN, 2011).

2.6  FAMILIA NTRK

Os Receptores Tirosina Quinase Neurotroficos (NTRK), sdo uma familia de
receptores transmembranicos composta por trés elementos que sao proto-
oncogénicos. Esses receptores quando ligam-se a fatores de crescimento chamados
de neurofinas promovem a sobrevivéncia e a diferenciacdo das células neuronais
(BARBACID, 1994; MARCHETT, 2008; NILSSON et al, 2009). As neurofinas tem
acao paracrina e tem como representantes o Fator de Crescimento de Nervo (NGF);
Fator Neurotréfico Derivado do Cérebro (BDNF); Neurotrofina3 (NT-3) e
Neurotrofina 4 (NT-4) (BERKEMEIER, 1991; HOHN, 1990; IP, 1992; LEIBROCK,
1989; LEVI-MONTALCINI, 1996; MAISONPIERRE, 1990; NILSSON, 2009;
ROSENTAL, 1990).

A familia NTRK é composta por NTRK1, NTRK2 e NTRK3. O NTRK1 é
também chamado de Receptor de tirosina cinase A (TrkA). Seu gene esta localizado
no cromossomo 1 mais precisamente na regido 1q 23.1. O receptor é ativado por
NGF e NT-3. O NTRK 2 também encontrado com o nome de Receptor de tirosina
cinase B (TrkB), tem como localizagdo o cromossomo 9 na regidao 9q 21.33. O
NTRK2 é ativado pelo BDNF, NT-3 e NT-4. NTK3 ou Receptor tirosina cinase C
(TrkC), tem localizacdo génica no cromossomo 15 na regido 159 25.3, sendo o
receptor ativado pelo NT-3(SEGAL, 2003).
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Quando ha a interacao ligante receptor ocorre no receptor uma dimerizacao e
autofosforilagdo promovendo recrutamento de diferentes proteinas adaptadoras e
enzimas. Esse processo leva a ativacdo da célula levando a sinalizacdo para
diversos alvos como PI3 cinase, via MAPK, fosfolipase C-y e proteina cinase C
(AREVALDO e WU, 2006; MARCHETTI, 2008). Todas essas vias sdo relatadas
como relacionadas com a proliferacdo, diferenciacdo e sobrevivéncia celular. O
NTRK pode disparar um importante papel na tumorogenese e progressao do tumor
(MARCHETTI, 2008). Tem sido mostrado que a super-expressao de neurotrofina ou
seus receptores € um evento comum em diferentes doencas neoplasicas. Alteracdes
em NTRK pode representar um importante alvo para drogas inibidoras desse
receptor (MARCHETTI, 2008; MIKNYOCZKI, 1999, YANG, 2005).

Alteracfes génicas na familia NTRK estdo associadas a varias doencas. Em
NTRKL1 é visto anidrose, insensibilidade congénita a dor e também a varios canceres
como de pulméo com translocacdes com o gene MPRIP (cromossomo 17), CD74
(cromossomo 5).Tir6ide com translocacdo com TFG (cromossomo 3) e inversao
com o gene TPM3 (Tropomiosina 3) e TPR. No Céancer de colo retal também ja foi
encontrado inversdo com TPM3(MARCHETTI, 2008 ).

Alteracbes no NTRK2 promovem obesidade hiperfagica, retardo no
desenvolvimento e varios tipos de cancer como neuroblastoma, de préstata e de
colo retal. A literatura mostra que a inversdo com o gene NACC2 e a translocacéo
com o gene QKI (cromossomo 6) esta associado a canceres no sistema nervoso
central (WOOD, 2006).

As alteragbes em NTRKS3 tém sido relatadas em canceres de pulméo, mama,
colo retal e de pancreas. A translocagédo com o gene ETV6 (cromossomo 12) esta
associado a varios tipos de canceres como o de mama, rins, colo retal, glandula
salivares, tir6ide, péancreas, trato urinario e tecido hematopoiético e linfoide
(BARDELLI, 2003; DAVIES, 2005; MARCHETTI, 2008; STEPHENS, 2005, WOOD,
2006).
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2.7 VITAMINA D

A vitamina D, ou colecalciferol, € um horménio esterodide, cuja principal funcao
consiste na regulacdo da homeostase do célcio, formacdo e reabsorcdo Ossea,
através da sua interacdo com as paratiredides, 0s rins e os intestinos. (ARNSON,
2007) A principal fonte da vitamina D é representada pela formacédo enddgena nos
tecidos cutaneos apdés a exposicdo a radiacdo ultravioleta B(ARNSON 2007;
BRINGHURST, 2008; LEVENTIS, 2008).

Uma fonte alternativa e menos eficaz de vitamina D é a dieta, responséavel por
apenas 20% das necessidades corporais, mas que assume um papel de maior
importancia em idosos, pessoas institucionalizadas e habitantes de climas
temperados (BRINGHURST, 2008). Quando exposto a radiacdo ultravioleta, o
precursor cutédneo da vitamina D, o 7-desidrocolesterol, sofre uma clivagem
fotoquimica originando a pré-vitamina D3. Essa molécula termolabil, em um periodo
de 48 horas, sofre um rearranjo molecular dependente da temperatura, o que resulta
na formacédo da vitamina D3 (colecalciferol) (MARQUES, 2010)

A pré-vitamina D3 também pode sofrer um processo de isomerizacédo
originando produtos biologicamente inativos (luminosterol e taquisterol) e esse
mecanismo € importante para evitar a super producéo de vitamina D apés periodos
de prolongada exposicéo ao sol (BRINGHURST, 2009)

O grau de pigmentacdo da pele é outro fator limitante para a producédo de
vitamina D, uma vez que peles negras apresentam limitacdo a penetracéo de raios
ultravioleta (BRINGHURST, 2008).

A principal funcdo da vitamina D consiste no aumento da absorcéo intestinal
de calcio, participando da estimulacdo do transporte ativo desse ion nos enterocitos
(BRINGHURST, 2008; SZODORAY, 2008). Atua, também, na mobilizacdo do célcio
a partir do osso, na presenca do PTH, e aumenta a reabsorcdo renal de calcio no
tubulo distal ( DELUCA, 2001; MARQUES, 2010).

A deficiéncia prolongada de vitamina D provoca raquitismo e osteomalacia e,
em adultos, quando associada a osteoporose, leva a um risco aumentado de
fraturas (RUIZ-IRASTORZA, 2008). Outras ac¢bes da vitamina D regulando
positivamente a formacdo de osso incluem: inibicdo da sintese de colageno tipol;
inducdo da sintese de osteocalcina; promocdo da diferenciacdo, in vitro, de

precursores celulares mondcitos-macrofagos em osteoclastos (MARQUES, 2010).



36

A vitamina D parece interagir com o sistema imunolégico através de sua agao
sobre a regulacéo e a diferenciagcéo de células como linfocitos, macrofagos e células
natural killer (NK), além de interferir na producdo de citocinas in vivo e in vitro.
(MARQUES, 2010)

A vitamina D também esta associada com a regulacdo da diferenciacédo
celular, proliferacdo, apoptose, potencial metastatico e angiogenese (BIKLE, 2009).
Estudos sugerem que baixas concentracdes seéricas de 25-(OH) vitamina D pode
estar associada com o aumento da incidéncia de cancer colo retal, mama entre
outros canceres (Chen, 2010; CREW, 2009; GARLAND, 2009; GORHAM , 2005;
YIN, 2005) e um pior prognéstico nos canceres de colorretal, mama, melanoma e
pulmédo (GOODWIN; 2009; NEWTON-BISHOP, 2009; NG, 2008; ZHOU, 2007).
Testes in vitro com a vitamina D tem demonstrado a capacidade dessa vitamina de
inibir a proliferacdo de células T CD4 ativadas para induzir células do linfoma
folicular, bloqueando indiretamente o desenvolvimento do linfoma (HICKISHI, 1993).
Aref (2013) mostra que a vitamina D tem se transformado em um fator prognostico
na LLC e a deficiéncia esta associada a um pior prognostico e uma curta
sobrevivéncia global (MOLICA et al., 2012) . A deficiéncia de vitamina D também
tem sido utilizado como fator prognostico no linfoma folicular (KELLY et al., 2014) e
no linfoma difuso de células B (DRAKE et al., 2010).
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3. JUSTIFICATIVA

As neoplasias linféides, em especial a LLC, tém como caracteristica acometer
com mais frequéncia individuos no final da idade adulta e inicio da idade senil.

Esse fato é de grande preocupacdo, principalmente no Brasil, pois € um pais
que tende a ser de maioria idosa em poucos anos, entretanto é uma nacao em
franco crescimento econémico, mas que ainda € carente em educacédo e saude o
que dificulta um diagnostico precoce e mais preciso que poderia aumentar
significativamente a sobrevida global do individuo acometido. Promovendo assim
subsidios para o desenvolvimento de programas de melhor atendimento para esses
pacientes.

Uma analise cromossdmica nos casos atipicos de LLC é de extrema utilidade,
pois além de diferenciar se a LLC atipica € um linfoma folicular ou linfoma de célula
do manto que possuem tratamentos diferentes, € capaz indicar qual o melhor
tratamento fornecer ao individuo.

Apesar desses beneficios da analise cromossémica, ainda ndo é uma
tecnologia muito utilizada no Brasil, devido a dificuldades na aquisicdo de reagentes
e de apoio das agéncias de fomento para a realizacao de pesquisas nessa area.
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. OBJETIVOS

4.1. OBJETIVO GERAL

Estudar a producdo de citocinas, a imunofenotipagem, a presenca de
aberragcdes cromossOmicas e a quantificagdo de vitamina D em pacientes

com diagnostico de leucemia linféide cronica atipica.

4.1.1 Objetivos Especificos

Levantar a prevaléncia de LLC atipica em dados de um servi¢co de referencia
em doencas hematoldgicas.

Verificar o perfil imunofenotipico de pacientes com diagnostico de LLC.
Verificar a producédo de citocinas em pacientes com LLC atipica.

Verificar o perfil imunofenotipico de pacientes com LLC atipica.

Verificar a presenca de translocagdes cromossOmicas 11:14 e 14:18, e
outras aberracbes cromossOmicas em pacientes com diagnostico de LLC
atipica .

Verificar a producéo de vitamina D em pacientes com LLC atipica.

Verificar a presenca de alteracbes cromossémicas nos genes da familia

NTRK em pacientes com LLC atipica.
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5. MANUSCRITO 1

LEVANTAMENTO DOS CASOS DE LLC CLASSICA E ATIPICA DETERMINADA
ATRAVES DA IMUNOFENOTIPAGEM EM UM CENTRO DE REFERENCIA NO
ESTADO DA BAHIA

5.1. INTRODUCAO

A leucemia linfocitica crénica (LLC) é o tipo mais frequente de leucemia em
adultos nos paises ocidentais, correspondendo de 25 a 30%. Acomete geralmente
pessoas com média de idade de 50 anos, e uma presenca ligeiramente maior no
sexo masculino (1,7:1) (HALLEK, 2015; MOLICA, 2006; VASCONCELOS, 2005;
WATSON, 2008;). Dados mostram que no Brasil tem-se a cada ano 0,8 novos casos
para cada 100.000 habitantes (FARIA, 2000).

A doenca é caracterizada por uma evolugdo clinica bastante heterogénea
entre os individuos acometidos, com sobrevida que varia de alguns meses até
algumas décadas (FARIA, 2000; VASCONCELOS, 2005). Cerca de 70% dos
pacientes apresentam-se assintomaticos ao diagnostico, e mais da metade destes
nao ira apresentar quaisquer evento secundario a doenca hematoldgica. Por outro
lado, os demais individuos costumam apresentar progressao da doenca, demanda
terapéutica e causas de morte relacionadas a LLC ( DIGHIERO et. al, 1998;
VASCONCELOQOS, 2005).

A LLC é uma doenca onco-hematoldgica que caracteriza-se por um aumento
no numero de linfécitos B maduras no sangue e em Orgaos imunes primarios e
secundarios. Segundo o Workshop Internacional em LLC para o diagnostico da LLC
€ necessario uma contagem absoluta de células B maior ou igual a 5000 células/uL
ou 5x10%L (CAMPO, 2008; SWERDLOW, 2016). Entretanto para um diagndstico
mais confiavel torna-se necessario o estudo imunofenotipico dessas células e

qguando possivel a anélise celular por citogenética molecular.

As principais andlises imunofenotipicas realizadas sdao CD5, CD10, CD19,
CD20, CD22, CD23, CD38, CD79h, CD200 e aumento da monoclonalidade da
cadeia kappa ou lambda (SILVA L.B et al 2009; YEE, K.W, O'BRIEN, S.M, 2006). Os
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individuos sao classificados como positivos para LLC quando apresentam
positividade para CD5, CD19,CD20, CD23, negatividade para CD10 e CD79b,
podendo apresentar baixa expressdo ou negatividade para CD22. As células
também apresentaram uma maior monoclonalidade para a cadeia Kappa ou Lambda
(SILVA, L.B. et al 2009; YEE KW, O'BRIEN, S.M., 2006).

Os CD19, CD20, CD22 sdo marcadores de células B, e CD79b o0 que esta
presente em células B de linfomas. O CD38 € um marcador de célula ativada que
estd presente na superficie de células LLC-B e sua expressdo foi diretamente
correlacionada com a ndo mutacao da regiao variavel da IGH. A expressao de CD38
€ um indicador de mal prognostico (FERRARINI M, CHIORAZZI N, 2004; SILVA L.
B. et al. 2009).

O CD5 é um marcador de células T que também esta presente em uma sub-
populacdo de células B chamadas de B1l. Células B maduras malignas na LLC e
células do linfoma do manto também expressam esse marcador, tornando um
importante marcador para diferenciar outras doencas onco hematoldgicas. A funcao
biolégica do marcador CD5 ainda é desconhecida, entretanto acredita-se que seja
uma importante molécula de ativacdo para as células T ja para as células B1 tenha
uma funcdo na autoimunidade (HAYAKAWA, K., HARDY R.R. 1988; LAVABRE-
BRERTRAND T., et. al, 1994; MATUTES, E., 1995).

O CD23 é uma glicoproteina transmembranica expresso em varias células
hematopoiéticas (BONNEFOY , 1997; KIJIMOTO-OCHIAI , 2002), envolvido na
regulacdo da producdo de IgE, além de promover a sobrevivéncia de células B no
centro germinativo (BONNEFOY, 1997; LIU, 1991). E um marcador usado para
diferenciar entre LLC que geralmente € positivo, de linfoma do manto que
geralmente é negativo (MATUTES, 1994; SCHLETTE, E., 2003). Entretanto a
literatura mostra casos de linfoma folicular com CD23 também positivo
(KATZENBERGER, 2009; OLTEANU, 2011; THORNS, 2007;).

O CD10 é uma enzima proteolitica que é expressa na superficie de células
hematopoiéticas do cento germinativo € de linfomas derivado dessas células.
Também conhecido como antigeno comum da leucemia linfoblastica aguda
(CALLA). Promove migracdo, crescimento e sobrevivéncia celular, contribuindo
assim para o surgimento e progressao de neoplasias. Ha uma forte associacao entre
expressdo de CD10 e linfoma folicular ( ALMASRI, N.M., 1998).
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O CD200 € uma glicoproteina transmembranica altamente conservada
pertencente a superfamilia das imunoglobulinas com papel imunossupressor e pro-
tumoral. E expresso com relativa freqiiéncia em linfocitos B e T, células endoteliais,
dendriticas e neurdnios (BARCLAY, 2002; MOREAUX, 2006). Estudos mostram que
h& expressdo de CD200 em LLC, linfoma linfocitico de pequenas células, leucemia
mieloide aguda e mieloma multiplo (MCWHIRTER, 2006; OLTEANU, 2011; TONKS,
2007). O receptor de CD200 esta presente em células apresentadoras de antigeno
de origem mieloide e em algumas populacbes de células T (WRIGHT, 2003).
Pesquisas elucidaram que o CD200 transmite um sinal imunorregulatério quando
ocorre a ligacdo com o receptor de CD200 levando a supressédo das células T e da
resposta imune(MOREAUX, 2006; OSMANA, 2014). Foi confirmado que a ativacao
do receptor de CD200 induz a diferenciacéo de linfécitos T para linfocitos Treg que
regula a resposta Thl e Th2 na zona tumoral, suprimindo a resposta antitumoral das
células T (HOLMANNOVA, 2012; OSMANA, 2014).

Ao longo da literatura observa-se uma caréncia em estudos de LLC na
populacdo brasileira principalmente no estado da Bahia, logo esse trabalho tem

como objetivo verificar a ocorréncia dessa doenga no estado baiano.
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5.2. MATERIAIS METODOS

A parte inicial desse trabalho caracterizou-se por um estudo descritivo,
longitudinal, retrospectivo. Utilizou-se dados obtidos no Laboratério de Imunologia e
Biologia Molecular (LABIMUNO) do Instituto de Ciéncias da Saude da Universidade
Federal da Bahia. A segunda parte do trabalho caracterizou-se pelas as analises dos
materiais biolégicos dos pacientes, que ocorreram no mesmo laboratério. O
LABIMUNO caracteriza-se por realizar testes para o diagnostico de doencas onco-
hematologica no Estado da Bahia. Os exames foram realizadas no periodo entre
2012 até 2015.

5.2.1. Analise Imunofenotipica por Citometria de Fluxo.

Para a determinacdo dos marcadores imunologicos foram utilizados
anticorpos monoclonais, ligados a diferentes fluorocromos (FITC, RPE, PERCP),
dirigidos contra antigenos de células B (CD19, CD20, CD22, CD79b, anti-lgM, anti-
Kappa, anti-Lambda), células T (CD5), células ativadas CD23, CD25, CD38, CD200,
e também o antigeno CALLA (CD10) Todos os anticorpos utilizados foram da
empresa Becton Dickinson (BD) Biosciences. Apds a incubacgédo dos anticorpos com
as células dos pacientes fez-se a analise pela citometria de fluxo, do qual quantificou
as células e determinou a positividade quanto a negatividade dos marcadores,

mediante ao preconizado pelo fabricante de cada anticorpo monoclonal.
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5.3. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.3.1 Dados do Laboratério

Verificou-se que entre o periodo de 2012 a 2015 ocorreram 2819 atendimentos para
exames no Labimuno relacionados a varias situacfes hematoldgicas, tendo uma
média anual de aproximadamente 705 atendimentos. Os pacientes sdo oriundos de
varias regides do estado da Bahia.

Na analise dos dados foram excluidos os exames para avaliacdo da doenca
residual minima, pois esses individuos ja possuiam o diagnostico de alguma
patologia hematoldgica, estavam sob tratamento e o exame foi realizado para
acompanhar a evolucdo. Logo, considerou-se somente casos novos diagnosticados.
Verificou-se que, ao longo do periodo de estudo, que ocorreram 2049 diagnostico
sendo uma média anual de aproximadamente 512. Deste total anual 113 (22%)
foram diagnosticados como LLC, onde 72 (14%) correspondeu ao diagndstico da
LLC classica e 41 (8%) corresponderam ao diagnostico de LLC atipica ou
inconclusiva (Fig. 1). Essa inconclusividade ocorre, principalmente devido a

resultados limitrofes na imunofenotipagem

MEDIA ANUAL DE LLC NA BAHIA

M [IC comum mIIC atipico Outros

78%

Figural: Analise da media anual de ocorréncias de Leucemia Linféide Crdnica (LLC) no Estado da

Bahia
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Esses resultados encontrados no Estado da Bahia corroboram com os dados
relatados por Keating (2002), Yamamoto e Figueiredo (2005). Mostram que a LLC é
a leucemia mais frequiente nos paises ocidentais, ocupando 22 a 30% de todas as
leucemias do adulto, sendo extremamente rara nos paises asiaticos. A prevaléncia
de LLC no centro de pesquisa estudo esta em aproximadamente 3/100.000/ano. A
incidéncia mundial estd por volta de 4,2/100.000/ano (ALTEKRUSE et al, 2010;
EICHHORST et al 2011). Essa diferenca pode estar relacionada a miscigenacdo da
populacdo ou por nem todos os casos chegarem até o centro de referéncia onde foi

feito o estudo.

Quando realizou-se a analise por ano, verificou-se que em 2012 ocorreram
456 novos casos de patologia onco-hematoldgica, sendo que 13% correspondeu ao
diagnostico de LLC classica com perfil imunofenotipico caracteristico da doenca, 8%
de LLC atipica e 79% de outras patologias hematoldgicas. Ja no ano de 2013
observou-se 353 novos casos diagnosticados de patologias onco-hematoldgicas,
com 17% de LLC classica 10% de LLC atipica. Em 2014 verificou-se 562 casos
sendo 12% de LLC classica e 9% inconclusiva. No ano de 2015 verificou-se 678

diagnosticos sendo 15% LLC classica e 4% inconclusivo (Fig. 2).

OCORRENCIA DE LLC CLASSICA E ATIPICA
2012-2015

»

L 4

R s S FRERER I

—4—LiCatipica ——LLC disica

Figura 2: Analise da ocorréncia anual de LLC comum e LLC atipica no periodo de 2012 — 2015 no Laboratério
de imunologia e Biologia Molecular.
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Para a obtencdo desses resultados foi necesséria a analise do material
sanguineo dos pacientes por citometria de fluxo, com o objetivo de obter o perfil

imunofenotipico.

Os individuos controle, sem LLC, apresentam baixa expressdo dos
marcadores (menor que 25%), sendo classificados como n&o respondedores ou
negativos (Fig 3 e 4). Os individuos classificados como LLC classicos ou tipicos
possuiam o perfil com CD5, CD19, CD20, CD23 e CD200 positivo, tendo CD22,
CD38,CD79b fracos e CD10 negativo. Esses resultados corroboram com o descrito
por Silva, L.B., et al (2009).

Ja os individuos classificados como atipicos ou inconclusivo possuiam o pefrfil
com CD19, CD20 e CD79b positivos, podendo apresentar baixa expressdo ou
negatividade para CD22, negatividade para CD23, CD38 e CD200. O CD5 e CD10
podem se apresentar tanto como negativo ou positivo (Fig. 3 e 4). Em todos os
casos as células também apresentaram uma maior monoclonalidade para a cadeia
Kappa ou Lambda, pois apresentavam uma proporcao de trés ou mais moléculas de
Kappa para uma de Lambda, ou duas ou mais moléculas de Lambda para uma de
Kappa, (MARTI et. al, 2005 ).

IMUNOFENOTIPAGEM

|| cps | cpio | cpio | D20 | CD22 | CD23 | CD38 | CD79b |CD200| Koul |

Controle
Sem LLC
LLC
Classica

LLC Posou Posou
Atipica Neg Neg

Pos Neg Pos Pos Fraco Pos Fraco Fraco Pos Pos

Pos Pos Pos Neg Neg Pos Neg Pos

Figura 3: Painel dos marcadores da imunofenotipagem utilizados para a determinagéo da LLC. O
grupo controle sem LLC mostra-se negativo pois apresenta menos de 20% de expressdo dos
marcadores. Os grupos com LLC classica ou atipica apresentam expressao positiva, hegativa ou fraca
dependendo do marcador analisado.
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Apesar de um arsenal de testes realizados para o diagnostico
imunofenotipico, ainda é alta a liberacdo de laudos inconclusivo, o que é

preocupante, pois sao liberados por ano uma média de 8% de diagnostico atipico.

Quando esses resultados foram estratificados em relagdo ao género,
verificou-se que do total analisado com diagnostico de LLC, 55% corresponderam a
homens e 45% a mulheres (Fig. 5). Observa-se também que para o diagnostico de
LLC atipica o género masculino apresenta-se ligeiramente maior, apresentando 23%

contra 19% apresentado pelo género feminino.

LLC - Género

® Masculino Feminino

LLC-AT
19%

Figura 5: Representacdo da ocorréncia de LLC por género e a sub-divisdo em LLC tipica e atipica

dentro de cada género.

Com base na figura 6 verificou-se que do periodo avaliado a média de idade
dos individuos ao diagnostico foi de aproximadamente 69,7 anos. Entretanto a
média mundial esta por volta de 72 anos (ALTEKRUSE et. al, 2010; EICHHORST et.
al 2011). Essa diferenca provavelmente se deva a uma maior atencdo a saude na
populacdo estudada. A mediana obtida foi de 70 anos, e a moda de 70. Um

individuo do género feminino apresentou a maior idade de diagnéstico que foi 109

LLC
77%
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anos e um do masculino a menor idade de diagndstico que foi 29 anos.
Provavelmente esse individuo possua alguma mutacao que favoreca o aparecimento
desta patologia, ja que a LLC é uma doenca predominantemente do idoso, com a
idade mediana ao diagnostico de 64-70 anos, e sendo rara a sua ocorréncia em
individuos com idade menor que 30 anos (YAMAMOTO E FIGUEIREDO, 2005).

- Geral Masculino Feminino

Média 69,68333  69,39055794 70,0481283
Mediana 70 70 70
Méax 109 99 109
Min 29 29 35
Total 443 243 200

Figura 6: Representacdo da populagéo estudada em relacdo ao género e a idade com distribuicdo da

média, mediana, moda a maior idade de ocorréncia de LLC e a menor idade.

Quando a frequéncia de diagnostico de LLC foi realizada por intervalos de 10
em 10 anos, verificou-se que os intervalos com maior nimero de individuos foram
entre 60-69 e 70-79. Quando separado por género, verificou-se que o intervalo 60-
69 tem uma frequéncia maior nas mulheres e o intervalo 70-79 tem uma frequéncia
maior nos homens. O que observa-se € um salto na ocorréncia da doenca nessa
faixa etaria no grupo feminino, onde na faixa de 50-59 seu numero equivalente foi

multiplicado por aproximadamente por 3 no grupo de 60-69 (Fig. 7) .

Esses resultados podem estar relacionados a uma atencdo maior a saude por
parte das mulheres e/ou entdo devido ao termino do periodo de reposi¢cao hormonal
nas mulheres, mostrando que essa reposi¢cao pode conferir alguma protecao contra
o desenvolvimento da LLC, pois no periodo da fase fértil a frequiéncia de LLC é bem
mais baixa quando comparada ao sexo masculino. Esse resultado corrobora com o

que foi verificado nas associacdes de estudo do cancer americana quanto inglesa
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(2013) onde mostram que as mulheres exibem baixa incidéncia de canceres
hematoldgicos (linféide e mieloide), quando comparadas aos homens, sugerindo
forte contribuicdo dos horménios sexuais na predisposi¢cdo para o desenvolvimento
dessas doencas.
O estrégeno € um potente regulador de células hematopoiéticas maduras, tanto
mieldide quanto linféide. Além de outras células e tecidos o receptor de estrogeno é
expresso em percussores de células B, células T CD8, no timo e no baco
(KAWASHIMA et al.,, 1992; KUIPER et al., 1997; MOSSELMAN et al., 1996;
SANCHEZ-AGUILERA et al 2014; SMITHSON et al., 1995; STIMSON, 1988; ).
Estudo de Sanchez-Aguilera et al (2014), mostra que a regulacdo dos
receptores de estrégenos pelo estrégeno ou por Moduladores Seletivos do Receptor
de Estrogénio (SERM) nas células tronco hematopoiéticas promove multiplicacdo e
sobrevivéncia dessas células. Entretanto, induz o bloqueio do desenvolvimento de
células da neoplasia mieloproliferativa, bem como uma maior susceptibilidade a
guimioterapia nas células indutoras de leucemia miel6ide aguda. Neste estudo,
utilizou-se como modulador seletivo do receptor de estrogeno (SERM) o tamoxifeno,
que nas células estudadas atuou como agonista do estrégeno, pois em outras

células e tecidos, a exemplo do mamario, atua como antagonista.



Numero de ocoréncias

80

70

60

50

40

30

20

10

Frequéncia Total

Numero de ocorréncias
=
N [e)] o] o
o o o o
1 1 1 1

N
o
1

Frequéncia

Frequéncia

Masculino

Feminino

Idade
W 20-29
W 30-39
W 40-49
m 50-59
W 60-69
m 70-79
1 80-89
190-99

51

m 100-109

Idade
m 20-29

m30-39

W 40-49

m 50-59

m 60-69

m70-79
80-89
90-99

= 100-109

Figura 7: Distribuicdo da frequéncia estratificada em 10 em 10 anos. Grafico superior frequencia

geral, grafico inferior frequencia analisada por género.
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5.4. CONCLUSAO

Analises inconclusivas ainda sdo altas e precisa-se de outras metodologias
para a confirmacéo de diagnostico pois assim poderia diferenciar o tratamento para

esses pacientes de forma mais eficaz.

Pode-se verificar que os homens sao mais acometidos pela LLC, entretanto,
eles apresentam a manifestacdo da doenca de forma mais tardia em relacdo as
mulheres, que manifestam mais precocemente a doenca, 0 que pode acontecer
devido a baixa hormonal abrupta nas mulheres devido a menopausa, mostrando um

possivel potencial protetor dos horménios sexuais.

Politicas publicas voltadas para a terceira idade precisam comecar ja no final
da segunda idade visando proporcionar um diagnostico precoce das doencas e
garantindo, com isso um tratamento mais eficaz, aumentando assim as

possibilidades de cura.
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6. MANUSCRITO 2

ESTUDO DE PACIENTES PORTADORES DE LLC ATIPICA QUANTO A
PRESENCA DE ABERRACOES CROMOSSOMICAS, PRODUCAO DE
CITOCINAS E VITAMINA D

6.1. INTRODUCAO

A leucemia linfoide cronica (LLC) é uma neoplasia de linhagem B, sendo a
mais frequente nos paises ocidentais, correspondendo a cerca de 30% das
leucemias do adulto (HALLEK et. al, 2010).

A LLC caracteriza-se pela proliferacdo e acumulo de pequenas células B
maduras, no sangue, medula 6ssea, linfonodos e baco (ROSSMAN, 1995). Mais de
99% das células LLC circulantes estdo na fase GO do ciclo celular (ANDREEFF,
1980). Anormalidades cromossdmicas tém sido observadas em 40%-50% das LLC
pelo cariétipo convencional (HALLEK et al, 1997), enquanto por FISH em cerca de
80% (DOHNER et al, 2000; JULIUSSON et al, 1998 ). A razdo para isto é que a
FISH permite a deteccdo de anormalidades especificas, ou seja, no alvo
predeterminado e suplantando o empecilho maior da citogenética classica, que é o
fato dos linfécitos B malignos permanecerem fora da fase de divisdo (GO0/G1)
(CHAUFFAILLE, 2005).

Pacientes com anormalidades cromossdmicas tém sobrevida menor que
agueles com cariétipo normal, que respondem significativamente melhor a
quimioterapia (HAN et al, 1988). Aqueles com anomalias complexas (mais de trés
anormalidades) tém pior sobrevida e apresentam doenga mais agressiva. Individuos

com alta porcentagem de células anormais também tém pior sobrevida.

As anormalidades que geralmente ocorrem na LLC s&o a trissomia do
cromossomo 12 (HAN, 1984; CALIGARIS-CAPPIO, 1999), as delecbes e
translocacdes no bragco longo do cromossomo 13 (13g14) e as delecdes do 11923
(DOHNER, 1995) e do 6qg (OFFIT,1993; CALIGARIS-CAPPIO, 1999), além das
alteracOes envolvendo translocagdes do braco longo do cromossomo 14 (t(14q)) e a
delecdo do braco curto do cromossomo 17 [del(17p)], todas essas anormalidades
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perfazem cerca de 60% das alteragdes. (HALLEK et al, 1997; JULIUSSON et al,
1998). E freqiiente na pratica clinico-laboratorial os resultados inconclusivos para
LLC, chamadas de LLC atipicas, onde a davida mais comuns sédo entre linfoma
folicular e o linfoma de células do manto, que possuem tratamentos e progressao

diferentes.

O Linfoma Folicular (LF) corresponde a cerca de 25% de todos os linfomas
ndo-Hodgkin (LNH), sendo o mais frequente nos paises ocidentais. A
imunofenotipagem é caracteristica, mas ndo especifica, com CD5 negativo e
frequentemente CD10 positivo, podendo apresentar também CD23 positivo
(OLTEANU, 2011). A grande maioria tem presente a translocacdo t(14;18) e o
rearranjo do gene bcl-2, que resulta na super expressdo da proteina BCL-2,
podendo com isso proteger a célula da apoptose(BUSCHLE, 1993; DANCESEU,
1992; PANAYIOTIDIS, 1993; PANAYIOTIDIS, 1994). Mutacdes nas proteinas
reguladoras do ciclo celular e outros eventos genéticos sdo associados com a
evolugao para neoplasia mais agressiva. A maioria dos pacientes apresenta-se com
doenca disseminada, incluindo o envolvimento da medula 6ssea, entretanto, muitos
podem ser assintomaticos na época do diagnostico (CHIATTONE, 2000).

Os linfomas de células do manto (LCM) representam aproximadamente 6%
dos linfomas ndo-Hodgkin (LNHs). S&o incuraveis e de comportamento agressivo,
com sobrevida média de trés a cinco anos. Os pacientes sdo, comumente,
masculinos, com idade mediana de 60 anos, (CAMPOS et. al, 2009). A LCM
corresponde a uma neoplasia de célula B madura, periférica. As suas caracteristicas
morfolégicas somam-se a translocacao t(11:14); bcl-1, rearranjo do gene ciclina D1,
expressao forte SigM e IgD, CD5 positivo, CD20 positivo, CD23 negativo, CD10
negativo, CD43 positivo e CD103 negativo (DOBBIN et al. 2002).

Essa inconclusividade ocorre, principalmente devido a resultados limitrofes na
imunofenotipagem, o0 que torna necessaria a utilizagdo da técnicas moleculares
como a citogenética molecular tendo como exemplo a Hibridagdo In Situ por
Fluorescéncia (FISH). Costa-Silva et. al (dados ainda ndo publicados), verificaram
que em 2049 diagnosticos de alguma doenca hematologica 22% correspondeu ao
diagnoéstico de LLC e desse resultado 8% correspondia a LLC atipica o estudo foi
realizado em um centro de referéncia em diagnéstico de doencas hematolégicas na

cidade de Salvador.
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Os estudos de Burger et al. (2002) e Rozovski et al. (2013) mostram que na
LLC ocorre uma elevagdo de diferentes citocinas com acdes sobrepostas e
antagobnicas o que pode contribuir direta ou indiretamente para a sobrevivéncia das
células LLC. Logo a analise da producdo de citocinas nos casos atipicos da
leucemia linféide crénica podera auxiliar na definicAo dos casos inconclusivos, e
transformar a dosagem de citocinas em uma ferramenta de diagndstico e/ou

prognastico.

A vitamina D, ou colecalciferol, € um horménio esteréide, cuja principal funcao
consiste na regulacdo da homeostase do célcio, formacdo e reabsorcdo Ossea.
(ARNSON, 2007). A principal fonte da vitamina D é representada pela formacéo
enddgena nos tecidos cutdneos apos a exposicdo a radiacdo ultravioleta. O grau de
pigmentacdo da pele, a exemplo a pele negra, é um fator limitante para a producéo
de vitamina D, devido a limitacdo a penetracao de raios ultravioleta (ARNSON 2007,
BRINGHURST, 2008; LEVENTIS, 2008). A dieta € responsavel por apenas 20% das
necessidades corporais, mas que assume um papel de maior importancia em
idosos, pessoas institucionalizadas e em habitantes de climas temperados
(BRINGHURST, 2008).

A deficiéncia prolongada de vitamina D provoca raquitismo e osteomalacia e,
em adultos, quando associada a osteoporose, leva a um risco aumentado de
fraturas (RUIZ-IRASTORZA, 2008). A vitamina D também esta associada com a
regulacdo da diferenciacdo celular, proliferacdo, apoptose, potencial metastatico e
angiogenese (BIKLE, 2009). Estudos sugerem que baixas concentracdes séricas de
25-(0OH) vitamina D pode estar associada com o aumento da incidéncia de cancer
colo retal, mama entre outros canceres além de fator de pior prognostico na LLC.
(CHEN, 2010; CREW, 2009; GARLAND, 2009; GORHAM , 2005; MOLICA et al.,
2012; YIN, 2005. O estudo da vitamina D mostra-se importante pois, podera auxiliar
no entendimento e/ou classificacdo dos casos de LLC atipica .

A definicdo do diagnostico das LLC € importante pois o tratamento de escolha
difere quanto ao tipo de leucemia/linfoma. Sendo assim, um maior conhecimento
dessas LLC atipicas contribuird para diminuicdo desses casos nao definidos. O
presente estudo teve como meta analisar a presenca de aberracdes cromossémicas,
avaliar a producdo de citocinas e dosagem de vitamina D, objetivando ampliar o

entendimento e caracterizagdo dos casos atipicos.
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6.2 MATERIAIS E METODOS

6.2.1. Analise Imunofenotipica por Citometria de Fluxo

Para a caracterizacdo da populacdo com LLC atipica utilizou-se anticorpos
monoclonais, ligados com diferentes fluorocromos (FITC, RPE, PERCP), dirigidos
contra antigenos de células B (CD19, CD20, CD22, CD79b, anti-IgM, anti-Kappa,
anti-Lambda), células T (CD5), células ativadas CD23, CD25, CD200, e também foi
utiizado o antigeno CALLA (CD10). Todos os anticorpos utilizados foram da
empresa Becton Dickinson (BD) Biosciences. As amostras foram adquiridas no
citometro de fluxo FACScalibur [Becton Dickinson Immunocytometry Systems, San
Jose, CA USA (BD)] e analisadas no programa CellQuest (BD).

6.2.2. ldentificagdo de oito Aberracdes Cromossdmicas em Células de
Individuos com LLC Atipica - Analise por Hibridacdo In Situ por Fluorescéncia
(FISH) para as Sondas, MYB, Trissomia do 12, Delecdo da ATM, Translocacgéo
(14;18), Quebra do 14, Delecao do P53, Translocacéo (11;14), Dele¢céo do 13

Células de 16 pacientes com diagndéstico inconclusivo de LLC e células de 6
individuos sadios foram submetidos ao teste de FISH para a identificacdo de 8
aberrac6es cromossdmicas totalizando um numero de 22 pacientes. Foi utilizado o
kit Cytocell Chromoprobe Multiprobe CLL, e seguido o protocolo estabelecido pelo
fabricante. Os individuos que apresentassem anormalidade cromossémica acima de

25% apos a contagem de 100 ndcleos esses seriam considerados positivos.

6.2.3. Dosagem de Citocinas

Foi realizada a dosagem de citocinaspelo kit BD Cytometric Bead Array (CBA)
Human Th1/Th2/Th17 Cytokine no plasma de seis individuos controle sem LLC,
dezesseis individuos com diagnostico de LLC atipica e de cinco individuos com LLC

classica totalizando 27 individuos. A coleta foi realizada uma Unica vez, apds o
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diagnostico de LLC para verificar o comportamento dessas citocinas. Utilizou-se o
plasma de cinco individuos com LLC classica com o objetivo de comparacao.

O kit possuia a capacidade de detectar e quantificar simultaneamente sete citocinas
que sao IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, TNF, IFN-y, IL-17 que foram dosadas em cada
amostra de plasma dos pacientes, seguindo-se o protocolo fornecido pelo

fabricante.

6.2.4. Dosagem de Vitamina D

Para a realizacdo da dosagem de vitamina D foi utilizado o plasma dos 27
participantes. A dosagem realizada foi a da 25-OH vitamina D que é a principal
forma de armazenamento da vitamina D, e que esta presente no sangue numa
concentragdo 1000 vezes maior, e com uma meia vida de 2 a 3 semana quando
comparado com a forma ativa que é a 1,25 — (OH), — vitamina D, que tem uma meia
vida de 4 horas. O protocolo utilizado foi o estabelecido pelo fabricante do kit
ABBOTT ARCHITECT 25-OH Vitamin D, que é através do teste de imunoensaio por

quimioluminescéncia.

6.2.5. Anélise Estatistica

Para a dosagem de citocinas realizou-se o Andlise de variancia (ANOVA) com
correcdo de Dunnett, estabelecendo significaAncia estatistica quando o p valor foi
menor que 0,05 ou 0,01. Para o estudo da produgéo de vitamina D utilizou-se
ANOVA com correcao de Tukey estabelecendo significAncia estatistica quando o p

valor foi menor que 0,05
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6.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.3.1 Caracteristica dos Pacientes

Com a analise dos resultados verificou-se que 68% (11 individuos ) dos casos
de LLC atipicas corresponde ao género masculino e 32% (5 individuos) ao feminino.
Esses resultados corroboram com os dados apresentados por Hallek, (2015) e
Molica (2006) que evidenciam na andlise da LLC entre os géneros, que o género

masculino geralmente é mais frequente.

6.3.2. Imunofenotipagem

O painel para a imunofenotipagem mostrou que para os individuos atipicos
estudados, 12 apresentaram positividade para os trés principais marcadores de
células B (CD19, CD20, CD22) e o marcador CD79b, que esta presente em células
B de linfomas. Verificou-se que nove individuos apresentaram positividade pra o
marcador CD5, sendo que desses, oito também apresentavam positividade para
todos os outros marcadores de células B. Pelo menos 1 marcador de células
ativadas (CD23, CD38 e CD200) esteve presente em 13 individuos. Quando
analisada o marcador CALLA (CD10) verificou que quatro individuos apresentaram
o0 marcador positivo, sendo que um apresentou CD10 e CD5 positivos
simultaneamente.Observou-se que nos pacientes estudados a cadeia leve Kappa foi

mais presente.

Apesar desses pacientes possuirem resultado de LLC atipica, eles foram
separados em grupos de acordo com a suspeitas como pode-se observar no quadro
1. O primeiro grupo tinha suspeita de linfoma de manto, pois esses individuos
possuiam CD5 positivo ou fraco, CD23 negativo ou fraco, alem de CD200 e CD10
negativos. O outro grupo foi o dos suspeitos de linfoma folicular, pois apresentavam
CD5 e CD23 negativos ou fracos, com CD200 e CD10 positivos. O ultimo grupo foi
intitulado de inconclusivo, pois ndo se consegue enquadrar e nenhum dos grupos,
pois apresentam individuos com CD5 positivo, bem como CD200 e CD10, ou séao

negativos para CD5 e CD10, entre outros arranjos.
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PACIENTE | CD19 | CD20 | CD22 | CD79b | CD5 | CD23 | CD38 | CD200 | CD10 Cfé)\féA SUSPEITA
7 M + + + + Fr Fr = = = KAPPA
8 M + + + + + + - = KAPPA
LINFOMA DO
18 F + + + + + - - = = KAPPA
MANTO (LM)
22 M + + + + + - + - = LAMBDA
10 F + + + + + - + - - KAPPA
9 M + + + + - Fr - + + LAMBDA
LINFOMA
FOLICULAR (LF)

15 M + + + + Fr - + + + LAMBDA
11 F + + + + + - + + + LAMBDA
12 F & 2 & + - - T Fr - KAPPA
13 F + - Fr Fr Fr Fr Fr + + o

LAMBDA
14 M & 2 + o5 - Fr - Fr - KAPPA
17 M + Fr + Fr = + - Fr = LAMBDA INCONCLUSIVO
19 M + + + + + + - + - KAPPA
23 M + + + + + + + + = KAPPA
24 M + Fr + + + + - + - KAPPA
25 F 0 + + Fr + Fr > + ® KAPPA

Quadro 1: Painel dos marcadores da imunofenotipagem utilizados para a determinacéo da LLC. Mostrando o

perfil atipico e as suspeitas diagnéstica..
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Essa gama de possibilidades ja € prevista na literatura, entretanto nao
possibilita o fechamento do diagnostico de qual doenga onco-hematolégica que o
individuo apresenta. Rego et al. (2009) apresenta uma lista de doencas possiveis
como Leucemia linféide crénica, Linfoma de manto, Leucemia prolinfocitica, Linfoma
B da zona marginal, Linfoma difuso de grandes células B, Linfoma linfoplasmaético,
Linfoma folicular, Linfoma de Burkitt, Leucemia de células pilosas, Linfoma folicular
CD10- e Linfoma do manto CD5-. Devido a essa gama de variacdes torna-se
necessario a realizacdo do teste de FISH para o fechamento do diagnostico do

paciente.

6.3.3. Analises Cromossdmicas

Com base nos resultados da imunofenotipagem realizou-se, com base ha
técnica do FISH, as analises cromossémicas para a trissomia do cromossomo 12,
delecdo do bragco longo do cromossomo 13 , delecdo do braco longo do
cromossomo 11 (ATM), translocacao (11;14), translocacgéo (14;18), delecédo do P53

e quebra do cromossomo 14.

A trissomia do cromossomo 12, primeira anormalidade cromossdmica
associada a LLC, foi descrita no final dos anos 70 e inicio dos 80 do século passado.
Confere prognostico desfavoravel em relag@o ao cariétipo normal, esta associada a
uma doenca progressiva e uma morfologia células atipica (OSCIER, 1997; TEFFERI,
1997; STILGENBAUER, 2000).

A dele¢cdo do cromossomo 13 del(13q), que ocorre em 10% dos casos, é
indicativa de sobrevida mais longa caracterizando uma doenga benigna cursando
com uma linfocitose de progresséao lenta (ESCUDIER et al, 1993; XUE et al, 1993;
JULIUSSON et al, 1998). Entretanto uma mutag&o principalmente na regido 13914
vem sendo proposta como um gene candidato na LLC, pois nessa regido esta o
gene do retinoblatoma (RB1) que é um gene supressor de tumor (WEINBERG,
1995). Essa mutacdo estad associada a uma menor sobrevida comparada com os
pacientes que nao ha possuem( STILGENBAUER, 2000).

A delecdo do braco longo do cromossomo 11 pode ser encontrada em

aproximadamente 25% dos pacientes virgens de tratamento e esta relacionada a
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doenca mais avancgada. Esta delecdo frequentemente promove a remoc¢ao da banda
11923 onde esta localizado o gene ATM. A delec&o do braco longo do cromossomo
11 tipicamente mostra uma extensa linfadenopatia, linfonodomegalia, rapida
progressédo e reducgdo da sobrevida global, ou seja, um pior prognéstico (DOHNER,
1997). Outra aberracdo cromossdmica que pode ocorrer é a translocagado
t(11;14)(q13;932) classificado como linfoma do manto onde ocorre um rearranjo
entre 0 gene da ciclina D1(CCND1) (Bcll) com o gene da IgH (STILGENBAUER,
2000).

A delecdo do bragco curto do cromossomo 17 é encontrada em 5-8% dos
casos e ela geralmente inclui a banda 17p13.1 onde o gene TP53 esta localizado
(Hallek, 2010, 2015). Pacientes com LLC carregando a mutacdo no TP53 possui um
progndéstico muito ruim sendo classificado como de risco ultra alto(ZENZ, 2010). Esté
aberracdo esta particularmente associada com uma morfologia celular atipica,
doenca avancada, alta taxa de proliferacédo e curta sobrevida( CALIGARIS-CAPPIO,
1999). Pacientes portadores dessa mutacdo, geralmente possuem auséncia de
resposta a alquilantes, analogos de purina e rituximab(anti-CD20)( BYRD et al, 2004;
SHANAFELT et al, 2004; STILGENBAUER et al, 2004).

A TP53 e ATM codificam proteinas envolvidas na sinalizacdo de danos e
reparo ao DNA (JACKSON, 2009). Intrigantemente tanto as Del(17p) e Del(11q)
guanto as mutacdes na TP53 e ATM séo freqlentes em pacientes com resisténcia
secundaria para quimioterapia de dano de DNA.

Embora o envolvimento da regido 14932 fosse frequente em estudos de
caritipo de LLC, atualmente considera-se que a t(11;14)(q13;932) com o rearranjo
dos genes BCL1 ou CCDN1 e IGH é marcadora de linfoma de zona do manto
(RESNITZKY et al, 1996; JAFFE et al, 2001). A semelhanca desta situacdo ha
outras translocagbes que envolvem 14q32, tais como a t(14;19)(q32;913), hoje
considerada como indicativa de linfoma leucemizado, e a t(14;18), linfoma folicular.
Entretanto, quando presente em LLC, o rearranjo da regidao 14932 confere
prognéstico favoravel. A t(2;14)(p13;932) é extremamente rara, assim como outras
englobando esta regido. A del(6q), +8924, +3 e +18 sado igualmente observadas em
LLC, mas em menor numero de casos (CHAUFFAILLE, 2005).
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Quando realizou-se o teste FISH, observou-se que ele conseguiu concluir
aproximadamente 87% dos casos de LLC atipicos, identificando pelo menos uma
alteracdo cromossdmica. Esses dados equiparam-se aos encontrados por Dohner
et. al. (2000), quando compara resultados obtidos por cariotipagem convencional e
pelo FISH. A aberracdo cromossdomica mais presente foi a translocacdo 11:14
caracterizando o linfoma do manto o que correspondeu a aproximadamente 50%
dos resultados encontrados seguida da trissomia do cromossomo 12 com 25%,
delecdo do P53 (cromossomo 17) com 18,75%, quebra do cromossomo 14 com
18,75%, delegéo do cromossomo 13 com 12,5% e linfoma folicular com 12,5% dos
resultados. A soma das porcentagens ultrapassam 100% pois alguns individuos
possuiam multiplas aberracbes cromossémicas. No presente estudo, ndo foram
observadas delecbes do MYB (cromossomo 6), nem delecdes do ATM
(Cromossomo 11). Na figura 3 é possivel observar alguns resultados positivos
obtidos através do FISH.

Quando realizada a analise da frequéncia de ocorréncias das aberracdes
cromossOmicas, verificou-se que 39% corresponderam a translocacado 11:14 . A
trissomia do cromossomo 12 correspondeu a 17%. Para a delecédo do p53, e quebra
do cromossomo 14 foram encontrados o mesmo valor de 13%, para a delecdo do

13, bem como, para a translocagéo 14:18 encontrou-se o valor de 9% (Fig.1) .
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DISTRIBUICAO DAS ABERRACOES CROMOSSOMICAS

B TRANSLOCAGAO 11:14 B TRISSOMIA DO CROMOSSOMO 12 = DELEGAO P53

® QUEBRA DO CROMOSSOMO 14  m DELEGCAO DO CROMOSSOMO 13  m TRANSLOCAGAO 14:18

Figura 1: Distribuig8o das aberra¢des cromossdmicas encontras apos o teste FISH

A analise dos resultados do FISH que estdo representados no quadro 2
mostrou que dez pacientes apresentaram uma uUnica aberragdo cromossomica,
sendo que, quatro apresentaram a translocacao 11:14, o que caracteriza o paciente
como possuidor do linfoma do manto;trés possuiam delecdo do p53; um paciente
possuia a translocacdo 14:18, que é caracteristico de linfoma folicular; um paciente
foi positivo para a trissomia do cromossomo 12; e um paciente possuia positividade
para a dele¢cdo do cromossomo 13.
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Figura 2: Imagens representando resultados positivos para o FISH: a) Resultado positivo para a
trissomia do cromossomo 12, visualiza-se trés sinais vermelhos. b) Resultado positivo para a
translocacdo cromossémica 11:14, visualiza-se fus@o entre os sinais verde e vermelho. ¢) Resultado
positivo para a delecdo do p53, visualiza-se auséncia de um sinal vermelho . Todos os resultados
foram obtidos de ndcleos celulares de paciente com LLC atipica. Os nudcleos estdo em uma
coloracdo azulada devido ao DAPI. A imagem foi adquirida em microscépio Olympus BX 51 com

software Lucia cytogeneticsVersion 2,5.



69

Verificou-se nas analises que trés pacientes apresentaram mudltiplas
aberrac6es cromoss6micas. Um paciente possuia quatro aberracdes, sendo elas a
translocacdo 11:14, translocacdo 14:18, trissomia do cromossomo 12, e quebra do
cromossomo 14. Dois paciente apresentavam trés aberracdes, eram elas
translocacdo 11:14, quebra do cromossomo 14 e trissomia do cromossomo 12.
Verificou-se também que um paciente possuia duas aberracdes: a translocagédo

11:14 e a delecédo do cromossomo 13.

Em dois pacientes com resultado de LLC atipica a analise do FISH n&o

identificou nenhuma das aberra¢cdes cromossdmicas estudadas.

A quebra do cromossomo 14 somente foi observada quando ocorria outra
aberracao, principalmente a translocacdo 11:14. Isso provavelmente ocorreu devido
a regido de quebra no cromossomo 14 € a mesma onde ocorre a translocacdo com
0 cromossomo 11. Segundo Kuppers et al. (2001) regies do cromossomo 14 sdo
propensas a sofrer translocacfes acidentais, devido a instabilidade gendmica,
necessarias para os rearranjos da cadeia pesada das imunoglobulinas, cujo gene ai

se encontra.
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PACIENTE | cD19 | cp20 | cp22 | cp7eb | cps | cpes | cpss | cp200 | cpio | CAPEIA | Classificacdo
LEVE pelo FISH
7 M + + + + Fr Fr - - - KAPPA
8 M + + + + + + - - KAPPA
LM
12 F + + + + - - + Fr - KAPPA
14 | M + + + + - Fr - Fr - KAPPA
Unica 1 | F + + + + + - + + + LAMBDA
aberracdo
cromossomica 1 . . . . . c . .\ .\ KAPPA / DELECAO DO
- r r r r r LAMBDA P53
25 F + + + Fr + Fr - + - KAPPA
15 | M + + + + Fr - + + + LAMBDA LF
TRISSOMIA DO
9 M + + + + - Fr - + + LAMBDA | CROMOSSOMO
12
DELECAO DO
10 | F + + + + + - + - - KAPPA | CROMOSSOMO
13
TRISSOMIA 12 +
LF + QUEBRA
18 | F + + + + + - - - - KAPPA DO
CROMOSSOMO
14+ LM
24 M + Fr + + + + - + - KAPPA
Mtiplas TRISSOMIA 12 +
aberragoes CROMOSSOMO
cromossomicas 14+ LM
22 | M + + + + + - + - - LAMBDA
LM + DELECAO
DO
19 | M + + + + + + - + - KAPPA | cRomossomo
13
17 | ™ i Er + Er , + - Fr - LAMBDA
Sem
aberracdes
cromossomicas
23 M + + + + + + + + - KAPPA

Quadro 2: Painel dos marcadores da imunofenotipagem utilizados para a determinacdo da LLC Apds a

realizacdo do FISH. Verifica-se as aberragBes cromossdmicas encontradas.
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Quando correlacionou-se os resultados obtidos com a analise do FISH e a
imunofenotipagem (Quadro 1 e 2), verificou-se que o FISH foi capaz de caracterizar

praticamente todos os pacientes com resultados de LLC atipicos (87%).

Verificou-se que dos cinco pacientes que outrora eram suspeitos de
possuirem linfoma do manto, apos a execucdo do FISH, dois deles possuiam a
translocacdo 11:14 como Unica aberracdo cromossdmica e outros dois pacientes
possuiam multiplas aberra¢gdes inclusive a que caracteriza o linfoma de manto,
entretanto um paciente ndo possuia nenhuma aberracdo que o classificaria como

manto.

Dois pacientes que antes eram classificados como inconclusivo foram
enquadrados como possuidores de linfoma de manto, pois sé possuiam a
translocacdo cromossdomica 11:14. Dois pacientes que antes eram classificados
como inconclusivos, mostraram-se possuidores de multiplas aberracdes
cromossomicas incluindo a translocacdo 11:14.Antes do FISH tinha-se a suspeita de
cinco pacientes possuirem a translocacao 11:14, entretanto apés o teste verificou-se

que oito possuiam.

Pela analise da imunofenotipagem suspeitava-se que dois pacientes eram
portadores do linfoma folicular, entretanto ap6s o FISH verificou-se que somente um
possuia a translocacdo 14:18 o que caracterizava o linfoma, o outro individuo foi

classificado como possuidor de trissomia do cromossomo 12.

Dos cinco pacientes restantes do grupo dos inconclusivos na analise da
imunofenotipagem, o FISH conseguiu classificar trés como possuidores de delegcéo
do p53. Os outros dois pacientes ndo apresentaram nenhuma das aberracdes
cromossOmicas estudadas, necessitando com isso de mais analises com outras

sondas ou sequenciamento génico para sua classificacao.

Com esses resultados verificou-se que tanto células com CD5 positivo quanto
as que possuem esse marcador negativo podem apresentar a translocagao 11:14

corroborando com o apresentado por Rego et al. (2009).
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A analise dos pacientes com a técnica do FISH foi de grande importancia,
pois conseguiu identificar aberragbes cromossdmicas que esses individuos
possuiam e classifica-los e/ou reclassifica-los quanto a sua doenca. Isso possibilitou,

qguando possivel, a mudanca da conduta terapéutica para esses pacientes.

6.3.4. Producdao de Citocinas
6.3.4.1. Producéo de Interleucina 17 A (IL-17)

Quando avaliou-se a producdo de citocinas em relacdo as aberracdes
cromossbmicas apresentadas foi possivel observar nesse estudo que para a
producado de IL-17A os individuos do grupo com delecdo de p53 apresentaram uma
maior producdo da citocina estatisticamente significante com p<0,01 quando
comparado com o controle sem LLC e com o grupo com LLC classica. Para a
andlise o teste utilizado foi ANOVA com corre¢cdo de Dunnett. Ocorreu, também,
significancia estatistica com p<0,01 no grupo dos individuos atipicos entretanto sem

aberracao cromossémica.(Fig. 3) .
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Figura 3: Analise da producéo da citocina IL-17A em individuos com diagndstico de LLC atipica adps andlise da
presenca de aberragdes cromossémicas. O simbolo indica significAncia estatistica : * =.(p<0,01) quando

comparado com o controle sem LLC e com LLC classica no teste ANOVA com correcéo de Dunnett.
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A IL-17A é a citocina produzida pela sub-populacdo Th1l7 que exerce efeito
pleomorfico em células imune e ndo imunes e é um importante mediador dos
processos inflamatorios (GAFFEN, 2008). E importante para resposta imune contra
bactérias extracelulares, varios fungos e virus (KHADER, 2009). Entretanto elas
também sao envolvidos em inUmeras doencas autoimune e sindromes inflamatorias
cronicas ( GAFFEN, 2009; HUS, 2013).

A resposta Th17 pode suprimir ou promover o crescimento tumoral (JI, 2010;
MURUGAIYAN, 2009). Alta freqléncia de células TH17 e de niveis de IL-17A em
tecidos tumorais, fluido ascitico maligno e sangue periférico tem sido observadas em
pacientes com tumores sélidos, bem como doencas onco-hematolégicas como
leucemia mieldide aguda e mieloma multiplo (KORDASTI, 2009; KRYCZEK, 2009;
PRABHALA, 2010; ZHOU, 2010).

O papel do TH17 no cancer ainda ndo esta claro, aparentemente é divergente
e controverso. Entretanto é possivel que a funcdo das células TH17 ir4 variar de
acordo com o tipo do cancer e o local, bem como o estagio da doenca, pois essas
células podem induzir inflamacdo e promover iniciagcdo e crescimento precoce de
alguns tumores (HUS, 2013; WILKE, 2011; ZOU, 2010).

E possivel que Th17 seja um elemento do sistema imune responsavel pela
protecdo da proliferacdo de clones de células B neoplasicas mantendo o controle
dessas células nos primeiros estagios. Altos niveis de IL-17A, quando comparado
aos individuos saudéaveis, sugerem um potencial papel dessa citocina na
imunobiologia da LLC (HUS, 2013). Essa caracteristica corrobora com os resultados
encontrados nesse trabalho, pois individuos com LLC atipica sem apresentar as
aberracdes cromossdmicas estudas apresentaram uma producao estatisticamente

significante dessa citocina.

O papel da IL-17A e da resposta TH17 na imunopatogenese da LLC ainda &
indefinido, estudo mostra a presenca de elevado numero de células Thl7 em
sangue periférico de pacientes com LLC, tendo com isso um prognéstico favoravel
(JAIN, 2012). Os niveis plasmaticos de IL-17A estdo inversamente correlacionados
ao estagio da doenca quanto mais inicial, mais alta € a producédo.Aparentemente na

LLC a resposta Th-17 tenha uma ac¢ao antitumoral.
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Neste estudo foi verificado uma producédo estatisticamente significante dessa
citocina nos individuos que possuiam delecdo no p53 (Del 17p13), entretanto ndo
corroboram com os encontrados por Huss et. al. (2013), pois verificou que individuos
gue possuiam as aberracbes cromossémicas delecdo 11922 ou delecdo 17pl3.1
apresentavam uma producdo bem menor de IL-17A para os individuos que néo
possuiam essas muta¢cdes. Provavelmente isso tenha ocorrido devido a diferencas
na metodologia utilizada, pois a dosagem de IL-17 no nosso trabalho foi através da
técnica de CBA utilizando citometria de fluxo, e no trabalho de Huss et. al. (2013)
utilizou-se o teste ELISA. Ou entédo, como relatado por Jain et. al. (2012 ) a producao
da IL-17 decai em um estagio mais tardio da doenca. E possivel que no nosso
estudo o fendbmeno de transformacao para as aberracdes de pior progndstico tenha
ocorrido ha pouco tempo e a alta producdo principalmente nos grupos com delecéo
do p53 e no individuo com a trissomia do cromossomo 12, seja um sinal dessa
transformacao, pois sua producdo estd bem acima dos produzidos pelos controles,

seria uma forma do organismo controlar a proliferacdo essas células.

Apesar de Huss et. al. (2013) observar uma alta producédo de IL-17A nos
individuos CD38 negativo quando comparados com CD38 positivo, no presente

estudo essa associacdo nao foi verificada.

6.3.4.2. Fator de Necrose Tumoral (TNF)

Quanto a anadlise da citocina TNF, verificou-se que ocorreu uma producéo
aumentada com significancia estatistica no grupo de individuos que possuia
multiplas aberra¢cdes cromossdémicas simultaneamente (trissomia do cromossomo
12, linfoma folicular, quebra do cromossomo 14 e linfoma das células do manto),
guando comparado com os controles sem LLC e com LLC classica entretanto com
p<0,05. Verificou-se também que ocorreu significancia estatistica com p<0,05 na
producdo de TNF no grupo com linfoma do manto quando comparado somente com
0 grupo controle sem LLC. Todas as analises foram feita com o teste ANOVA com

correcdo de Dunnett (Fig. 4).
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PRODUCAO DE TNF
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Figura 4: Andlise da producéo da citocina TNF em individuos com diagnostico de LLC atipica apds
andlise da presenca de aberragbes cromossOmicas. Simbolos indicam significancia estatistica : #
=.(p<0,05) quando comparado com o controle sem LLC e com a LLC classica; ¢ =(p<0,05) quando

comparado com o controle sem LLC . No teste ANOVA com correcdo de Dunnett.

O TNF é uma citocina pré-inflamatéria com efeitos pleiotropicos, que possui
importantes fungdes como a indugéo de outras citocinas, proliferacéo, diferenciacao
celular e apoptose. O TNF € induzido por varios estimulos, incluindo
microrganismos, mediadores lipidicos, imunocomplexos e células tumorais
(BEMELMANSet al. 1996; TRACEY et al. 2008).

Acredita-se que o TNF iniba a apoptose das células B leucémicas devido a
ativacao do NF-kB. Niveis de TNF em sangue periférico de pacientes com LLC uma
forma clinica mais agressiva foram mais altos que em individuos saudaveis
(BOJARSKA-JUNAK, 2008; FERRAJOLI, 2002). Esse dado corrobora com o
encontrado no estudo, pois 0s possuidores de trissomia do cromossomo 12, linfoma
do manto e mdltiplas aberracbes apresentam uma agressividade maior da doenca.

Exceto pelo individuo com trissomia do cromossomo 12, nossos dados corroboram
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com os encontrados por Huss et. al. (2013) quando verificam que 0s niveis

plasmaticos de IL-17A foram inversamente correlacionados com os niveis de TNF.

6.3.4.3. Producéao de Interferon-gamma (IFN-y)

Quando avalia-se a producao de IFN-y verifica-se que ocorreu uma producao
desta citocina no grupo com multiplas aberracbes cromossémicas simultaneas
(trissomia do cromossomo 12, linfoma folicular, quebra do cromossomo 14 e linfoma
das células do manto) com um p<0,05. As analises foram feitas através do teste
ANOVA com correcdo de Dunnett (Fig. 5).

PRODUGCAO DE IFN-y
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Figura 5: Andlise da producéo da citocina IFN-y em individuos com diagndstico de LLC atipica apds analise
da presenca de aberracdes cromossémicas. Simbolo indica significancia estatistica : # =.(p<0,05) quando

comparado com o controle sem LLC e com a LLC classica, no teste ANOVA com corre¢éo de Dunnett.
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O IFN-y promove a sobrevivéncia de células leucémicas, prevenindo a
apoptose (BUSCHLE, 1993; CALIGARIS-CAPPIO, 1999), o que pode ser
caracterizado por um pior prognoéstico. No trabalho verificou-se que ocorreu uma
elevacdo na producdo dessa citocina em dois grupos de prognostico desfavoravel
que foram o da trissomia do cromossomo 12 e no grupo com multiplas aberracées
cromossOmicas simultaneas (trissomia do cromossomo 12, linfoma folicular, quebra
do cromossomo 14 e linfoma das células do manto). Sendo que esse Ultimo

apresentou uma producéo estatisticamente significante.

Observa-se no grupo com multiplas aberracdes que ha uma producdo com
significancia estatistica das citocinas TNF e IFN-y-, sendo que, essa producado pode
esta auxiliando no desenvolvimento das células LLC, pois nota-se uma regulagdo no
mesmo grupo da citocina IL-17, que teria a funcédo de controlar o desenvolvimento
das células LLC. Esse pode ser um dos fatores que piora o prognéstico dos
individuos com essas multiplas aberracbes. Esses dados corroboram com os
encontrados por Gallego et al. (2003) quando ele associa a progresséo da LLC e a

imunodeficiéncia com a producédo dessas citocinas.

6.3.4.4. Producéo de InterleucinalO (IL-10)

Quanto a producéo de IL-10, verificou-se que ocorreu aumento na producao
estatisticamente significantes com p < 0,01 no grupo de individuos com LLC atipica
sem apresentar aberracdes cromossdmicas estudadas, isso quando comparados
tanto com o controle negativo sem LLC e no grupo controle com LLC classica (Fig.
6).
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PRODUCAO DE IL-10
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Figura 6: Analise da produgédo da citocina IL-10 em individuos com diagndstico de LLC atipica apos analise
da presenca de aberragcdes cromossdmicas. Simbolo indica significAncia estatistica O simbolo indica
significancia estatistica : * .(p<0,01) quando comparado com o controle sem LLC e com LLC classica no
teste ANOVA com corre¢do de Dunnett..

As células Treg, que sao produtoras da citocinas IL-10, sdo responsaveis pela
tolerancia imunoldgica, o que acaba contribuindo para o desenvolvimento de tumor e
para o crescimento tumoral em muitos tipos de cancer incluindo LLC (BEYER, 2005;
BEYER, 2009; CURIEL, 2004; D’ARENA, 2011; SASADA, 2003)

A IL-10 ndo somente suprime diretamente a resposta imunolégica, como
também induz crescimento das células B malignas devido a inibicdo da apoptose
(YEN, 2001). A producéo de IL-10 no individuo com trissomia do cromossomo 12,
pode estar ajudando no desenvolvimento de um pior progndstico, que é observado
nos individuos possuidores dessa aberracdo apresenta. Isso corrobora com os
encontrados por Fayad et. al. (2001) em que niveis de IL-10 séricos estdo



79

significantemente aumentados em pacientes com LLC associado a um pior

prognastico.

Os resultados de Huss et. al (2013) sugerem que a progressdo da doenca
esta relacionada a uma diminuicdo das células Th1l7 e expansao das células Treg. A
premissa do papel benéfico da alta producéo de IL-17 A com acgéo anti-tumoral pode
ser suportada devido a positiva correlagcdo entre Thl7 e células iINKT e uma
correlacdo negativa entre Thl7 e Treg. Células iNKT tem sido recentemente
relacionadas como uma chave disparando o sistema imune contra o tumor (SEINO,
2006). Nos nossos estudos foi possivel observar uma acao de regulacdo da IL-10 na
producdo de TNF e de IL-17 principalmente no grupo sem aberracdes
cromossOmicas, entretanto, mesmo com a regulagéo IL-17 apresentou significancia

estatistica nesse grupo.

6.3.4.5. Producéao de Interleucina4 (IL-4)

Quando se avaliou a producao de IL-4 verificou-se que somente individuos
que possuiam trissomia do cromossomo 12 apresentou uma producdo aumentada

com tendéncia de ser estatisticamente significante (Fig. 7).
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Figura 7: Analise da producao da citocina IL-4 em individuos com diagnéstico de LLC atipica apés analise da

presenca de aberracfes cromossémicas.
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A IL-4 protege as células leucémicas da apoptose devido ao aumento da
expressao de Bcl-2 (DANCESCU, 1992) tornando o microambiente favoravel para o

seu desenvolvimento.

Porcentagem de células Th17 esta correlacionada com IL4 produzida por TH2
e células TCD4 produtoras de TNF, ja IL-17A esta inversamente relacionada com os
niveis de TNF e IL-10, o que pb6de ser visto no estudo com o grupo linfoma do
manto. Uma diminuigdo da porcentagem de Th17 foi acompanhada com o aumento
da porcentagem de células Th2 com células Treg gerando uma inducdo de
tolerancia para o cancer (HUS, 2013; LECH-MARANDA, 2012)

Interessantemente na LLC ocorre uma diminui¢do das funcdes das células T
auxiliares e aumento da funcdo de supressdo. Entretanto, a producdo de auto-
anticorpos e a supressao da hipersensibilidade tardia antecedem a progressao da
doenca, sugerindo que um perfil Th2 pode predominar nos estagios avancados da
LLC (DANZANI, 1994; GALLEGO, 2003), o que pode esta relacionado com a alta

producao no individuo com trissomia do cromossomo 12.
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6.3.4.6. Producéo de Interleucina 6 (IL-6)

Quando avaliou-se a producdo de IL-6 (Fig. 8) verificou-se que somente o
individuo que possuia a trissomia do cromossomo 12 apresentou uma elevada
producéo, quando comparado com o controles sem LLC e com LLC classica. Apesar
de ndo ser estatisticamente significante observa-se uma tendéncia de crescimento

na producéo de IL-6 no grupo de individuos com linfoma do manto.
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Figura 8: Analise da producéo da citocina IL-6 em individuos com diagnéstico de LLC atipica apds andlise da

poimL

presenca de aberragées cromossOmicas.

A IL-6 & uma citocina pleotropica que promove acOes fisiologicas ou
patologicas. Liga-se com seus receptores induzindo reparo tecidual, diferenciagéo
neuronal, hematopoiese, inflamacgéo e regulagdo imune (LAM, 2010; MOLLMANN,
20010; QIU, 1998; RAMSAY, 1994; RODRIGUEZ, 2004). Também, liga-se com
receptores em células tumorais induzindo resisténcia a drogas (GILBERT, 2011).
Aumenta em linfoma de células do manto a expresséo de proteinas de fase aguda
como proteina C reativa que protege as células tumorais das drogas anti-tumorais
indutoras de apoptose, estimulando as células tumorais a produzirem mais IL-6
(YANG, 2007; ZHANG, 2012).
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Figura 9: Andlise da producgéo da citocina IL-2 em individuos com diagnoéstico de LLC atipica apds analise da
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Estudos de Zhang et. al. (2012) mostraram que IL-6 é uma importante
citocina no linfoma do manto, promovendo crescimento, sobrevivéncia e resisténcia
a drogas e que o uso de Rituximab, um anticorpo especifico para CD20, induz a
secrecdo de IL-6, logo a neutralizacdo do IL-6 ou do receptor, possivelmente,

aumenta a susceptibilidade das células tumorais a apoptose.

Hodge et. al. (2005) relaciona a IL-6 como fator pro-tumorogénico e esta
associado a um pior prognostico. Esse dado corrobora com os encontrados no
presente estudo, pois a presenca da trissomia do cromossomo 12 estd associada a
um pior prognadstico. Apesar de nao ser estatisticamente significante, observa-se que
no grupo com linfoma de manto ocorre uma tendéncia de aumento na producao da

citocina, corroborando com o preconizado por Zhang et. al. (2012).

6.3.4.7. Producéo de Interleucina 2 (IL-2)

Para a producéo da IL-2 observou-se que somente o individuo que possuia a
trissomia do cromossomo 12 apresentou uma producdo aumentada possivelmente
significante (Fig. 9).
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presenca de aberragces cromossémicas.
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A IL-2 amplia e sustenta a proliferacdo de células LLC (HUANG, 1993; MAINOU-
FOWLER, 1995), podendo também estar ativando a progressado da doenca, e a
imunodeficiéncia devido a associacdo com TNF e IFN-y (GALLEGO et. al, 2003).
Esses dados corroboram com os encontrados no presente estudo, pois mostram que
no grupo de pacientes com trissomia do cromossomo 12 todas essas trés citocinas
estdo aumentadas. Alem disso nota-se uma tendéncia de crescimento no grupo de
linfoma do manto onde a producdo de TNF € aumentada e estatisticamente

significante.

O individuo com a trissomia do cromossomo 12, apesar de ndo formar um
grupo foi analisado, pois disparou a producdo de todas as citocinas estudadas. Isso
pode estar associado a caracteristica dessa aberragdo em possuir um pior
prognostico ou entdo esse individuo possuir outras mutacdes ndo estudadas nesse

trabalho.

6.3.5. Producéao de Vitamina D

Quando analisou-se a producéo de vitamina D, foi observado, de acordo com
os valores de referéncia estabelecidos pelo kit, que ocorreu producéo suficiente
dessa vitamina, exceto no grupo com delecdo no p53, e essa insuficiéncia na
producéo foi estatisticamente significante (p<0,05) no teste ANOVA com correcdo de

Tukey, qguando comparado com o grupo controle de individuos sem LLC (Fig. 10) .
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Figura 10: Analise da producéo da vitamina D em individuos com diagndstico de LLC atipica ap6s andlise da
presenca de aberragBes cromossémicas. Simbolo indica significAncia estatistica : ¢ =.(p<0,05) quando

comparado com o controle sem LLC no teste ANOVA com corregéo de Tukey.

N&o existe consenso sobre a concentracdo seérica ideal de vitamina D. A
maioria dos especialistas concorda que o nivel de vitamina D deva ser mantido em
uma faixa que ndo induza aumento dos niveis de paratorménio (PTH) ( BANDEIRA,
2006; LEVENTIS,2008). Os valores normais nos diversos ensaios comerciais
existentes variam de 25 a 37,5 nmol/L (10 a 15 ng/mL) a 137,5 a 162,5 nmol/L (55 a
65 ng/mL)(MARQUES, 2010; RUIZ-IRASTORZA, 2008).

Revisdes recentes sugerem que a concentracdo ideal seja de 50 a 80 nmol/L
enquanto outros sugerem valores entre 75 e 125 nmol/L (LAMB, 2002). Usando a
elevacdo do PTH como biomarcador refletindo baixos niveis fisiologicos de vitamina
D, a deficiéncia deve ser definida como concentracdo sérica inferior a 32 ng/mL (80
nmol/L).(LAMB, 2002).

Com base nos estudos de Lamb (2002) quanto a concentracao sérica de vitamina D,
verificou-se no presente trabalho que os individuos do grupo com delecdo do P53
apresentaram deficiéncia na produgdo de vitamina D e essa deficiéncia pode estar
associado ao pior prognostico que os individuos com essa delecédo apresentam. Os
dados de Shanafelt (2011) mostram uma direta evidéncia de que o0s niveis de

25(0OH)D pode ser um importante fator que influencia o prognéstico dos pacientes
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com LLC. Aref etal. (2013) mostram que a vitamina D tem se transformado em um
fator prognostico na LLC e a deficiéncia estd associada a um pior progndéstico e
uma curta sobrevivéncia global (MOLICA et al., 2012) . A deficiéncia de vitamina D
também tem sido utilizado como fator prognostico no linfoma folicular (KELLY et al.,
2014) e no linfoma difuso de células B (DRAKE et al., 2010). O efeito da
insuficiéncia de 25(OH)D pode ser particularmente relevante na LLC, pois é uma
doenca com uma historia natural longa e os pacientes sdo geralmente observados
por anos para iniciar a terapia.

A vitamina D é um hormoénio esterdide, que possui como uma das funcdes a
regulacdo da homeostase do célcio, formacdo e reabsorcdo Ossea. (ARNSON,
2007). Segundo estudos de Marques et al. (2010) essa vitamina parece interagir
com o sistema imunologico através de sua acao sobre a regulacao e a diferenciacéo
de células como linfécitos, macroéfagos e células natural killer (NK), além de interferir
na producdo de citocinas in vivo e in vitro. A literatura mostra que a vitamina D
possui efeito imunomodulador promovendo a diminuicdo da producédo de IL-2, do
INF-y e do TNF além da inibicdo da expressdo de IL-6 e inibicdo da secrecdo e
producdo de autoanticorpos pelos linfécitos B (LEMIRE, 1992; LINKER-ISRAELI,
2001). Nossos dados corroboram com os encontrados em Lemire e Linker-lIsrael,
pois quando foi avaliada a produgéo da vitamina D, comparada com a producédo das
citocinas citadas, verificou-se uma provavel regulacdo dessa vitamina sobre essas

citocinas, que pode estar também sendo auxiliada pela acdo de outras citocinas.
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6.4. CONCLUSAO

O FISH mostrou-se de grande importancia para identificacdo das aberracdes
cromossOmicas, 0 que possibilitou conclusdo do diagnéstico das LLC e mudancas
na conduta terapéuticas, quando possivel, para os individuos, garantindo uma

melhor qualidade de vida.

A implantacdo da técnica de FISH nos servi¢os publicos de salde € importante para
auxiliar no diagnosticos dos casos de LLC atipica.

A IL-17A mostrou-se como um possivel marcador indicador de mudanca para um

pior prognadstico, quando em altas concentracdes.

A producdo associada das citocinas TNF e IFN-y, mostraram-se, aparentemente,
como um fator de pior prognéstico quando em altas concentracdes. Entretanto
novos estudos acompanhado a cinética de producdo dessas citocinas precisam ser

realizados.

A baixa na producédo de vitamina D nos individuos com LLC atipica relacionou-se
com a delecdo no p53, associando-se a um pior prognéstico. Estudos com
suplementacdo dessa vitamina nos portadores dessa delecdo precisam ser

realizados para confirmar o beneficio da sua utilizacéo.
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7. MANUSCRITO 3

ESTUDO DOS GENES DA FAMILIA NTRK EM CELULAS DE PACIENTES
COM LLC ATIPICAS

7.1. INTRODUCAO

Dentre as neoplasias linfoides a leucemia linféide cronica (LLC) € a mais
frequente nos paises ocidentais, correspondendo a cerca de 30% das leucemias do
adulto e 25% dos linfomas ndo-Hodgkin (LNH) (HALLEK et al, 2010).

A LLC caracteriza-se pela proliferacdo e acumulo de pequenas células B
maduras, CD5 positivo, no sangue, medula 6ssea, linfonodos e baco, que se
rompem facilmente(ROZMAN, 1995). Estudos recentes mostram que eventos
leucogénicos primarios ocorrem na célula tronco hematopoiética, levando a
alteracdes gendmicas especificas causando delecbes em genes de micro-RNA e
aumentando a resisténcia das células B a apoptose (CALIN, 2002;
CHIORAZZI,2005;HALLEK, 2015; KIKUSHIGE, 2011). As alteragdes cromossémicas
mais comuns na LLC sao:trissomia do cromossomo 12 (+12) e translocacdo ou
delecéo do braco longo do cromossomo 13 (t/del(13q)) que séo caracterizadas como
um curso benigno da doenga(CALIN, 2002).

Delecdo do braco longo do cromossomo 6 (del(6q)), alteragcdes envolvendo o
braco longo do cromossomoll, na banda q22-23 (11922-23), translocacéo do braco
longo do cromossomol4 (t(14q)) e delecdo do braco curto do cromossomol?
(del(17p)), perfazem cerca de 60% das alteracbes (HALLEKet al, 1997,
JULIUSSONet al, 1998).

Pacientes com anormalidades cromossOGmicas tém sobrevida menor que
agueles com cariétipo normal, que respondem significativamente melhor a
quimioterapia (HAN et al, 1988). Estudo de novos marcadores ou de alteragdes
cromossOmicas sdo importantes para ampliar o entendimento dessa doenca,
promover novas abordagens terapéuticas e diminuir a liberacdo de laudos de LLC
atipica. Que Apesar de todo um conjunto de marcadores moleculares ainda é
frequente a saida de laudos inconclusivos. Isso ocorre, principalmente devido a

resultados limitrofes na imunofenotipagem. Estudos de Costa-Silva et. al (dados
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ainda ndo publicados), verificou que ao analisar 2049 diagnosticos de diferentes
doencas hematolégicas em um centro de referéncia em Salvador 22% desses
pacientes tinham o diagnostico para LLC, desse resultado 8% correspondia a LLC
atipica. Logo torna-se promissor o estudo da familia NTRK.

NTRK s&o receptores tirosina quinase neurotréficos. E uma familia de
receptores transmembrénicos composta por trés elementos (NTRK1, NTRK2 e
NTRK3) que séo proto-oncogénicos. Esses receptores quando ligam-se a fatores de
crescimento chamados de neurofinas promovem a sobrevivéncia e a diferenciacao
das células neuronais (BARBACID, 1994; MARCHETT, 2008; NILSSON et al, 2009).
As neurofinas sdo Fator de Crescimento de Nervo (NGF); Fator Neurotréfico
Derivado do Cérebro (BDNF); Neurotrofina3 (NT-3) e Neurotrofina 4 (NT-4)
(BERKEMEIER, 1991; HOHN, 1990; IP, 1992; LEIBROCK, 1989; LEVI-
MONTALCINI, 1996; MAISONPIERRE, 1990; NILSSON, 2009; ROSENTAL, 1990).

O NTRK1 esta localizado no cromossomo 1 é ativado por NGF e NT-3. O
NTRK 2 estd no cromossomo 9 ¢é ativado pelo BDNF, NT-3 e NT-4. NTK3 esta no
cromossomo 15 sendo ativado pelo NT-3 (SEGAL, 2003).

O NTRK pode disparar um importante papel na tumorogenese e progressao
do tumor (MARCHETTI, 2008). Tem sido mostrado que a super-expressao de
neurotrofina ou seus receptores € um evento comum em diferentes doencas
neoplasicas. Alteracdes em NTRK pode representar um importante alvo para drogas
inibidoras desse receptor (MARCHETTI, 2008; MIKNYOCZKI, 1999, YANG, 2005).

Alteracbes génicas na familia NTRK estdo associadas a varios tipos de
canceres como pulmao, tiréide, colo retal, mama, prostata, pancreas, rins, glandula
salivares, trato urinario, neuroblastoma, tecido hematopoiético, linféide e sistema
nervoso central, (BARDELLI, 2003; DAVIES, 2005; MARCHETTI, 2008; STEPHENS,
2005, WOOD, 2006).

Transloca¢des cromossOmicas resultando na fusdo de genes com mudancas
na atividade sao fundamentais na génese da leucemia (KRALIK et al, 2011). Logo o
estudo da familia NTRK em pacientes com LLC atipica torna-se importante, podendo
verificar assim se esses pacientes possuem essa alteracdo o que poderia direciona-

lo para outra abordagem terapéutica.
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7.2 MATERIAIS E METODOS

7.2.1. Desenho e Confeccdo das Sondas

As sondas para a familia NTRK foram obtidas apds estudo de toda a estrutura
dos receptores, dos cromossomos e da regido onde eles estdo localizados. Para
auxiliar a confeccdo dos desenhos das sondas utilizou-se o0 sitio

http://www.ensembl.org. Apds a confeccdo dos desenhos das sondas, esses foram

enviados para a empresa CHORI (Oakland, CA) .

ApoOs o envio dos desenhos as BACs foram obtidas da empresa CHORI
juntamente com os primers para o teste de reacdo em cadeia de polimerase (PCR)
para a confirmacao da sequéncia de interesse. Logo apés a chegada as bacs foram
colocadas em meio de cultura Luria-Bertani (LB) contendo 12,5 ug/mL de
cloranfenicol. Apds 24 h de incubacéo sob agitacdo o meio de cultura contendo as
BAC foi semeado em meio sélido para obtencéo de colbnias Unicas. Cada colénia
obtida foi colocada em tubos diferentes contento 3mL de meio de cultura LB com
antibiotico, ficando sob agitacdo por 24 h a 37°C. Apds esse tempo foi coletado 1 mL

para realizacdo do PCR a fim de verificar se a sequéncia da BAC estava correta.

Apoés a confirmacéo, foi extraido o DNA da cultura restante utilizando o KIT
QIAamp DNA Mini da Qiagen (Cat# 51306). Para a amplificacdo do genoma da bac
utilizou-se o KIT REPLI-g Midi da Qiagen (Cat# 150045). Ap6s a amplificacédo
coletou-se uma aliquota de 1ug de DNA amplificado de cada BAC para a marcacao
com a fluorescéncia vermelha toda a BAC com regido 3’ tanto para a BAC contendo
0 gene do NTRK2 quanto NTRK3, e fluorescéncia verde foi conjugada na BAC
contendo a regido 5 de NTRK2 e NTRK3. Para isso utilizou-se o kit Vysis Nick
translatation da Abbott Molecular.

7.2.2. Validacao

Ap0s a sonda pronta realizou-se a validagcdo para confirmacdo da
funcionalidade da sonda, através de um mapeamento cromossomal, utilizando-se o

FISH (Hibridizacdo Fluorescente in situ) em uma linhagem celular com cariotipo


http://www.ensembl.org/
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normal. Realizou-se o FISH em uma linhagem celular com células em interfase e em
metéfase. De acordo com o protocolo, fixou-se o material celular, utilizou-se 150 ng
da sonda verde e da sonda vermelha, desnaturou a 80°C por 5 min e encubou-se
em camara umida a 37°C por 72 h no escuro. Apds esse tempo analisou-se ao
microscépio e verificou-se em qual cromossomo estava ocorrendo a ligacdo e
quantos sinais estavam aparecendo. Apoés validacdo das sondas foi realizado o

FISH nos pacientes com LLC atipica.

7.2.3. FISH com Sondas da Familia NTRK em Pacientes com LLC Atipica

7.2.3.1. Preparacéo para a Realizag&o do FISH

Para a realizacdo do FISH seguiu-se o protocolo estabelecido no Laboratorio
de Imunologia da Universidade Federal da Bahia .As amostras de sangue periférico
dos 22 individuos participantes do estudo foram coletadas em tubo estéril tipo vacuo
tendo como anticoagulante heparina, sendo que, 16 portadores de LLC atipica e 6
individuos controle negativo sem a presenca de nenhuma doenca onco-
hematoldgica, apos a coleta 1 ml de sangue foi colocado em 5mL meio de cultura
RPMI com 10% de soro fetal bovino e incubado em estufa de CO,a 37°C por 48h em
posicao inclinada para aumento da area de superficie. Apos o tempo o material foi
centrifugado a 4000rpm por 4min, entdo desprezou-se o sobrenadante e colocou no
tubo 3ml de solucéo salina de KCL a 0,006 % em banho-maria a 37°C por 12min
com o objetivo de lisar as heméacias. ApGs o tempo interrompeu-se a rea¢cao com
500 uL da solucao de Carnoy modificado (3 partes de metanol para 1 parte de acido
acético), sendo entdo homogeneizado vigorosamente e logo em seguida
centrifugado sob a mesma rotacdo e tempo. Descartou-se o sobrenadante e
adicionou-se 4 ml de solugdo de carnoy, Homogeneizou-se vigorosamente e
procedeu a centrifugacédo. Essa etapa foi repetida mais 4 vezes a fim de se obter

somente os nucleos das células.



98

7.2.3.2. Fixac&o dos Nucleos na Lamina

ApOs o processo de obtencdo dos nucleos o material foi fixado em lamina
previamente lavada em alcool a 70°. Foi colocado 4uL de solucdo contendo o0s
nacleos no centro da lamina. Apds esse processo a lamina foi envelhecida por 24h e
camara contendo silica, para completa desidratacéo.

7.2.3.3. Hibridacéao

O processo de hibridacdo com as sondas foi realizado com as sondas para
familia NTRK. Foi feito teste para NTRK1, 2 e 3. Em laminas limpas e lavadas com
alcool & 70 foi adicionado e fixado o material de cada paciente, sendo que, cada
paciente inclusive o controle possuiam trés laminas. Apdés o envelhecimento foi
realizado o FISH. Selecionou-se uma area que tivesse uma boa distribuicdo de
ndcleos, colocou-se 150 ng da sonda marcada em verde e da marcada em vermelho
e cobriu com uma laminula de 12mm? passou-se cola ao redor para garantir uma
maior vedacao. Apds a secagem colocou-se a lamina em estufa a 80°C por 5minutos
para que ocorresse a desnaturacdo, sendo logo em seguida colocada em camara

umida a 37°C por 48h. Todo esse processo foi ao abrigo da luz.

7.2.3.4. Pés hibridizacao

Apés o tempo de incubagdo em estufa descartou-se a laminula e promoveu-se a
lavagem da lamina em 0,4xSSC a 72°C por 2 minutos, logo em seguida colocou-se a
lamina em 2XSSC com 0,05% Tween20para finalizacdo da lavagem. Entdo colocou-
se a lamina para escorrer o excesso de liquido ao abrigo da luz. Com a lamina ainda
Uumida realizou-se a montagem com 10ul de 4’, 6-diamidino-2-phenylindole (DAPI)
(0.3pug/ml in Vectashield Mounting Medium, Vector Laboratories), cobertas com nova

laminula e analisadas em microscopio de fluorescéncia
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7.3. RESULTADOS E DISCUSSAO
7.3.1. Desenho das Sondas NTRK

Com base no estudo da literatura se obteve os desenhos da sonda para
NTRK2 e NTRK3, pois o desenho para a sonda NTRK1 ja tinha sido obtida por
colaboracdo com a Universidade do Colorado. Na figura 1 observa-se que para a
sonda de NTRK2 temos duas possibilidades de arranjo ou por inversdéo ou por
translocacdo e as BACs utilizadas foram RP11-142B11 para a regido 5 conjugada

com verde possuindo aproximadamente 177 KB, ja para a regido 3" utilizou-se a

NTRK?2 -Desenho da regido de quebra da sonda
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BAC CTD-3027K15 com aproximadamente 234KB marcada com vermelho.

Figural: Desenho esquematico da sonda NTRK2 com as possiveis regibes de quebra - linha
tracejada em vermelho. Regido do dominio cinase linha tracejada em azul. Regido 5'da sonda

marcada em linha verde (BAC RP11-142B11) e regido 3 "marcada em vermelho (BAC CTD-
3027K15).
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Na figura 2 observa-se que para a sonda de NTRK3 temos a possibilidade da
ocorréncia de uma translocagéo e as BACs utilizadas foram CTD-2573H21 para a
regido 5 conjugada com verde possuindo aproximadamente 203 KB, ja para a
regido 3 utilizou-se a BAC RP11-336D02 com aproximadamente 176KB marcada

com vermelho.

NTRK3 - Desenho da regido de quebra da sonda
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Figura 2: Desenho esquematico da sonda NTRK3 com a possivel regido de quebra - linha tracejada
em vermelho. Regido do dominio cinase linha tracejada em azul. Regido 5°da sonda marcada em
linha verde (BAC CTD-2573H21) e regido 3 ‘'marcada em vermelho (BAC RP11-336D02)
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Na validagéo para NTRK 2 e NTRK 3 verificou-se que as sondas desenhadas e
desenvolvidas foram capazes de identificar seus cromossomos especificos, tanto no
ndcleo interfasico quanto metafasico. Para NTRK 2 reconheceu-se o cromossomo 9

(Fig. 3), e na validacdo do NTRK3 o cromossomo 15 (Fig. 4)

Figura 3: Imagem da validacdo para NTRK 2. a) Reconhecimento do cromossomo 9 pela sonda no
ndcleo em metafase. Cromossomos azuis devido ao DAPI. b) Reconhecimento cromossdémico no
nacleo em interfase. A imagem foi adquirida em microscopio Olympus BX 51 com software Lucia
cytogenetics Version 2,5

Figura 4: Imagem da validagdo para NTRK 3. a) Reconhecimento do cromossomo 15 pela sonda no
ndcleo em metafase. Cromossomos azuis devido ao DAPI. b) Reconhecimento cromossémico no
nacleo em interfase. A imagem foi adquirida em microscépio Olympus BX 51 com software Lucia
cytogenetics Version 2,5.
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7.3.2. FISH para Familia NTRK

Quando se realizou o FISH para NTRK 1 na amostra de pacientes com LLC
atipica verificou-se que do total de atipicos aproximadamente 12% possuiam mais
de 25% dos nucleos apresentando separacdo nos sinais verde — vermelho o que
pode caracterizar uma possivel positividade para uma aberracdo cromossdmica
atingindo o cromossomo 1 (Fig. 6). Ndo ha na literatura a correlacdo de LLC com
alteracdes no NTRK1. Esse resultado mostra que as alteragcdes no NTRK 1 podem
também auxiliar no desencadeamento da LLC, abrindo possibilidades para

alternativas de tratamento para individuos que possuam essa alteracéao.

Figura 5: Imagem do resultado do controle negativo para o FISH em NTRK1 em nlcleos de
individuos controles. Visualiza-se 0s nucleos corados em azul devido ao DAPI ea juncdo dos sinais
verde e vermelho, que em alguns sinais apresentam-se em tom amarelo.A imagem foi adquirida em
microscépio Olympus BX 51 com software Lucia cytogenetics Version 2,5.
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Figura 6: Imagem do resultado positivo para o FISH em NTRK1 em nucleos de paciente com LLC
atipica. visualiza-se a separacdo dos sinais verde e vermelho nos nucleos que estdo em uma
coloragdo azulada devido ao DAPIL.A imagem foi adquirida em microscopio Olympus BX 51 com
software Lucia cytogenetics Version 2,5.

Na analise do NTRK2 nenhuma das amostras analisadas apresentaram alteracéo

na regido cromossomica do gene (Fig. 7).

Figura 7: Imagem do resultado do controle negativo para o FISH em NTRK em nucleos de paciente
com LLC atipica. Visualiza-se os nucleos corados em azul devido ao DAPI e a juncdo dos sinais
verde e vermelho, que em alguns sinais apresentam-se em tom amarelo. A imagem foi adquirida em
microscépio Olympus BX 51 com software Lucia cytogenetics Version 2,5.
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Quando se realizou o FISH nos pacientes com LLC atipica para verificar possiveis
alteracées na regido do NTRKS3, observou-se que aproximadamente 12% dos
pacientes apresentaram translocacdo cromossdmica, pois no estudo dos nucleos foi
encontrado mais de 25% das células apresentando a separacdo do verde e
vermelho (Fig. 9). Na literatura descreve a presenca de alteragbes em NTRK3
translocado com ETV6 em um paciente com Leucemia Mieldide Aguda (KRALIK et
al, 2011). Kin et al. (2013) evidéncia que ha uma maior expressdo do NTRK3 em
pacientes com LLC quando comparados com individuos sadios o que pode

promover uma maior sobrevivéncia das células leucémicas.

Figura 8: Imagem do resultado do controle negativo para o FISH em NTRK3 em nucleos deindividuos
controle. Visualiza-se os nucleos corados em azul devido ao DAPI ea juncdo dos sinais verde e
vermelho, que em alguns sinais apresentam-se em tom amarelo. A imagem foi adquirida em
microscopio Olympus BX 51 com software Lucia cytogenetics Version 2,5.
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Figura 9: Imagem do resultado positivo para o FISH em NTRK3 em nucleos de paciente com LLC
atipica. Visualiza-se a separacdo dos sinais verde e vermelho nos ndcleos que estdo em uma
colorac@o azulada devido ao DAPI. A imagem foi adquirida em microscépio Olympus BX 51 com
software Lucia cytogenetics Version 2,5.
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7.4.CONCLUSAO

Nossos estudos demonstraram a presenca de alteracbes no gene NTRK1 e
NTRK3 em 12% dos pacientes com LLC atipica. Isso € importante, pois ajuda a
ampliar o entendimento dessa doenca e possibilitar ao paciente que a possui, uma
outra conduta terapéutica como a utilizacdo de inibidores que tem como alvo

elementos da familia NTRK.

O estudo mostra também que essas aberragcdes cromossdmicas participam de
outros eventos neoplasicos, podendo estar presente em uma parte significativa dos
individuos afetados por outras leucemias. A pesquisa de novas alteracfes
cromossOmicas e de alvos terapéuticos sdo importante devido principalmente ao
crescimento do envelhecimento da populacao, resultando em aumento também do

nimero de pessoas que apresentam a LLC.

Entretanto, mais estudos sdo necessérios para a confirmagdo e o entendimento

desses dados.
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CONSIDERACOES FINAIS

v" Os hormoénios sexuais femininos podem ser fator protetor contra as doencas
onco-hematolégicas.

v E grande a liberacdo de laudos inconclusivos para LLC e o FISH mostrou-se
fundamental para a resolucdo desses casos , alem de ser capaz de detectar

multiplas aberracdes cromossémicas.

v IL-17 mostrou-se um possivel marcador da evolucao da doenca.

v" A producao associada das citocinas TNF e IFN-y, aparentemente mostrou-se

de pior progndstico.

v" A baixa producao de vitamina D pode estar associada a uma pior evolucao

da doenca.

v Verificou-se a presenca de alteragbes na familia NTRK, principalmente
NTRK1 e NTRK3, perfazendo um total de 24%.

v" O individuou que possuia a trissomia do cromossomo 12 disparou a producéo
de todas as citocinas estudadas no trabalho, e apresentava alteragdo no
NTRK 1 e no NTRK 3.

v E necesséria a criacdo a de politicas publicas para a promogdo de uma
melhor qualidade de vida para a populacdo de terceira idade que tenha como
objetivo a prevencdo e/ou deteccdo precoce das doengas onco-

hematolégicas comuns da idade.

v' Mais estudos das aberracbes cromossdmicas e do comportamento
imunolégico dos individuos com doencas onco-hematologicas tornam-se
importante pois podera garantir aos pacientes abordagens terapéuticas mais

eficazes, quando possivel.
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