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Resumo

A Leucemia Linfoblastica Aguda (LLA) € uma neoplasia maligna que
afeta a linhagem progenitora de linfocitos e carece de marcadores laboratoriais
para melhor estratificagdo progndstica. A familia PDLIM é uma familia de
proteinas de andaime (scaffold proteins) com os dominios PDZ e LIM em sua
estrutura e é composta por seis membros no genoma humano, sendo estes
PDLIM1, PDLIM2, PDLIM3, PDLIM4, PDLIM5 e PDLIM7. Existem evidéncias
da relacdo entre os membros dessa familia e alguns tipos de canceres sélidos
e hematologicos da linhagem mieloide. Por isso, neste trabalho o objetivo foi
comparar o padrdo de expressdo dos membros dessa familia em células
obtidas da medula 6ssea (MO) de individuos saudaveis e em amostras de
individuos subdivididos em oito tipos de LLA. Além disso, discutir o possivel
papel da familia PDLIM na fisiopatologia dessa doenca. Interessantemente, os
pacientes com LLA apresentam expressdo reduzida dos genes PDLIM1,
PDLIM4 e PDLIM5. Nao encontramos diferenca de expressdo dos genes
PDLIM2, PDLIM3 e PDLIM7 entre as amostras leucémicas e controle.
Importante destacar que para alguns tipos de cancer existem apontamentos
para uma possivel funcdo de PDLIM como gene supressor tumoral.
Acreditamos que essa funcdo possa ocorrer também na LLA e destacamos que
a LLA1(1:19) é o subtipo leucémico que mais sofre influéncia da familia PDLIM,
tendo em vista que todos os genes analisados (excecdo de PDLIM 7) estao
com expressao reduzida nesses pacientes. Mais estudos sdo necessarios para
validar nossa analise e descrever funcionalmente o papel dessa familia na LLA.
Palavras-chave: Leucemia; Leucemia Linfoblastica Aguda; PDLIM; PDZ; LIM;

Hematologia; Oncologia.
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Introducéo
1.1Leucemia Linfoblastica Aguda (LLA)
1.1.1 Conceito, Classificagao e Fisiopatologia

As leucemias sdo um grupo de doencas proliferativas que afetam células
leucécitarias. Nessas patologias, alteracdes nos processos de divisdo e morte
celular podem ocorrer tanto na linhagem mieloide, quanto na linhagem linfoide.
As células em multiplicacdo podem invadir, se instalar e se propagar em outros
orgdos e tecidos, como a prépria medula 6ssea (MO), ou sitios nado
hematogénicos, como rins, meninges, trato gastrointestinal e pele. Apesar das
alteracbes laboratoriais demonstrarem leucocitose, essas células ndo sao
funcionais como as normais, tornando as pessoas acometidas mais suscetiveis
a processos infecciosos (Arber et al., 2016).

A leucemia linfoblastica é uma neoplasia maligna que afeta a linhagem
progenitora de linfécitos (Mansouri et al., 2020). O termo “aguda” é utilizado
para diferencia-la da Leucemia Linfoide Crénica (LLC). A diferenca entre as
duas se encontra na classificacdo, pois na Leucemia Linfoblastica Aguda (LLA)
encontram-se predominantemente células imaturas (blastos), havendo
contagens dessas células acima de 20% tanto na MO, quanto no sangue
periférico (Zago et al., 2014). Ao contréario, na LLC existe maior proliferacéo de
células maduras (Hoffbrand et al., 2013). A LLA é denominada de acordo com
as células afetadas, podendo ser LLA-T ou LLA-B (Zago et al., 2014). Existem
diversas alteragcbes genéticas que podem afetar precursores linfoides
diferentes, o que leva a manifestacao de diferentes tipos de leucemias agudas.

Além da classificacéo pelos tipos LLA-B e LLA-T, h&a as subclassificacdes

das LLA do tipo B, de acordo com as alteracdes genéticas que envolvem a



patogénese da doenca. Tal subclassificagcéo foi estabelecida pela Organizagéao
Mundial da Saude (OMS) em 2016, com a finalidade de orientar os profissionais
da saude em relagdo ao prognostico da doenca e também quanto ao melhor
protocolo de tratamento para cada caso (Arber et al., 2016). Na tabela 1 esta
disposta a classificacdo da LLA de acordo com a OMS (2016).

Tabela 1 — Classificagdo das Leucemias Linfoblasticas Agudas segunda
OMS (2016).

LLA-B

LLA-B com anormalidades genéticas recorrentes

LLA-B com t(9;22)(q34.1;911.2);BCR-ABL1

LLA-B com t(v;11923.3);KMT2A rearranjado

LLA-B com t(12;21)(p13.2;q22.1); ETV6-RUNX1

LLA-B Hiperdiploide

LLA-B Hipodiploide

LLA-B com t(5;14)(q31.1;932.3) IL3-IGH

LLA-B com t(1;19)(q23;p13.3); TCF3-PBX1

Provisional Entity: LLA-B BCR-ABL1-like

Provisional Entity: LLA-B com iIAMP21

LLA-T

Provisional Entity: Early T-cell precursor lymphoblastic
leukemia

Provisional Entity: Natural killer (NK) cell lymphoblastic

leucemia/lymphoma

1.2 Epidemiologiada LLA



10

A LLA é uma doencga que afeta majoritariamente pessoas abaixo dos 20
anos de idade. Nos Estados Unidos, sao diagnosticados cerca de 6.000 casos
anualmente, sendo aproximadamente metade em criancas e jovens. A LLA é
considerada o cancer mais comum entre jovens e também a principal causa de
morte relacionada ao cancer nas duas primeiras décadas de vida. Apesar de
haver uma incidéncia maior entre brancos (Hunger & Mullighan, 2015; Linabery
& Ross, 2008), os indices de recaida em afro-americanos se mostram maiores
do que em outras etnias. Isso se d& pelo fato de que criancas afro-americanas
apresentam varias caracteristicas que indicam um progndéstico adverso, como
imunofendtipo de células T desfavoraveis, translocacdes 1;19 com fusdo E2A-
PBX1 e altas contagens de leucdcitos pela demora no diagnostico (Burke &
Thummel, 2019). Outro grupo que também se encontra com um maior risco
epidemioldgico para desenvolver LLA, é o grupo dos portadores da trissomia
do cromossomo 21, a “Sindrome de Down”. Apesar da LLA nao ser o tipo de
neoplasia mais prevalente nessa parcela da populacdo, a taxa ainda é
significantemente maior do que na populacdo saudavel em geral (Zago et al.,
2014).

No Brasil sdo esperados para 0s proximos trés anos (2020-2022), cerca de
10.820 novos casos de leucemias diagnosticados, sendo destes, 5.920 em
pessoas do sexo masculino e 4.890 em pessoas do sexo feminino. Estes
valores indicam que ha uma taxa de risco de 5,67 a cada 100 mil homens e
4,56 a cada 100 mil mulheres (Instituto Nacional de Céancer José Alencar
Gomes da Silva & Ministério da Saude, 2019). A incidéncia por sexo e regiao

do Brasil pode ser visualizada na tabela 2.
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Tabela 2 — Estimativa de novos casos de leucemia no Brasil entre 2020 e

2022 por regido. Os valores representam o nimero de casos para cada 100 mil

individuos.
Regido Homens Mulheres
Norte 4,45 3,55
Nordeste 5,02 4,06
Centro-oeste 4,29 3,85
Sudeste 5,70 4,15
Sul 8,34 7,76

Fonte: INCA, 2019.

De acordo com um estudo do INCA e do Ministério da Saude em 2019, as
leucemias correspondem aos 5 tipos mais frequentes de cancer em algumas
regides do pais. Ainda que sejam escassas as compilacbes de dados
especificos sobre a distribuicio da LLA no Brasil, com base nesse
levantamento, € possivel inferir que o pais ndo possui um perfil epidemiologico
muito distinto de outros paises.

Mesmo que possa ser considerada uma doencga relativamente comum, as
taxas de cura da LLA vém aumentando ao longo dos ultimos anos. Um estudo
europeu mostrou que em sessenta anos a taxa de sobrevivéncia de pacientes
com LLA cresceu de 1,2% para 90,7%, enquanto a taxa de reincidéncia

diminuiu de 98,8% para 9,9% (DEMIDOWICZ et al., 2019).
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1.3 Diagnéstico da LLA

As manifestacBes clinicas primarias costumam ser compativeis com a
fisiopatologia da doenca. Devido a alta proliferacdo celular, ha diminuigdo do
espaco medular para producéo de outros tipos celulares. Como consequéncia,
€ muito comum que 0s pacientes com LLA apresentem no hemograma, anemia
e trombocitopenia de graus variados, a depender do estadiamento da doenca.
Também é comum gue ocorram sucessivas infeccdes em um pequeno espaco
de tempo, ocasionadas pelo mau funcionamento do sistema imunitario, mesmo
com o numero de células acima do estabelecido como normal (Hoffbrand et al.,
2013).

No exame fisico, é possivel determinar hepato, linfonodo e
esplenomegalias oriundas do acumulo de células neoplasicas nesses locais.
Em criancas, os pais geralmente relatam prostracéo e letargia, que tém relagéo
intima com o desenvolvimento da anemia. Além disso, também é comum o
aparecimento de equimoses, sangramentos gengivais e petéquias, que
sugerem a trombocitopenia. A febre persistente € outro achado clinico
importante, entretanto, ela pode ser causada pelas infec¢des pré-existentes ou
pela producdo excessiva de citocinas e interleucinas tanto das células
saudaveis, quanto das células cancerosas. Cerca de 5% dos pacientes podem
apresentar infiltragbes celulares no sistema nervoso central, mas poucos
apresentam sinais clinicos de aumento da presséao intracraniana. Em meninos,
cerca de 1% também pode apresentar envolvimento testicular uni ou bilateral.
E importante ressaltar que esses sinais e sintomas indicam apenas a presenca

da leucemia, ndo havendo um diagnadstico clinico diferencial entre a LMA e a
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LLA, por isso, faz-se necessario o uso de técnicas laboratoriais para confirmar
a hipétese. (Zago et al., 2014)

Nos achados laboratoriais, € comum o0 aparecimento de anemias
normociticas normocrémicas, jA que este quadro € causado pela falta de
espaco na MO para producdo de eritrocitos e ndo necessariamente por um
defeito estrutural das células. Quanto as células brancas, estas podem se
mostrar em contagem baixa, normal ou alta, chegando a niveis de 200.000
células/uL em quadros mais graves. Em andlise microscépica, a distensao
sanguinea também costuma apresentar blastos em quantidade variavel
(Hoffbrand et al., 2013; McPherson & Pincus, 2011).

Na bioquimica do sangue periférico também €& possivel encontrar niveis
elevados da enzima desidrogenase latica e do acido urico. Ambos indicadores
metabdlicos, fornecem a informacao de que ha intenso processo de destruicao
e regeneracao celular ocorrendo naquele organismo. Pode haver também
aumento da proteina C reativa, indicando um processo inflamatério crénico ndo
especifico. Apesar disso, outros marcadores metabdlicos raramente se
mostram significantemente alterados. Em alguns raros casos de LLA-T, é
possivel detectar sinais de coagulopatias ocasionadas pela presenca de
material procoagulante na célula neoplasica que pode se intensificar com o
desenvolvimento de linfocitoses mais agudas (Zago et al., 2014).

A pungao medular também é fundamental na elucidag&o do diagnéstico
do paciente com suspeita de LLA. Geralmente, ela apresenta hipercelularidade
ou hiperplasia de blastos, com contagens acima de 20%, ndo respeitando a
proporcao considerada normal de células (figura 1). Ainda que o hemograma,

a distencdo sanguinea e o mielograma sejam ferramentas muito Uteis no
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rastreio e na triagem da doencga, mesmo juntos, ndo fecham o diagndstico da
LLA. Para definir a LLA e seus subtipos, hoje existem testes imunofenotipicos,
citoquimicos e genéticos que garantem um diagndstico mais preciso e, por
consequéncia, uma conduta médica mais adequada para cada paciente

(McPherson & Pincus, 2011; Silva et al., 2016).

Medula dssea

I
I ]

Tecido hematopoiético | |Tecido adiposo

50% 50%
[
[ |
Precursores Precursores Qutras células
mieloides eritroides (blastos, plasmécitos
(60-70%) (20-30%) e linfocitos [< 10%))

Figura 1 - Proporcao de células em uma medula éssea saudavel (Silva
et al., 2016).

A imunofenotipagem € uma técnica que vem ganhando cada vez mais
importancia dentro de laboratérios de andlises clinicas, principalmente nos
setores de hematologia. Essa técnica auxilia a detectar tipos especificos de
células com boa precisédo e exatiddo. Anticorpos monoclonais sao conjugados
a agentes fluorescentes e séo ligados a antigenos especificos na superficie
celular. Essa reacdo consegue ser analisada pelo citbmetro de fluxo, que pelo
tamanho das células e a conjugacdo com o0s anticorpos, consegue diferencia-
las umas das outras. Esse ensaio se popularizou apos a disseminacgéo do virus
HIV, ja que € necessario realizar contagens precisas de linfocitos T CD4+ e
CD8+. Hoje, o exame consegue diferenciar células de linhagem mielocitica da
linhagem linfocitica, além de subtipos das células de cada linhagem. Ter essa
definicdo é importante ndo somente para o diagnostico, mas cada expressao

de células leucémicas costuma ter relacdo com a sindrome clinica apresentada
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pelo paciente e também interfere diretamente no progndstico e no tratamento
do paciente(Silva et al., 2016). A técnica é padronizada pelo British Committee
for Standards in Haematology e o European Group for the Immunological
Characterization of Leukaemias (EGIL). As entidades preconizam o uso de
testes preliminares para diferenciagdo dos grandes grupos celulares e,
posteriormente, testes mais especificos e complementares para o fechamento
do diagndstico (tabela 3).

Tabela 3 — Imunofenotipagem preliminar e complementar proposta pelo EGIL
e British Committee for Standards in Haematology

Preliminar Complementar

Linfoide B CD10, CD19, CDs5, CD10, CD11c, CD22, CD23, CD25, CD38,
CD20 Ccd79a, CD103, FMC7, cyBcl-2, IgMc, KAPPA e
LAMBDA

Linfoide T CD2, CD3, CD1a, cCD3, CD4, CD5, CD8, CD45, CD45RA,

CD7 CD45RO, TCRaB, TCRYd
NK CD3, CD16, CD11b, CD38, CD57, TCRap, TCRYd
CD56
Ativadas N&o ha CD25, CD38, HLA-DR

Mieloide CD13, CD33, CD11lb, CD14, CD15, CD36, CD38, CD41,
cMPO CD56, CD61, CD64, GPA
Células CD34 CD117, nTdT, CD133
precursoras
Adaptado de (Silva et al., 2016).
A andlise citogenética e a genética molecular sdo exames fundamentais

nao somente para concluir o diagnéstico, mas também porque sao bons
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indicadores do prognéstico do paciente. Os exames consistem em verificar a
guantidade de cromossomos nas células tumorais (ploidia) e (ou) alteractes
estruturais em nos cromossomos das células neoplasicas. Existem diferentes
alteracbes quantitativas e qualitativas, e sua recorréncia é diferente em
lactentes, criangas e adultos. Isso também tem intima relagdo com o
prognostico mais frequente em cada uma dessas faixas etérias (Hoffbrand et
al., 2013). O exame de cariétipo € um dos mais comuns para essa finalidade.
A técnica consiste, de maneira resumida, em impedir com que as células
prossigam além da metafase durante a realizacdo da mitose (figura 2). Dessa
forma, o fuso mitético € impedido de concluir o processo de separa¢do das
cromatides irmads. Como estao no estagio de condensag¢do maxima, torna-se
mais facil visualizar os cromossomos e detectar alteracdes constitucionais e
numéricas nos mesmos. Apesar de ser considerado um exame demorado para
fechamento do diagnostico de doencas agudas, como a LLA, o exame ainda
possui valor significativo na determinacao do prognéstico e do tratamento a ser
adotado (Silva et al., 2016). No resultado, células que apresentam hiperploidia
(> 50 cromossomos) costumam ter bom progndstico, enquanto células que
apresentam hipoploidia (< 44 cromossomos) geralmente significam

prognasticos ruins (Hoffbrand et al., 2013).
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Figura 2 — Esquema da técnica utilizada exame de cariotipico.
Adaptado de (Silva et al., 2016).

Uma outra técnica molecular que tem se tornado essencial no
diagnéstico das leucemias é o FISH (Fluorescence in situ hibridization). O
exame consiste no uso de sondas, que sao sequéncias conhecidas de
nucleotideos. Essas sequéncias sdo complementares aos cromossomos em
investigacao. A revelacédo é realizada através do emprego de fluorocromos que
se ligam a essas sondas e, posteriormente, observada por microscopia de
fluorescéncia (Silva et al.,, 2016). O teste consegue ser mais sensivel a
alteracdes geneéticas, como a fusdo dos genes BCR-ABL1 ou outras
anormalidades genéticas que poderiam apresentar resultados falsos-negativos

na citogenética convencional (Hoffbrand et al., 2013).
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Novas técnicas para definicdo do diagndstico e do prognostico das
leucemias vém sendo desenvolvidas para tentar tornar o diagndstico mais
acessivel, mais rapido, mais especifico e mais sensivel (DEMIDOWICZ et al.,
2019). Técnicas como o uso de micro RNAs (miRNA) vém sendo desenvolvidas
com a finalidade de aperfeicoar o diagnostico das leucemias. Atualmente,
existem pesquisas voltadas para o uso de miRNAs no diagnéstico diferencial
entre LLA-T e LLA-B, visto que os métodos usados atualmente ndo permitem
uma separagdo adequada na linhagem linfocitaria em investigagdo. Contudo,
apesar de se mostrarem promissoras, ainda ndo sdo adotadas pelas
sociedades cientificas (Sabarimurugan et al., 2019).

Dessa forma, se mostram necessdrias as pesquisas voltadas para a
descoberta de novos marcadores estruturais, bioquimicos, genéticos ou
fisioldgicos que possam servir ao diagnostico ou prognostico da LLA e seus
subtipos.

1.4 Tratamento da LLA

A oncologia clinica deu passos muito importantes nos ultimos cinquenta
anos. Doencgas antes consideradas inevitavelmente fatais, como cancer
testicular, linfomas e leucemias, agora possuem tratamento farmacolégico e um
indice de cura considerado alto. Embora o tratamento farmacolégico da maioria
dos canceres seja eficiente, ele pode ser longo (de dois a cinco anos),
dispendioso financeiramente e possuem janela terapéutica muito estreita.
Sintomas como nauseas, dores, distarbios do sono e transtornos psiquiatricos
como a depressdo sdo muito comuns durante a realizacdo da maior parte do
tratamento em muitos pacientes. Atualmente, as terapias anticancerigenas

consistem atacar, de forma especifica, estruturas presentes nas células
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tumorais e vias bioquimicas exclusivas dessas mesmas células. Ainda existem
poucos farmacos disponiveis que também ndo afetem células saudaveis, mas
as pesquisas que estédo sendo feitas se guiam para uma terapéutica cada vez
mais segura e livre de efeitos adversos em seus usuarios. Dessa forma, faz-se
necessario o conhecimento profundo da farmacodinamica e farmacocinética
clinica dos agentes quimioterapicos para um uso racional e seguro em seres
humanos (Brunton et al., 2012; Rodgers et al., 2019).

O tratamento da LLA, abrange os periodos de inducao, consolidacéo e
manutencdo com o uso de diferentes mecanismos de acdo. O tempo total da
terapéutica quimioterapica costuma durar entre dois anos e meio a trés anos
antes da remissdo do cancer (Zago et al., 2014). Até 1948, criancas
diagnosticadas com LLA possuiam, em média, trés meses de vida apos a
realizacdo do diagnostico. Hoje, com o advento do metotrexato, os indices de
cura sao bem mais altos (Katzung et al., 2014). O metotrexato € um farmaco
classificado como antimetabdlito, em que a a¢do consiste na inibicdo da enzima
diidrofolato redutase (DHFR). O resultado da sua inibicdo € o impedimento da
sintese de purinas e do timidilato. Essa inibicdo afeta diretamente o processo
de replicacdo do DNA das células. Como as células leucémicas estdo em
constante processo de divisdo, sdo as mais afetadas pela inibicdo dessa
enzima. Todavia, como citado anteriormente, os efeitos adversos sobre outros
tecidos em constante divisdo, como o epitélio das mucosas do TGI, séo
pronunciados (Brunton et al., 2012). Além disso, esse farmaco também tem
papel essencial no impedimento da ocorréncia da recidiva do cancer quando
usado em terapia intratecal, visto que a metastase no SNC é um importante

meio da ocorréncia da recidiva desse tipo de malignidade. Com seu uso, é
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quase zero o indice de recidiva nas pessoas tratadas. Existem também outros
farmacos utilizados, como corticosteroides, vincristina, ciclofosfamida e a L-
asparaginase. A prednisona e a vincristina se apresentam muito eficientes no
processo de remissdo do cancer, com indice de sucesso proximo aos 90%
(Katzung et al., 2014).

Algumas mutac6es que ocasionam a LLA j& possuem progndstico e
tratamento bem definido. Uma das mutagbes mais comuns, a t(9;22), gera o
chamado cromossomo Filadélfia (Ph+). Essa alteracdo genética € também
comum em outros tipos de leucemia, principalmente na LMC. Por isso, o
ministério da saude liberou duas portarias, uma de 2012 e outra em 2013 que
definem as diretrizes terapéuticas a serem preferencialmente adotadas. Apesar
de haverem particularidades entre os tratamentos entre adultos, criangas e
adolescente, o medicamento denominado Mesilato de Imatinibe é tido como
padréo-ouro para o tratamento da doenca com Ph+(Ministério de Saude, 2012;
Ministério da Saude, 2013.) O Mesilato de Imatinibe € um inibidor da tirosina
quinase BCR-ABL, proteina resultado da translocacdo presente no
cromossomo Filadélfia. Essa proteina é caracteristica fenotipica das células
malignas, pois € uma fuséo entre o proto-oncogene cinase de Abelson (ABL) e
a BCR (regido de pontos de grupo de quebra), sendo uma proteinocinase
constitutivamente ativa. Existem farmacos analogos ao Imatinibe, sendo estes
o Desatinibe e Nilotinibe (Brunton et al., 2012).

Assim como nas doencas infecciosas, os seres humanos enfrentam a
resisténcia das células neoplasicas ao tratamento quimioterapico (Hunger &
Mullighan, 2015). Existem diversos mecanismos envolvidos no processo. No

caso do Imatinibe e moléculas analogas, hd a ocorréncia de mutacdes
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aleatdrias e continuas que impedem a ligacdo do fa&rmaco ao seu sitio.
Modificacdes que gerem alteracbes especificas nos residuos de aminoacidos
onde o medicamento tem a sua acao, podem impedir sua ligacdo e,
consequentemente, a ineficacia desse tratamento farmacologico. No caso
deste medicamento, alteragdes nos aminoacidos 255 e 315 sao criticas para o
seu efeito. No que diz respeito ao nilotinibe e desatinibe, a mutagcéo 255 nao
interrompe sua atividade, mas a 315, sim (Brunton et al., 2012). H4& também
outro mecanismo importante para a resisténcia ao tratamento: as bombas de
efluxo. Algumas células cancerigenas conseguem expressar transportadores
em sua membrana, que aumentam a saida do farmaco no sentido intra-
extracelular. Dessa forma, o medicamento ndo consegue chegar em
concentracgao suficiente em seu alvo farmacolégico para garantir o sucesso do
tratamento (Katzung et al., 2014).

O transplante de medula 6ssea (TMO) ndo é uma das medidas mais
utilizadas no tratamento desse tipo de neoplasia. Em criancas e adolescentes,
a resposta ao tratamento quimioterapico costuma ser suficiente e apresentar
indices suficientes de remissdo. No caso de adultos, geralmente a doenca se
apresenta mais grave, com progndstico ruim e evolucdo rapida. Por isso,
usualmente, o TMO nédo é uma alternativa empregada de maneira ampla. Até
mesmo pacientes classificados como “alto risco” dificiimente séo
encaminhados ao transplante (DEMIDOWICZ et al., 2019; Hoffbrand et al.,
2013; Rodgers et al., 2019; Zago et al., 2014).

Outra possibilidade de tratamento que tem ganhado cada vez mais
destaque nas pesquisas e nos hospitais € o transplante de células tronco

hematopoiéticas (HSTC, do inglés Hematopoietic Stem Cell Transplantation).
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Essa alternativa tem se mostrado muito eficiente principalmente nos casos de
leucemias e linfomas que apresentam genoétipos mais raros e, por
consequéncia, ndo possuem linhas de tratamento quimioterapico e diretrizes
terapéuticas muito bem definidas (Young, 2019). O tratamento consiste no
transplante de células tronco para a pessoa doente, em substituicdo as células
neoplasicas. No caso da LLA, o tipo de transplante mais adotado € o alogénico,
modalidade em que o gendtipo do doador e do receptor precisam ter idénticos
para evitar reacfes imunoldgicas (doenca do enxerto vs. Hospedeiro). Todavia,
também existe a possibilidade de transplante autélogo, onde as células que
serdo transplantadas sdo oriundas do proprio paciente. Embora também
apresente resultados muito bons, € mais usada nos casos de LMA (Copelan,
2006).

Por fim, uma nova metodologia de tratamento tem ganhado destaque
nos ultimos anos, a técnica € denominada como CAR-T cell (Chimeric Antigen
Receptor). O principio dessa tecnologia € a extracdo de linfécitos T do proprio
paciente e realizar a sua reprogramacao genética para expressarem em sua
superficie receptores para antigenos especificos relacionados as células
cancerigenas (Pehlivan et al.,, 2018). Apés tratamento quimioterapico para
promover a deplecdo de células T tumorais, sdo transfundidas as células
modificadas, geralmente com alvo em CD19, no individuo para que estas
exercam seu papel citotoxico de maneira direta. (Maude et al., 2018) E
apontado que esse tipo de tratamento € promissor até mesmo nos casos em
gue o prognostico da LLA nao é favoravel, como ocorre nos casos dos
pacientes de LLA Ph+, ou seja, que possuem a translocacdo BCR-ABL1 (Davila

et al., 2014). Recentemente, em um determinado estudo (Samra et al., 2020),
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foi demonstrado que esse tipo de tratamento promoveu a remissdo do cancer
em mais de 80% das pessoas estudadas, ainda que muitas tenham
apresentados efeitos adversos considerados comuns para esse tipo de
intervencdo. Outros estudos caminham para desenvolver novos receptores
qguiméricos com alvos diferenciados, além de CD19, para que o tratamento da
LLA através das CAR-T possa ser direcionado de maneira mais precisa para

cada subtipo. (He et al., 2020; Hosseinkhani et al., 2020; Shi et al., 2020)

1.5 Familia PDLIM

Diversos marcadores moleculares vém sendo descobertos com o
avancgo nas pesquisas sobre o cancer. Muitos desses marcadores podem ser
identificados por mutacBes ou pelas proteinas expressas como resultado de
diversas dessas mutacdes. A familia PDZ and LIM protein (PDLIM) é composta
por cinco membros (1, 2, 3, 4, 5 e 7) em humanos e vem sendo recentemente
estudada como alvo para determinacdo diagnéstica e prognéstica de diversos
tipos de neoplasias, ndo somente hematoldgicas. Os dominios PDZ e LIM séo
estruturas comuns a varias proteinas, inclusive de outras familias. O dominio
PDZ é composto por cerca de cem aminoacidos na porcao N-terminal e trés
dominios LIM na por¢do C-terminal. Esse grupo de proteinas, funcionalmente
€ conhecido por proteinas de andaime (do inglés, scaffold protein), que
participam da formacdo de complexos intracelulares direcionados para
melhoramento de alguma via de sinalizacao (Cui et al., 2019; Wei et al., 2018).

O dominio PDZ pode ser verificado em varios grupos taxondémicos
diferentes, desde organismos menos complexos, como virus e bactérias, a

organismos mais complexos, como mamiferos. Esses dominios sdo muito
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importantes para que proteinas que agem como receptores sejam ancoradas
na membrana através da ligacdo com componentes do citoesqueleto. Dessa
forma, apresentam papel fundamental na formacéo de complexos proteicos que
atuam na transducao da cascata de sinalizacéo intracelular (Boxus et al., 2008;
Ponting, 2008). Esse dominio é um acrénimo das trés proteinas nas quais foi
primariamente descoberto, sendo estas Post synaptic density protein (PSD95)
(figura 3), Drosophila disc large tumor supressor (Digl) e zonula-occludens-1
protein (Zo-1) (Kennedy, 1995). A estrutura de um dominio PDZ geralmente é
composta por cinco a seis folhas-beta e uma longa e uma curta alfa-hélice.
Ainda que essa estrutura seja conservada, a estrutura secundaria pode adquirir
formas diferentes de acordo com os tipos de dominio PDZ. Essas diferencas
ocorrem porque ha diferentes tipos de proteinas com esse dominio que
empregam funcdes distintas umas das outras (Lee & Zheng, 2010). Uma Unica
proteina pode possuir um ou varios desses dominios, sendo do mesmo tipo ou
de tipos diferentes. As diferencas existem porque, funcionalmente, os dominios
PDZ séo conhecidos por duas atividades: regulacéo de vias intracelulares e
manutengdo de complexos servindo como “proteina andaime” (Harris & Lim,

2001).

Ja o dominio LIM, é reconhecido por possuir muitas cisteinas em sua
composigéo, com cerca de 50 a 60 aminoacidos que formam a sua estrutura
priméaria. Nesse dominio, ha também dois locais onde é possivel realizar
ligagdo com o ion zinco (Zn?*). Assim como o dominio PDZ, o dominio LIM
também é um acrénimo de outras proteinas, nas quais foi primeiramente

descrito. Essas proteinas séo Lin-11 de C. elegans, Isl-1 de rato e Mec-3
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também de C. elegans (Zhou et al., 1999). As proteinas que contém o dominio
LIM séo relacionadas ao citoesqueleto da célula. Basicamente, suas func¢des
séo relativas a estarem presentes na membrana celular, em regides de adesao
e ocluséo, participando de processos que envolvem o crescimento, motilidade,
diviséo e diferenciacao celular (Koch et al., 2012). Por isso, ha uma abundancia
deste tipo de dominio em tecidos ricos em interacdes celulares, desta forma,
ndo é surpreendente que esteja envolvido com diversos tipos de canceres

(Dahéron et al., 2001).

A proteina PDLIM1 esta associada ao citoesqueleto celular. J4 é
comprovada a sua intima relacdo com a espermatogénese, devido a sua
localizagéo e envolvimento na organizacao do citoesqueleto. Ela funciona como
uma proteina de andaime (scaffold protein) e age na regulacdo de complexos
proteicos de sinalizagéo intracelular. Seu envolvimento com o cancer ndo é
muito bem elucidado, ja que ha controvérsias sobre o seu papel oncogénico ou
supressor de tumor. Alguns estudos (Ahn et al., 2016; Liu et al., 2015) mostram
gue ha uma superexpressdao dessa proteina em canceres de mama e
glioblastomas. Entretanto, também ha indicios que indicam que essa proteina
possui um papel importante na supressdo de metastase do cancer colorretal.
(Chen et al., 2016) Mesmo assim, um estudo recente mostra que essa proteina
cumpre papel importante na inibicdo de cancer hepatico, ja que se mostra
infraregulada (do inglés, downregulated) no processo de metastase dessa
malignidade (Huang et al., 2020). Ja a proteina PDLIM2, também conhecida
como SLIM ou mystique, tem como suas fung¢des principais a ubiquitinacdo e

degradacéao proteossomal de dois principais fatores de transcricdo nucleares:
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NF-kB RelA e STATS3. Estudos recentes (Qu, Fu, et al., 2010; Qu, Yan, et al.,
2010; Sun et al., 2015) mostram que essa proteina pode ter uma importante
funcdo como supressora de tumores, justamente por estar envolvida a esses
dois fatores, que ja foram relacionados ao cancer de pulméao e de outros érgaos.
Apesar de ndo haver estudos que estabelecam uma ligacdo dessa proteina
com a fisiopatologia dessa doenca, sabe-se também que ela é mais expressa
em pulmdes saudaveis. A proteina também ja foi relacionada com a resisténcia
ao tratamento quimioterpico e sua infraregulacéo geralmente resulta em um
prognéstico adverso (Sun et al., 2019). As proteinas PDLIM3 e 4 s&o outras
proteinas que tém papel fundamental em papéis biolégicos e sua
hipoexpresséo também esta relacionada com processos oncogénicos (Hunter
& Rhodes, 2005). A PDLIM5 é a unica proteina dessa familia que ja foi
relacionada com doencas ndo neoplasicas, como desordens mentais e
problemas cardiacos. Diferentemente das isoformas 2 e 4, esta isoforma
parece funcionar como oncogene, ndo como um gene supressor de tumor. I1Sso
ocorre porque estudos afirmam que sua expressao € relacionada com o
desenvolvimento de canceres gastricos, canceres de pulmao e canceres de
mama. Contudo, seu papel na carcinogénese € melhor conhecida no cancer
papilar de tiredide, pela expressdo aumentada nesse tecido. Apesar dessa
relacdo, a forma como a proteina PDLIM5 esta envolvida na fisiopatologia ainda
precisa ser elucidada (Wei et al., 2018), sabe-se apenas que ela esta envolvida
com a regulacéo da via Ras-ERK (Cui et al., 2019). Por fim, a proteina PDLIM7
esta relacionada com outro fator bastante conhecido na oncologia, a proteina
p53. A PDLIM7 é um estabilizador da MDM2 (Murine Double Minute 2). Ela age

impedindo a autoubiquitinagdo da MDM2, permitindo-a trans-ubiquitinar a p53.
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Dessa forma, ao estar intimamente relacionada com o aumento ou diminuicao
da p53, é estabelecida a conexdo entre essa proteina e processos do ciclo
celular, como a divisao e a apoptose (Jung et al., 2010; Klein et al., 2018).

Além disso, no ultimo ano, houve a publicagdo de um trabalho (Cui et al.,
2019) em que os pesquisadores estabelecem uma relagdo entre a expressao
de membros da familia PDLIM como marcadores prognosticos na Leucemia
Mieloide Aguda (LMA).

Como pode ser visto, existe claramente uma associacao entre membros
da familia PDLIM e diversos tipos de cancer, incluindo hematolégicos.
Entretanto, ndo existe informagcdo até o momento de qual seria o impacto

desses membros na LLA.
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Objetivos
Analisar a expressdo de membros da familia PDLIM na LLA e discutir
possiveis funcbes desses membros na fisiopatologia ou progressdo desse

cancer.
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Metolodogia

A metodologia consistiu ha avaliagcéo estatistica da expressao dos genes
da familia PDLIM em amostras de MO saudavel (controle) e oito subtipos de
LLA.

3.1 Obtencéo dos dados

Os dados foram obtidos a partir do Microarray Innovations in
Leukaemia (MILE) study, cujos dados estao depositados na base Bloodspot.eu
A base de dados fornece informacdes a respeito da hematopoese saudavel e
anormal, disponibilizando dados a partir de uma série de estudos em
hematologia. Além disso, essa base possui algumas ferramentas que auxiliam
0s interessados na andlise de seus dados, como a expressdao dos genes
(quantitativamente na base log 2), aplicacdo estatistica e curva de Kaplan-
Meier para LMA que permitem inferir o impacto prognéstico de alguns genes
nesse cancer (Bagger et al., 2019).

As informacoes fornecidas pelo MILE study foram coletadas entre
0s anos de 2005 e 2008 por laboratérios de pesquisa na Europa, nos Estados
Unidos da América e em Singapura. O objetivo foi analisar o perfil de expressao
gendmico (n total=3252), através de microarranjo, para 17 subtipos de
leucemias, de origem mieloide, linfoide e mista, além de medulas Osseas
saudaveis (n= 73) (Haferlach et al., 2008).

As informacgOes coletadas foram referente aos oito subtipos de
LLA que estavam disponiveis na base, sendo estas: LLA T t(1;19) (n = 36), LLA
t(12;21) (n = 58), LLA Hiperdiploide (n = 40), LLA Pro B t(11923) (n = 70), LLA
Pre B 1(9;22) (n =122), LLA T (n =174), LLA Pre B sem t(9;22) (n = 237) e LLA

B (8;14) (n = 13).
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3.2 Analise de dados

Os dados foram analisados através do software GraphPad
Prism® 7.00 (San Diego, EUA). As informacdes exportadas da base de dados
para cada gene foram submetidas ao teste t de Student n&o pareado para
analise da expressao entre a MO saudavel e a LLA, sem subdivisdes. Em
seguida, fez-se a Andlise de Variancia (ANOVA) para comparacao entre todos
0S grupos, seguido pelo pés-teste de Dunn para multiplas comparac¢fes a fim
de comparar cada subgrupo com o controle, tendo como referéncia o nivel de

significancia de p < 0,05 para todas as analises.
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Resultados
4.1 PDLIM1
O teste T mostrou que PDLIM1 encontra-se diferencialmente
expresso na LLA (p < 0,0001) (figura 3A). E interessante, pois PDLIM1
apresenta expressao reduzida nos subtipos de LLA t(1;19) (p < 0,0396),
Hiperdiploide (p < 0,001) e Pre B sem t(9;22) (p < 0,0003), comparados ao

grupo controle pelo pés-teste de Dunn (figura 3B).
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Figura 3A - Expresséo (log 2) do gene PDLIM1 na LLA. Os dados estao
apresentados como média + SEM. Figura 3B - Expressao (log 2) do gene
PDLIM1 em cada um dos subtipos de LLA selecionados. Os dados estdo
apresentados como média + SEM. A LLA t(1;19), a LLA Hiperdiploide e a LLA
Pre B sem t(9;22) apresentam expressao reduzida de PDLIM. (* = p < 0,05; **

= p < 0,002; ** = p < 0,0002; **** = p < 0,0001)
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4.2 PDLIM2

O teste T mostrou que PDLIM2 ndo encontra-se diferencialmente
expresso na LLA (p = 0,06) (figura 4A). E interessante, pois PDLIM2 apresenta
expressdo reduzida nos subtipos de LLA t(1;19) (p < 0,0001) e LLA Pro B

t(11923) (p < 0,001) comparados ao grupo controle pelo pds-teste de Dunn

(figura 4B).
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Figura 4A - Expresséo (log 2) do gene PDLIM2 na LLA. Os dados estéo
apresentados como média + SEM Figura 4B - Expressao (log 2) do gene
PDLIM2 em cada um dos subtipos de LLA selecionados. Os dados estédo
apresentados como média + SEM. A LLA t(1;19) e a LLA Pre t(11g23)

apresentam expressao reduzida de PDLIM. (**** = p < 0,0001)

4.3 PDLIM3
O teste T mostrou que PDLIM3 ndo encontra-se diferencialmente
expresso na LLA (p = 0,3058) (figura 5A). Contudo, PDLIM3 apresenta

expressao discretamente reduzida nos subtipos de LLA t(1;19) (p < 0,0288) e
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LLA T (p < 0,0288) comparados ao grupo controle pelo pos-teste de Dunn

(figura 5B).
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Figura 5A - Expresséo (log 2) do gene PDLIM3 na LLA. Os dados estéo
apresentados como média + SEM Figura 5B - Expressao (log 2) do gene
PDLIM3 em cada um dos subtipos de LLA selecionados. Os dados estdo
apresentados como média £+ SEM. A LLA t(1;19) e a LLA T apresentam

expressao reduzida de PDLIM. (* = p < 0,05)

4.4 PDLIM4

O teste T mostrou que PDLIM4 encontra-se diferencialmente expresso
na LLA (p =0,04) (figura 6A). E interessante, pois PDLIM4 apresenta expressao
discretamente reduzida nos subtipos de LLA t(1;19) (p < 0,0001), LLA t(12;21)
(p < 0,0001), LLA Hiperdiploide (p < 0,0008) e LLA T (p 0,0027) comparados

ao grupo controle pelo pés-teste de Dunn (figura 6B).
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Figura 6A - Expresséo (log 2) do gene PDLIM4 na LLA. Os dados estéo
apresentados como média + SEM Figura 6B - Expressao (log 2) do gene
PDLIM4 em cada um dos subtipos de LLA selecionados. Os dados estdo
apresentados como média + SEM. A LLA t(1;19), LLA t(12;21), LLA
Hiperdiploide e a LLA T apresentam expressao reduzida de PDLIM. (* = p <

0,05; ** = p < 0,002; *** = p < 0,0002; **** = p < 0,0001)

4.5 PDLIM5

O teste T mostrou que PDLIM5 encontra-se diferencialmente expresso
na LLA (p < 0,0001) (figura 7A). E interessante, pois PDLIM5 apresenta
expressao significativamente reduzida em todos os subtipos de LLA (p <0001),
com excecao do subtipo LLA-B t(8;14) (p = 0,2812), comparados ao grupo

controle pelo pés-teste de Dunn (figura 7B).
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Figura 7A - Expresséo (log 2) do gene PDLIM5 na LLA. Os dados estéo
apresentados como média + SEM Figura 7B - Expressao (log 2) do gene
PDLIM5 em cada um dos subtipos de LLA selecionados. Os dados estdo
apresentados como média + SEM. A LLA t(1;19), LLA t(12;21), LLA
Hiperdiploide e a LLA T apresentam expressao reduzida de PDLIM. (**** = p <

0,0001).

4.6 PDLIM7

O teste T mostrou que PDLIM7 nédo encontra-se diferencialmente
expresso na LLA (p = 0,05) (figura 8A). E interessante, pois PDLIM7 apresenta
expressdo discretamente reduzida em LLA t(12;21) (p = 0,01), LLA

Hiperdiploide (p =0,002) e LLA T (p = 0,04) comparados ao grupo controle pelo

pos-teste de Dunn (figura 8B).



36

PDLIM7
8x10";
8x10"+ —
% 6x107
« S
6x10""+ o
g™ z 8 ax10m
Y ¢
,3 4x1014 S- 210"
0
o
S
£ 2107 . N A N D A DB
w & D N 6‘& FUIAN S AN
C R FR e o
i <
0 ?.. O \>,Q'~‘qu*°¢v. @ 060 \)y.
Vv @
& N FF Y &
M
V'
(A) ®) Subtipo de Leucemia

Figura 8A - Expressao (log 2) do gene PDLIM7 na LLA. Os dados estéo
apresentados como média + SEM Figura 8B - Expressdo (log 2) do gene
PDLIM7 em cada um dos subtipos de LLA selecionados. Os dados estao
apresentados como média + SEM. A LLA t(12;21), LLA Hiperdiploide e a LLA

T apresentam expressao reduzida de PDLIM. (* = p < 0,05; * = p < 0,002;)
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Discussao e Conclusao

De acordo com os resultados obtidos, os genes PDLIM1, PDLIM4 e
PDLIM5 se mostraram com expressado reduzida na LLA, quando todos os
genaotipos sdo colocados em apenas um grupo. Ja para PDLIM2, PDLIM3 e
PDLIM7, ndo ha diferenca estatistica entre o controle e o grupo de LLA.

Os dados concordam com outros estudos que apontam o importante
papel desses genes da familia PDLIM como proteinas supressoras de tumor.
(Chen et al., 2016; Qu, Fu, et al., 2010; Sun et al., 2015) Ainda que n&o haja
literatura suficiente que aponte essa ligacdo de forma segura com os canceres
hematoldgicos, diversos outros tipos de neoplasias ja possuem essa relacéo
bem estabelecida, como é o caso do PDLIM1, onde Huang et. al (2020)
apontam que essa proteina tem sua expressao reduzida nos tumores
colorretais e metastase hepética.

. Ainda que diferentemente da PDLIM1, PDLIM 2 n&o tenham ainda uma
sélida relacdo estabelecida com o cancer, sabe-se que sua hipoexpressao
ocorre em pulmdes afetados por neoplasias e maior dificuldade de obtencéo de
sucesso em tratamentos quimioterapicos nessas pessoas. (Sun et al., 2019).
No nosso estudo a expressdo de PDLIM2 esté reduzida nos subtipos de LLA
t(1;19) e Pro B t(11g23).

Ja as proteinas PDLIM3 e 4, apesar de ndo haver muita informacao
disponivel sobre quais seriam 0s seus papeis de maneira precisa dentro das
células, sabe-se que ambas estdo relacionadas com o processo de
desenvolvimento em mamiferos, incluindo humanos (Barnes et al., 1994;
DONG et al., 1997). Sabe-se também que a menor expressao de ambos 0s

genes esta ligada ao aparecimento de neoplasias (Hunter & Rhodes, 2005).
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Contudo, a PDLIM4 parece ter uma diminui¢cdo de sua expressao relativamente
mais significante que a PDLIM3 nos diversos tipos de LLA quando comparadas
com o controle. Isso aponta que € possivel que PDLIM4 esteja mais relacionada
com a supressao de tumor que a PDLIM3. Essa informacao é muito relevante,
pois ja foi descrito que translocacdes cromossémicas como t(1;14) (g25;932)
relacionadas ao aparecimento de alguns tipos de LLA alteram a fung&o do
dominio LIM, mais especificamente a isoforma 4 (Kawamata et al., 2002;
Yamaguchi et al., 2003).

Por outro lado, a isoforma 5 apresentou um resultado na LLA muito
diferente do esperado, pois j& foi confirmada que sua expressdo esta
aumentada em diversos tipos de cancer, atuando na via contraria dos outros
membros da familia, como oncogene (Wei et al., 2018) Contudo, 0 que as
analises estatisticas apresentam € que esse gene, assim como 0s outros, esta
consideravelmente hipoexpresso em todos os tipos de LLA quando
comparados ao grupo controle, com excecdo da LLA-B t(8;14). E possivel que
essa diferenca aconteca porque a proteina desempenha papéis diferentes nos
diversos tipos de tecidos ou por esse oncogene nao ter papel central no
desenvolvimento da LLA. As informagdes que existem e estabelecem a relacéo
de PDLIM5 com o cancer sdo de células epiteliais de revestimento ou células
epiteliais glandulares (Edlund et al., 2012; Eeckhoute, 2006; Heiliger et al.,
2012). Assim, é possivel que em células de tecido conjuntivo seu papel nao
tenha relacdo direta com o aparecimento de neoplasias, podendo até mesmo
atuar como gene supressor de tumor nesse tecido.

Por fim, PDLIM7 apresentou padrao de expressédo na LLA que parece

concordante com outros tipos de cancer. PDLIM 7 apresenta intima relacao
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com a proteina p53, que é ponto fundamental na elucidacéo da fisiopatologia
de diversos tipos de neoplasias (Jung et al., 2010; Klein et al., 2018). Todavia,
apesar de haver uma diferenca estatistica entre o controle e alguns tipos de
LLA, esperava-se que, de todas, a isoforma 7 traria os resultados com maior
diferencga significativamente estatistica em relagdo ao controle, dada a sua
relacdo com a proteina p53.

De uma forma geral, ndo ha um padrao bem estabelecido de expressao
da familia PDLIM na LLA, pois os membros apresentam uma frequéncia de
expressao muito discrepante entre si em cada subtipo da doenca. Ndo ha uma
uniformidade de expressdo nem mesmo para um mesmo gene quando se
analisa os oito subtipos de LLA do estudo. Por isso, é pouco provavel que todos
0s genes dessa familia cumpram o mesmo papel na fisiopatologia das
leucemias, contudo, € possivel estabelecer uma relacdo valida de que a sua
expressao reduzida esta ligada ao cancer, mas nao é possivel inferir se é uma
relacdo de causa ou consequéncia.

E importante destacar que nossa analise indica que possivelmente n&o
exista acdo da familia PLIM sobre o subtipo LLA-B t(8;14), tendo em vista que
nenhum dos genes analisados apresentou expresséao diferencial nesse subtipo
da LLA. Entretanto, esse achado deveria ser validado em outras cortes, tendo
em vista que é o subtipo de LLA com menor niumero de amostras na base de
dados acessada.

A familia de genes PDLIM mostrou-se efetivamente com expressao
reduzida na maioria dos subtipos de LLA estudados. Isso mostra que é possivel
gue esses genes tenham um papel de supressor tumoral, atuando como

reguladores do ciclo celular do tecido hematopoiético. Mais investigacfes sao
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necessarias para que uma relacdo precisa possa ser estabelecida entre o
processo de inicio ou manutencdo da neoplasia com as isoformas dessa
familia. Dessa forma, seria possivel avaliar se sua expressdo poderia ser
considerada como parédmetro laboratorial para auxiliar o progndstico ou
estadiamento das diversas apresentacdes de leucemia de linhagem linfoide em

seres humanos.
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