UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
FACULDADE DE MEDICINA DE RIBEIRAO PRETO

TATIANA SILVEIRA SANTIAGO

Expressao dos genes das metaloproteinases na medula

O0ssea de pacientes com leucemia linféide aguda

Ribeirdo Preto
2010



Livros Gratis

http://www.livrosgratis.com.br

Milhares de livros gratis para download.



TATIANA SILVEIRA SANTIAGO

Expressao dos genes das metaloproteinases na medula dssea

de pacientes com leucemia linféide aguda

Dissertagao apresentada a Faculdade de Medicina
de Ribeirdo Preto da Universidade de S&o Paulo,

para a obtencgao do titulo de Mestre.

Area de concentragdo: Saude da Crianga e do

Adolescente.
Opcao: Investigacdo em Pediatria

Orientador: Dr Luiz Gonzaga Tone

Ribeirdo Preto
2010



FOLHA DE APROVACAO

SANTIAGO, TATIANA SILVEIRA

Expressdo dos genes das metaloproteinases na medula 6ssea de

pacientes com leucemia linféide aguda

Aprovado em:

Prof. Dr.

Dissertacao apresentada a Faculdade de
Medicina de Ribeirdo Preto da
Universidade de S&o Paulo, para

obtencéao do titulo de Mestre.

Area de concentragdo: Saude da Crianca

e do Adolescente.

Banca examinadora:

Instituicdo: FMRP-USP Assinatura:
Prof. Dr.

Instituicao: Assinatura:
Prof. Dr. Luis Gonzaga Tone

Instituicdo: FMRP-USP  Assinatura:




AGRADECIMENTOS

Tudo que sou, tudo que conquistei foi gragas a presenca de Deus em minha
vida, meu Pai onipresente e onisciente, que me deu forcas nas diversas vezes que
achei que ndo poderia continuar, e que por varias vezes me abriu mais uma porta
nessa atribulada e fantastica caminhada da vida. Agradeco a ele todas a minhas
conquistas.

Aos meus queridos pais, que mesmo distantes geograficamente, permeiam
minha vida com amor, mostrando-me o valor de cada conquista que temos, € nunca
deixaram de estar ao meu lado.

Ao meu marido, um incansavel estimulador dessa dura jornada de mestrado
que aventei ha trés anos. Vocé é meu porto seguro.

Aos meus irmaos que estavam me apoiando, emitindo exemplos de superacio
diariamente. Meus queridos, seus exemplos valem mais que mil palavras em minha
vida.

Ao meu orientador, Dr. Tone, que foi incansavelmente paciente comigo, posso
dizer que foi um pai orientador, e acho que sua sabedoria de lidar com situag¢des tao
adversas € que permitiu a conclusao deste trabalho.

Ao meu co-orientador, Dr. Carlos Scrideli, um pesquisador de corpo e alma,
que me forneceu valiosas orientagdes, e me ajudou em cada etapa de realizagdo
deste estudo.

Ao Daniel, por sua imensa ajuda na execugcao desse projeto independente do
horario e dia que seu auxilio fosse solicitado. Meus sinceros agradecimentos.

E a toda equipe do laboratério de biologia molecular, Rosane, Angélica, Elvis,
Cleiton, Vanessa, e do laboratério de Imunoinfantil, Ruchele e Mel que me ajudaram

nas varias etapas que trilhei naqueles laboratérios.



RESUMO

SANTIAGO, T.S. Expressao dos genes das metaloproteinases na medula 0ssea de
pacientes com leucemia linféoide aguda. 2010. 60f. Dissertacdo (Mestrado) —

Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, Universidade de Sdo Paulo, Ribeirdo Preto.

As leucemias linféides correspondem ao cancer mais frequente na infancia, com
sobrevida em torno de 70 a 80%, apesar dos avangos diagnésticos e terapéuticos.
Os mecanismos envolvidos na propagac¢ao dos blastos leucémicos e na infiltracdo
de 6rgéos extramedulares sdo de fundamental importancia para melhor
compreensao da leucemogénese. Estudos com tumores solidos e suas metastases
mostraram relagdo das metaloproteinases com a liberagdo de células cancerigenas
para outros sitios do organismo. As metaloproteinases sdo endopeptidases que
atuam na degradacao e renovacao da matriz extracelular. A relagdo das MMPs com
blastos leucémicos é pouco conhecida. Objetivo: analisar a expressdo génica das
metaloproteinases: MMP1, MMP2, MMP3, MMP14, TIMP2, TIMP3 e TIMP4, em
medulas ésseas de pacientes com leucemia linféide aguda ao diagndstico,
correlacionando com caracteristicas clinicas das LLAs T e B. Metodologia: Foram
analisadas 29 amostras de medulas dsseas de pacientes pediatricos com LLA
armazenadas no banco de medulas do Hospital das Clinicas de Ribeirao Preto para
expressao génica dos referidos genes por técnica de RQ-PCR. Analise estatistica foi
feita com o software SPSS 16.0. A expressédo dos genes nas amostras de medula
O0ssea de LLA-T e B foram comparadas usando os valores da mediana através do
teste exato de Fisher, e os valores absolutos através do teste de Mann-Withney.
Resultados: A expressao aumentada do gene da TIMP2 apresentou correlagdo com
glébulos brancos acima de 50.000 ao diagnédstico e LLA-T, a MMP14 e razao
MMP14/TIMP2 com Calla + (p=0,001), TIMP3 com ma resposta ao tratamento de
indugao quimioterapica, e a razdo MMP2/TIMP2 com fatores de mau prognéstico e
menor sobrevida livre de doenga. Conclusdo: A MMP14 parece estar relacionada a
LLA-B e o desbalanco entre MMP2/TIMP2 sugere ser mais importante como valor

progndstico para LLA da infancia que a avaliagéo isolada de um unico gene.

Palavras-chave: leucemia, linféide, aguda, metaloproteinase



ABSTRACT

SANTIAGO, T.S. Gene expression of metalloproteinases in bone marrow of patients
with acute lymphoblastic leukemia. 2010. 60f. Dissertation (Master) — Faculty of
Medicine of Ribeirdo Preto, University of Sdo Paulo, Ribeirdo Preto, 2010.

The lymphoid leukemia represents the most common cancer in childhood, with
survival rates between 70 to 80%, despite advances in diagnosis and treatment. The
mechanisms involved in the spread of leukemic blasts and extramedullary infiltration
of organs are the great importance for better understanding of leukemogenesis.
Studies with solid tumors and their metastases showed relationship between
metalloproteinases and the release of cancer cells to other sites in the body. The
metalloproteinases are endopeptidases which act in degradation and renewal of the
extracellular matrix. The relationship of MMPs with leukemic blasts is unclear.
Objective: To analyze the gene expression of metalloproteinases: MMP1, MMP2,
MMP3, MMP14, TIMP2, TIMP3 and TIMP4 in bone marrow of patients with acute
lymphoblastic leukemia at diagnosis and correlation with clinical features of ALL-T
and B. Methods: We evaluate 29 samples from bone marrow of pediatric patients
with ALL stored in the marrow bank of the Clinical Hospital of Ribeirdo Preto for the
gene expression of these genes by RQ-PCR tecnique. Statistical analysis was
performed with SPSS 16.0. Genes expression in samples of bone marrow ALL-T and
-B were compared using the median values for Fisher's exact test, and absolute
expression to compare the variables by the Mann-Whitney. Results: TIMP2 gene
increased expression correlated with white blood cell count above 50,000 at
diagnosis with ALL-T, MMP14 gene and MMP14/TIMP2 ratio with Calla + (p = 0.001),
TIMP3 with poor response to standard induction chemotherapy, and MMP2/TIMP2
ratio with poor prognosis factors and lower disease-free survival. Conclusion:
MMP14 appears to be related to B-ALL and imbalance between MMP2/TIMP2
suggests greater importance as a prognostic value for ALL in childhood than the

isolated assessment of a single gene.

Keywords: leukemia, lymphoma, leukemia, metalloproteinase.
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1  INTRODUCAO

1.1 Revisdo da Literatura

1.1.1 Leucemia

O cancer corresponde a segunda causa de morte na infancia, apesar dos
avancgos diagnosticos e terapéuticos. A leucemia é a neoplasia maligna mais
freqliente na faixa etaria de zero a dezoito anos (MINISTERIO DA SAUDE, 1997).

A leucemia resulta da proliferacdo descontrolada de blastos na medula dssea,
podendo infiltrar outros 6rgaos, como o sistema nervoso central. A doenga pode ser
de linhagem mieldide, linféide, bifenotipica ou de bilinhagem, a depender do
precursor celular que sofreu malignizagao, podendo ser determinada e classificada
por imunofenotipagem, analise morfologica, citogenética e molecular do aspirado de
medula 6ssea (BENNETT et al., 1976; BENNETT et al., 1981; FOON; TODD, 1986;
ABSHIRE et al., 1992; PUI et al., 2004; ARMSTRONG; LOOK, 2005; WANG,; DICK,
2005).

A leucemia linféide aguda (LLA) é a mais frequente das leucemias,
responsavel por setenta a oitenta por cento dos casos na infancia, com incidéncia de
29,2 casos por milhdo de criangcas nos Estados Unidos (P1ZZO; POPLACK, 2002). A
faixa etaria mais acometida € entre dois e cinco anos, mas sofre variagdes entre os
diferentes paises e épocas analisadas, com possivel correspondéncia com maiores
periodos de industrializagdo dos paises, o que sugere existir diferentes periodos de
exposicao a novo ambiente leucemogénico. (AHLBOM et al., 2000; KINLEN, 2004;
BUFFER et al., 2005; GREAVES, 2006). Os pesquisadores britanicos Kinlen (2004)
e Greaves (2006) sugeriram hipoteses para o aumento dos casos novos de LLA,
principalmente nas novas cidades: o primeiro defendia que os casos novos
resultavam da exposicao de individuos suscetiveis (ndo imunizados) a infec¢des nao
patolégicas apds contato com portadores. O segundo elaborou a hipotese da

infeccdo tardia, sugerindo que individuos com clone pré-leucémico adquirido intra-
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utero, vivendo em ambiente com baixa exposi¢do a infecgcbes comuns da primeira
infancia, estariam predispostos a resposta aberrante ou patoldgica do sistema imune
por se exporem tardiamente, no periodo em que ha um aumento da proliferagao das
células linfoides.

Varios fatores ambientais tém sido descritos como relacionados a ocorréncia
da LLA, como a exposi¢ao a radiagao ionizante, ao tabaco, aos agrotoxicos e outros,
entretanto, devido ao pequeno tempo de vida para exposicdo da populagao
pediatrica, acredita-se haver também fatores intrinsecos ao paciente envolvidos na
génese da leucemia (PRESTON et al., 1994; INFANTE-RIVARD et al.,, 1999;
BRONDUM et al., 1999; SPECTOR et al.,2006).

Assim, a leucemia se apresenta como uma doenga heterogénea e ainda sem
fatores etiologicos bem compreendidos (BHOJWANI et al., 2007). As variagoes
genéticas tém despertado interesse por representarem importante ponto na
suscetibilidade individual ao cancer, com alguns estudos alertando para a relagao
entre a LLA na infancia e polimorfismos de genes envolvidos com citocromo P450,
quinona oxiredutase NAD(P)H, glutationa S-transferase, e a inibicdo do ciclo celular
(KRAJINOVIC et al., 2002; GREAVES; WIEMELS, 2003; CANALLE et al., 2004;
LANCIOTTI, 2005; GAST et al., 2007; HEALY et al., 2007; SINNETT et al., 2007).
Entretanto, até o momento, nenhuma interacdo ambiental direta foi
convincentemente estabelecida com qualquer gene (PUI et al., 2008).

As alteracbes nos mecanismos biolégicos contribuem para maior
suscetibilidade a leucemogénese, podendo ser agrupadas em seis categorias: 1 -
crescimento e diferenciacao celular, 2 - replicacéo e reparo do DNA, 3 - metabolismo
de xenobidtico, 4 - apoptose, 5 - resposta ao estresse oxidativo e 6 - ciclo celular.
Alguns oncogenes sao ativados através de translocacbes e fusbes, o que poderia
permitir que alguns linfoblastos escapassem do controle do ciclo celular, e nao
respeitassem a maquinaria de morte celular fisiologica. Além disso, foi demonstrado
que o ambiente interfere nestes mecanismos bioldgicos por favorecer ou inibir a
expressao de oncogenes (SINNETT et al., 2007).

As leucemias linféides agudas podem ser divididas de acordo com a célula
linféide maligna expressa. Pode ser de células T e B, variando com a maturacéo da
célula de pré B, pré B e B madura. As de células T representam 15% das LLAs, das
quais, metade manifestam-se com massas mediastinais, um tergco ou até metade

dos casos tem mais de 100.000 leucécitos por mm® ao diagndstico, além de
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apresentarem maior ocorréncia de invasao para sistema nervoso central (SNC)
(DOWELL et al., 1987; PUI et al., 1990).

Segundo o Grupo Cooperativo Brasileiro de Tratamento da LLA na infancia
(GBTLI - 99) a leucemia linféide aguda é estratificada como de alto risco (AR) e risco
basico (RB) de recaida, segundo critérios de idade, contagem leucocitaria ao
diagnostico, resposta a terapéutica de indugao quimioterapica nos dias 7 (com a
contagem de globulos brancos no sangue periférico abaixo ou acima de 5000
células/mm?®), dia 14 (com medula éssea como M1, M2 ou M3) e no dia 28 (através
da contagem de linfoblastos na medula Ossea abaixo ou acima de 5%)
(BRANDALISE et al., 1993) e alteragdes citogenéticas, a fim de estabelecer
tratamentos com intensidade quimioterapica distintos. Entretanto, ainda ndo sdo bem
compreendidos 0os mecanismos envolvidos na apresentacdo de LLA-AR ou RB
(Tabela 1).

Tabela 1 - Critérios do GBTLI para definicao de risco de recaida

Variaveis Alto Risco Risco Bésico
Idade ' <1 ano e > 9 anos > 1 ano e >9 anos
Glébulos Brancos (GB) ao > 50.000/mm?® < 50.000/mm?
diagndstico
GB no D7 * > 5000/mm® < 5000/mm’
Medula éssea (MO) no D14 2 M33 M1*ou M2°
Linfoblastos na MO no D28 * > 5% <5%
Citogenética desfavoravel ’ Presente Ausente

Legenda: 1 — idade ao diagnostico; 2 — Dia da indugdo quimioterapica; 3 - mais de 25% de blastos na medula 6ssea; 4 —
menos que 5% de blastos na medula éssea ; 5 — entre 5 e 25% de blastos na medula éssea ; 6 - BCRABL

Nas ultimas trés décadas, houve melhora significativa nos recursos
terapéuticos para tratamento da LLA na infancia, com chance de sobrevida em cinco
anos superando 75% em alguns centros de referéncia. Entretanto, aproximadamente
25% destes individuos recaem da doenca, sendo altamente refratarios as
terapéuticas atuais (CARROLL et al., 2003; PUI, 2006).

A descricado de diferentes translocacbes tem possibilitado melhor
compreensao sobre a variabilidade das caracteristicas celulares da LLA que regem o
comportamento dessas células, e determinam a resisténcia a tratamentos clinicos
(PEGAHI et al., 2005). A translocagao t(12;21)(p13;922) da fusdo dos genes TEL-
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AML1 esta presente em 25% dos casos de LLA de células precursores de linfécitos
B, a LLA mais frequente na infancia. Esse parece ser um ponto de partida para o
desenvolvimento dos linfoblastos leucémicos, visto que o gene AML1 é essencial
para hematopoiese (OKUDA et al., 1996), e o gene TEL, um importante regulador do
desenvolvimento da célula hematopoiética (HOCK et al.,, 2004). A analise da
translocagcao TEL-AML1 em células de cordao sugere que esta funciona como uma
primeira mutagdo para os clones leucémicos, com alteragdo dos reparos e
propriedades de sobrevivéncia celular (HONG et al., 2008). Outras anormalidades
cromossOmicas foram associadas a pior evolucédo e sobrevida em LLA — B, como a
amplificagdo intracromossomal do gene AML1(iAMP21) descrita em 1 a 2% dos
casos de LLA, e rearranjos do gene MLL (leucemia de linhagem mista - em inglés
mixed lineage leukemia — MLL) localizado no cromossomo 11923, identificado em 5
a 8% das criangas com LLA, principalmente lactentes com menos de 12 meses de
vida (VROOMAN; SILVERMAN, 2009).

Nas LLAs de células T, mais de 50% apresentam mutagdes que envolvem
NOTCH1, gene que codifica um receptor transmembrana que regula o
desenvolvimento normal das células T (WENG et al., 2004). As anormalidades
citogenéticas, que envolvem o receptor de células T nos loci TCR-a/6 ou TCR-,
ocorrem presumidamente por um erro durante a tentativa de rearranjo de segmentos
do gene (CAUWELIER et al., 2006). Outras translocag¢des recorrentes incluem os
genes MYC, TAL1, TAL2, LYL1 e bHLHB1 (basico helix-loop-helix), genes ricos em
cisteina (contendo dominio LIM) (LMOZ2 e LMO1), genes do dominio homeo
(HOX11/TLX1, HOX11L2/TLX3 ou o HOXA ou agrupamentos de genes) ou como o
mais recentemente descrito, o oncogene MYB (RUBNITZ; LOOK, 1998; CLAPPIER
et al., 2007).

O estroma da medula 6ssea expressa proteinas que estao relacionadas com a
propagacdo de metastases em outros cénceres (STETLER-STEVENSON et al.,
1993), e que quando em excesso ou em desequilibrio com seus inibidores naturais
poderiam favorecer a expansao de células com alteragbes estruturais ou génicas.
Algumas proteinas de adesao celular, as metaloproteinases, por exemplo, vém
sendo estudadas por essa relacdo, mas a expressido destas em leucemias,
principalmente nas LLAs da infancia, ainda é pouco esclarecida (KUITTINEN et al.,
2001, SCRIDELI et al., 2008)).



14

1.1.2 Metaloproteinases

Metaloproteinases de matriz (matrix metalloproteinase- MMP) compreendem
uma familia de endopeptidases extracelulares neutras, zinco (Zn?*) e calcio
dependentes, hidroliticas, que podem degradar varios componentes da matriz
extracelular e da membrana basal (WOESSNER, 1991).

Expressam-se em todo organismo ou em tecidos especificos como enzimas
intracelulares e intranucleares. Estao distribuidas no reino animal, dos mamiferos
aos invertebrados, e desempenham importante papel em processos fisiolégicos e
patolégicos multiplos, incluindo o desenvolvimento embrionario, reparagao celular,
angiogénese, imunidade, inflamacéo, invasdo tumoral e metastizacdo. As MMPs
participam do turnover da matriz extracelular no microambiente hematopoiético, da
liberacdo de células tronco hematopoiéticas e de leucdcitos maduros da medula
Ossea para o sangue periférico (WOESSNER, 1991; MATRISIAN 1992; STELER
STEVESON et al., 1993; HEISSIG et al., 2002).

O substrato das MMPs inclue uma ampla variedade de proteinas, como as
moléculas quimiotaxicas, moléculas de adesao, inibidores de proteinases, receptores
de superficie celular, fatores de coagulacéo e fatores de crescimento (KLEIN et al.,
2004) .

As MMPs humanas podem ser classificadas de acordo com a estrutura
primaria, especificidade do substrato e localizagdo celular dentro de diversas
classes. Existem mais de 25 MMPs descritas, compreendidas em cinco classes:
colagenases, gelatinases, estromalisinas, MMPs de membrana e novas MMPs
(Tabela 2) (PENDAS et al., 1997; VISSE; NAGASE, 2003).
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Tabela 2 - Grupos das MMPs listadas com seus nomes, sinbnimos e substratos
especificos (NAGASE, 2006; RA; PARKS, 2007).

Subgrupo
MMP

Sindbnimo comum  Substrato

Colagenases
MMP-1

MMP-8
MMP-13

Gelatinases
MMP-2

MMP-9

Colagenase
intersticial

Colagenase
neutrofilica
Colagenase-3

Gelatinase A

Gelatinase B

Estromelisinas

MMP-3 Estromelisina-1
MMP-10 Estromelisina-2
Matrilisinas
MMP-7 Matrilisina
MMP-26 Estromelisina-3
MMP-11 Endometase
Tipo-Membrana
MMP-14 MT1-MMP
MMP-15 MT2-MMP
MMP-16 MT3-MMP
MMP-17 MT4-MMP
MMP-24 MT5-MMP
MMP-25 MT6-MMP
Outras
MMP-12 Elastase
macrofagica
MMP-19 RASI-1
MMP-20 Enamelisina
MMP-21
MMP-23 CA-MMP
MMP-27
MMP-28 Epilisina

Colageno (Col)-I-1ll, VII, VI, X, XI, entactina, Ln, tenascina
IGFBP-3,

IL-1, vitronectina, fibronectina, fibrina, TNF-a, caseina
Col-I-lll, caseina, C1, fibrina, substancia P

Col-I-lll, VI, IX, X, X1V, fibronectina, fibrilina, osteonectina,
perlecan, Ln, a-2-M, caseina, C1, FXII, TNF-a

Col-l, -V, VII, X, Xl, condroitina, Fn, osteonectina, IGFBP-3, IL-
1,

decorina, elastina, fibrilina, fibulina, Ln, tenascina,

vitronectina, fibrina, TGF-B, TNF-a, substancia P, quinogénio
Col (I-IV), V, VI, XI, XIV, ICAM-1, IL-1, IL-2, TGF-B, decorina,
elastina, fibrilina, Ln, osteonectina, vitrinectina, caseina, C1,
fibrina

Col-llI-V, VII, 1X-XI, plasminogénio, IGFBP-3, IL-1, E-caderina
decorina, elastina, fibrilina, Fn, Ln, osteonectina, tenascina,
vitronectina, caseina, fibrina, TNF-a, Pn, substancia P

Col llI-V, elastina, fibrinogénio, Ln, caseina, fibrina

Col-l, IV, Fn, Pn, osteonectina, IGFBP-3, E-caderina, TNF-q,
EGFs

decorina, elastina, fibulina, osteonectina, tenascina
vitronectina, casein

Col-V, En, fibrina, a-2-M

IGFBP-1, a-2-M

Col-I-ll, CD44, Ln, mucina-1, fibrilina, fibronectina, vitronectina,
FXII, fibrina, MMP-2, TNF-a

Col-lll, fibronectina, MMP-2

Col-l, IV, elastina, fibrilina, fibronectina, Ln, plasminogénio, FXII

Col-l, IV, fibronectina, IGFBP-3, Ln, tenascina

MMP-4, -5, -6 e -22 foram mais tarde identificadas como homélogas a outras MMPs; MMP-18 n&o foi
descrita com expressao em humanos.

Legenda: MMP - metaloproteinase; IL - interleucina; IGFBP - proteina ligadora ao fator de crescimento insulin-like; TGF - fator
de crescimento transformante; TNF - fator de necrose tumoral.
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1.1.2.1 Estrutura das MMPs

Todas sao sintetizadas como pré pré enzimas e secretadas como pré MMP ou
zimoégenos (BARRETT et al., 1998), e sédo ativadas por clivagem do pré dominio N-
terminal (CURRAN; MURRAY, 2000).

A estrutura primaria das MMPs consiste de trés regides basicas: (1) dominio
catalitico; (2) dominio amino-terminal; (3) e o dominio translacional (Figura 1) (KLEIN
et al., 2004;). O primeiro acomoda um atomo de zinco no sitio ativo, é responsavel
por hidrolise de substratos e semelhante em todas as classes de MMPs. O segundo
€ também chamado de dominio propeptidio, composto de aproximadamente oitenta
aminoéacidos. E responsavel pela laténcia da enzima, sendo removido quando a
enzima é ativada. O residuo de cisteina na sequéncia de aminoacidos interage com
0 atomo de zinco catalitico no sitio ativo, impedindo a atividade da MMP. Para ativar
a MMP, a interag&o zinco-cisteina tem que ser bloqueado na interagdo zinco-agua
(chamada de cisteina switch). In vitro, a ativacdo da MMP pode ocorrer por
diferentes métodos: agentes modificadores do Thiol (acetato 4-aminofenilmercurico,
cloreto de mercurio e N-etilmaleimide), glutationa oxidada, agentes caotropicos, e
oxigénios reativos (NAGASE, 1997; VISSE; NAGASE, 2003).

Os dois métodos mais comuns sdo o tratamento organomercurial com acetato
de mercurio 4-aminofenol e a protedlise. O tratamento organomercurial resulta na
modificagdo da cisteina, com permanente interrupgcado da interacao zinco-cisteina; e
a protedlise resulta da remocao do dominio propeptidio, que contem o residuo de
cisteina, ativando a MMP (MORGUNOVA et al.,, 1999). O terceiro € o dominio
translacional, peptideo sinal que direciona o produto para secre¢cao. A maioria das
MMPs também possui um dominio C-terminal com uma sequéncia de homologia a
hemopexina, apresenta-se numa estrutura de quatro hélices, com um disco que
estrutura no meio o ion de calcio, e apesar de contribuir com a especificidade do
substrato e constituir um sitio de ligagao para os inibidores teciduais, sua fungéo
ainda nao é bem compreendida (OVERALL et al., 1999, PICCARD et al., 2007).
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Figura 1 - Dominios estruturais das MMPs. As MMPs séo classificadas dentro de
subgrupos e dependendo das estruturas dos dominios e especificidade de substrato
(http://lwww.circresaha.org) (VISSE; NAGASE, 2003).

Legenda: S - sinal peptideo; Pro - propeptideo; Cat - dominio catalitico; Zn - sitio ativo do zinco; Hpx - dominio hemopexina; Fn
- dominio fibronectina; V - insergédo vitronectina; | - dominio tipo 1 transmembrana; Il - dominio tipo Il transmembrana; G -
“ancora” GPI; Cp - dominio citoplasmatico; Ca - regido de cisteina array; e Ig - dominio IgG-like.

1.1.2.2 Regulacédo das MMPs

As MMPs sao proteinas altamente reguladas em trés niveis diferentes de
requlagcdo: da transcricdo, ativagdo das MMPs latentes e inibigdo das MMPs
(CURRAN et al., 2000).

A regulagado transcricional € a primeira etapa. Nem todas MMPs contem
elementos transcricionais bem definidos, dentre elas a MMP-2. O nivel basal de
expressdo génica e a estabilidade do RNAm podem, em sua maioria, ser
rapidamente modificados quando é solicitado um remodelamento extracelular. Essa
modificacdo pode ocorrer por mudangas nos componentes da matriz extracelular,
por fatores de crescimento ou citoquinas (RIES; PETRIDES, 1995).

Muitos genes de MMPs (MMP1, MMP3, MMP7, MMP9, MMP10, MMP12 e

MMP13) podem ser induzidos por estimulos extracelulares que ativam um fator de
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transcricao dimérico, o complexo AP1. Esse complexo, composto pelas proteinas JUN
e FOS, liga-se ao promotor de MMPs no nucleo celular e ativa sua transcrigdo. A
indugdo da expressao e atividade de AP1 sdo mediadas por trés classes de proteinas
quinases ativadas por mitogenos (MAPK), ERKs, quinase do N-terminal de JUN ativada
por estresse (JNK) e a de p38 (WESTERMARCK; KAHARI, 1999). A proteina quinase
C (PKC) ativa a via de sinalizacdo de ERK1/ERK2. Foi demonstrado que a super
expressao de isoformas de PKC, tais como, PKCd, PKCe e PKCt, resultam na ativacao
do promotor de MMP1, e que a PKC também desempenha funcao importante na
expressao de MMP-9 em células de gliomas malignos (YABKOWITZ et al., 1999).

Todas MMPs sao secretadas como zimoégenos inativos e s&do ativadas por
clivagem do pro-dominio N-terminal. A maioria é ativada por tecidos ou por proteases
do plasma sérico, como a plasmina. A sequéncia de propeptidio € clivada no
aminoacido alvo e entdo a ativagéo catalitica das MMPs ¢ iniciada (CURRAN et al.,
2000). Excecao a essa ativagdao sdo as MMPs do tipo membrana, que sao ativadas
antes de serem transportadas para superficie celular, e a pro-MMP-2 que perde o
aminoacido alvo necessario para ser ativada por proteases séricas (ITOH et al., 2001).

As MMPs ativadas sao capazes de ativar outros membros da familia das
MMPs. Por exemplo, a MMP-3 pode ativar a MMP-2, a MMP-9 e a MMP-7. As
gelatinases, MMP-2 e MMP-9 podem ativar-se reciprocamente. A MMP-2 pode ser
ativada por outras metaloproteinases, incluindo as MT-MMPs, que apresentam a
capacidade de ativar a pro-MMP-2 (Figura 2) (OKADA et al., 1990; MAQUOI et al.,
1998).

Membrana Celular Gelatinase-B

1] _ Collagenase-3 ———  gMmp.a  *——— Matrilysin-2
MTL-MME — " e - MMP-25
| S [ S . , \
MTZMMP ", (| N N .
ll |I ‘\H\_ .\'-\. | | ";.-">\ |I §
Iy e i // b Stromelysin-1
MTI-MMP — _  a w/ i—"ﬁ MMP-3 s Collagenass-2
* Gelatinase-A x Y\ MMP-B
MTSMMP ——*  MMP-2 - Stromelysin2 —
e A T ) MMP-10 '
I -.____.d' .-__.- '.__ F; -\._:'l:_.-\- .
MTE-MMP i e k%
i ;o i ol
/ v S .
- Matrilysin-1
Metalioelastase Collagenase-i.4——————  MMP-T
MMP-12 MMP-1

Figura 2 - Capacidade de ativagao reciproca das MMPs na superficie celular.
Legenda: MT1-MMP = MMP14. MMP-2 é a metaloproteinase, mais, ativada pelas outras MMPs.
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Trés mecanismos foram descritos para explicar a ativacdo da proMMP-2:
ativacdo autocatalitica, ativagcdo dependente de TIMP-2 (inibidor tecidual das
metaloproteinases - TIMP) e ativagdo dependente do  sistema
plasmina/plasminogénio tipo uroquinase associado a superficie celular (OVERALL et
al., 2000). Os mecanismos diferem, mas tém uma caracteristica em comum, pois
envolvem processos de ativacdo da proMMP-2 para uma forma intermediaria, depois
para a MMP-2. O mecanismo via TIMP-2 para ativagdo da pro-MMP-2 envolve uma
formagao complexa entre MMP-14/TIMP-2/MMP-2, onde a TIMP-2 livre da MMP-14
€ eventualmente responsavel pela clivagem do propeptideo (ITOH et al., 2001),
modificando a idéia de que as TIMPs eram meramente inibidores das MMPs. Assim,
foi demonstrado que uma parcela da TIMP-2 é obrigatoria para ativagdo da MMP-2,
e 0 desbalanco na relacadgo MMP-14/TIMP-2 em outra diregdo pode levar a
diminuicao da ativacao da MMP-2.

A terceira forma de regulagcdo das MMPs ¢é através dos inibidores endégenos
naturais, sendo os mais comuns as a-macroglobulinas e os inibidores teciduais das
MMPs (TIMP). Foram identificadas quatro TIMPs (TIMP-1, TIMP-2, TIMP-3 e TIMP-
4), com distribuicao tecidual diversa e com fungao inibitéria eficiente e reversivel da
atividade enzimatica das MMPs, diferindo entre elas na forma de inibicdo contra as
diferentes MMPs (NAGASE; VISSE, 2006), apresentando ainda influéncia na
angiogénese e crescimento tumoral através da inibicdo das MMPs, ativacédo da
MMP-2, redugdo do crescimento celular e indugdo da apoptose (GIAVAZZI,
TARABOLETTI, 2001; ITOH et al., 2001).

1.1.2.3 MMP e o Cancer

Evidéncias do papel das MMPs no cancer foram descritas no estudo com
ratos com a redugcdo da MMP-2 e a diminui¢gao do crescimento tumoral (ITOH et al.,
1998). Existem diversos relatos de tumores sélidos em adultos relacionando o
crescimento tumoral, metastase e prognostico com as MMPs (NELSON et al., 2000
GIAVAZZI, 2001, PAUPERT et al.,, 2008; HU et al., 2009). Ha estudos que
demonstram a maior expressao de MMP-2, MMP-9 e MT1-MMP em pacientes com

neoplasia maligna que naqueles com tumores benignos, além de haver associagao
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dos altos niveis destas MMPs com pior progndstico e fendtipo mais agressivo
(DAVIDSON et al., 1999; MYLONA et al., 2007; SHIM et al., 2007).

Gragas a capacidade das MMPs de degradacdo da matriz extracelular,
ocorre a migragao das células endoteliais e células tumorais, que perdem o
contato célula-matriz e célula-célula, com a liberacdo de fatores de crescimento
da matriz extracelular (MEC) e complexos inativados, que clivam os receptores
dos fatores de crescimento e os ativam, com excregao de pré-pré-enzimas, como
o fator de crescimento transformado (TGF-a, TGF-B, fator estimulador de coldnia
de macrofagos (M-CSF), fator de crescimento insulina like (IGF) e receptor de
crescimento de fibroblastos (FGRF)-1 (LEVI et al., 1996; YU; HAN, 2006).

Como as MMPs estdo envolvidas em varias etapas pré-cancerigenas, nao é
surpresa que elas afetem também as etapas finais, como na evasao de células de
carcinoma do sitio primario (DUFFY et al., 2008). Sozinhas estas células n&o
sobreviveriam na circulagdo sem o contato com células adjacentes ou estroma, e
somente pequena fragdo delas estaria apta a desenvolver o tumor em outros sitios
(MARTH et al., 2002). E sugerido que a mudanca no perfil da expressdo das MMPs
e TIMPs em células metastaticas parece afetar este processo quando comparadas

com células do tumor primario (ITO et al., 2003).

1.1.2.4 O Papel das MMPs em Leucemia Linféide Aguda

Essa hipdtese tem sido estudada pelo papel das MMP-2 e -9 e MMP-14 na
angiogénese tumoral. A MMP-2 é expressa em linhagens celulares linfoblasticas
correlacionadas com habilidade para invadir a matrigel in vitro e com a capacidade
de metastizar em modelo animal (HENDRIX et al., 1992). A expressao da MMP-9 em
células linfoblasticas foi descrita em linfomas de Burkitt implantados com esta MMP
€ maior possibilidade de invasdo do sistema nervoso central e de metastases em
modelos de ratos.

Poucos ensaios clinicos tém sido feitos para estudar a expressdo de MMP na
LLA em humanos. Kuittinen et al. (2001) demonstrou uma diferente expressao entre

adultos e criangas com LLA, enquanto os adultos apresentaram 65 e 25% para
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expressao de MMP-2 e MMP-9 respectivamente, houve 12.7% com reagao positiva
para blastos para expressdo de ambas MMPs nos casos pediatricos.

Em estudo por RQ-PCR (reagdo em cadeia da polimerase em tempo real)
realizado com células blasticas da medula éssea (MO) de134 pacientes pediatricos
com LLA foi sugerido que o perfil de hiper expressao dos genes da MMP-2 e da
TIMP-2 poderia estar associado com LLA-T, e a co-expressao de MMP2/MMP9
associada com mais de 25% de blastos na medula 6ssea do D14 (indug¢édo), mais de
5% no D28 e LLA-T, apesar de nao haver relacdo com sobrevida livre de doenca
(SCRIDELI et al., 2008).

As outras MMPs e TIMPs sao pouco ou ainda nao foram estudadas em LLA,
apesar de varios trabalhos sugerirem alteragdo na expressdo delas em outros

canceres (Tabela 3).

Tabela 3 - Exemplos da relacdo das MMPs e TIMPs com neoplasias

MMP/TIMP Tipo de cancer

MMP-1 Carcinoma de cabega e pescogo (POLETTE et al., 1991%)
Carcinoma de pele (GRAY, 1992%)
Carcinoma de colon intestinal (D’ERRICO et al., 1991%)
MMP-2 Cancer de mama (TALVENSAARI-MATTILA et al., 1999%)
Carcinoma de célon (BODEY et al., 2000%)
Melanoma (HOFMANN et al., 2000%)
MMP-3 Carcinoma de cabega e pescog¢o (MULLER et al., 1991%)
Carcinoma de pele (TSUKIFUJI et al., 1997%)
Neoplasia de cérebro (NAKANO et al., 1993%)

MMP-7 Carcinoma de cabega e pesco¢o (MULLER et al., 1991%)
Carcinoma de pulm&o (MULLER et al., 1991%)
MMP-14 Carcinoma de pulméao (TOKURAKU et al., 1995%)

Carcinoma de tiredide (NAKAMURA et al, 1999%)
Neoplasia de cérebro (YAMAMOTO et al., 1996*)
Carcinoma de célon intestinal (OHTANI et al., 1996*)
Leucemia mieléide aguda (SHIRVAIKAR et al., 2008*)

TIMP-2 Cancer de mama (REMACLE et al., 2000%)
Cancer de ovario (SAKATA, et al.,2000%)
TIMP-3 Carcinoma colo retal (POWE et al., 1997%)
Cancer de mama (URIA et al., 1994%)
TIMP-4 Gliomas (GROFT et al., 2001%)

Cancer cervical (LIZARRAGA, 2005%)
Carcinoma de células renais (HAGENANN et al., 2001*)

Legenda : * - artigos que descreveram a relagcdo da metaloproteinase com o cancer.
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1.2 Justificativa

A leucemia linféide aguda é a neoplasia mais frequente na infancia, e apesar
dos avancgos diagndsticos e terapéuticos, em torno de 25% dos casos ha recaida da
doenca.

Descobrir outros fatores prognoésticos e a utilizagdo da terapia génica sao
necessidades na realidade atual da LLA.

Neste estudo analisaremos as células blasticas da medula 6ssea de pacientes
pediatricos com leucemia linféide aguda através da expressao dos genes das MMPs:
MMP-1, MMP-2, MMP-3, MMP-14 (MT1-MMP) e TIMPs (TIMP2, TIMP3 e TIMP4),

de acordo com a linhagem linféide, T ou B, e variaveis clinicas de progndstico.

1.3 Objetivos

Analisar a expressao dos genes da MMP-1, MMP-2, MMP-3, MMP-14, TIMP-
2, TIMP-3 E TIMP-4 por RQ-PCR nas células blasticas da medula déssea de
pacientes pediatricos com LLA-T e LLA-B.

Correlacionar variaveis clinicas ao diagndstico, perfil citogenético e sobrevida
com a intensidade de expressao dos genes acima citados isoladamente e com suas

razoes de expressao.
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2 METODOLOGIA

2.1 Casuistica

Foram analisadas amostras de RNA da medula 6ssea do diagnéstico de 29
pacientes pediatricos com LLA que estavam congelados (- 80°C) e armazenados no
banco de medula 6ssea do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de
Ribeirdo Preto da Universidade de S&o Paulo. O diagndstico seguiu critérios
morfologicos e citoquimicos e foram confirmados por imunofenotipagem utilizando
painel de anticorpos monoclonais do Laboratério de Hematologia do Hospital das
Clinicas de Ribeirdo Preto, sendo classificados em LLA pré B, pré pré B (pro B), B
madura e LLA-T.

As amostras fizeram parte do projeto de pesquisa “PADRAO DE
EXPRESSAO GENICA DA LEUCEMIA LINFOBLASTICA AGUDA DA CRIANCA
ASSOCIADA A RESISTENCIA A QUIMIOTERAPIA”, que foi aprovado pelo Comité
de Etica, bem como o termo de Consentimento Livre e Esclarecido, sob registro no
CEP 8681/2001, e através do processo n° 021533/2002-26, parecer n° 1164/2002
(ANEXO A).

Critérios de inclusio:

a. Amostras de RNA de medula éssea de paciente menor de 18 anos, com
diagndstico de LLA confirmado por imunofenotipagem e analise
morfoldgica do esfregago de medula éssea, inserido no GBTLI 99, e no
trabalho descrito acima, o qual foi previamente aprovado pelo comité de

ética.

Critérios de exclusao:

a. Amostras de medula éssea de pacientes com LLA que ndo estivessem
armazenadas de maneira adequada, no banco de medula éssea do
Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da

Universidade de Sao Paulo.
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Foram analisadas quatorze amostras de medula ¢ssea de LLA de células T e
quinze de LLA de células B (consecutivas) colhidas ao diagndstico.
Os dados referentes as variaveis clinicas e laboratoriais de progndstico foram
coletados através de informacgdes atualizadas do GBTLI. As variaveis utilizadas foram:
Idade ao diagnéstico
1->que 1ano e <que 9 anos
2-<que 1ano e >que 9 anos
Globulos brancos (GB) ao diagndstico
1- < que 50.000
2 -=que 50.000
GB no dia 7 da indug¢ao quimioterapica (D7)
1 - < que 5000
2 ->que 5000
Medula éssea no D14 (Mod14)
1— M1 ou M2
2-M3
Mod28
1 - menos que 5% de blatos
2 - mais que 5% de blastos
Resposta ao tratamento (quimioterapia de indugao)
1- Boa
2- Ruim
Grupo de risco de recaida
1- Alto risco (AR)
2- Risco Basico (RB)
Calla (apresenta antigeno CD10 — leucemia comum- nos blastos)
1- Calla +
2 - Calla -
LLA de células T
1 - negativo
2 - positivo
Citogenética (presenca de translocag¢des cromossémicas)
1 - Bom prognostico t(4;11) e t(12;21)
2 - Mau progndstico t(9,21)
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Invasao de SNC
1- Presente
2- Ausente
Sobrevida Livre de eventos (SLE) ou status
1 - sem eventos (em remissdo completa)

2 - com eventos (recaida ou 6bito)

2.2 Métodos

Células de medula 6ssea foram coletadas de pacientes com menos de 18
anos de idade ao diagnéstico. Foi realizada a separagao por centrifugacdo em
gradiente de Ficoll-Hypaque de densidade 1077g/ml, em baixa densidade. O plasma
foi retirado (fase superior) e a fase sedimentada das hemacias e granuldcitos foi
utilizada para extracédo do RNA.

Procedeu-se a extracdo do RNA das amostras armazenadas em Trizol®,
conforme protocolo (ANEXO B). O RNA extraido foi quantificado por
espectofotometria a 260 nm (Eppendorf® BioPhotometer Plus, Eppendorf AG,
Hamburg, Germany) e posteriormente verificado sua qualidade por meio de corrida
em gel de agarose a 1,2% (ANEXO C). Posteriormente foi produzido o DNA
complementar (cDNA) utilizando-se o protocolo da transcriptase reversa e este foi
diluido para a utilizagdo no aparelho de RQ-PCR (ANEXO D). A expressao dos
genes das MMP-1, MMP-2, MMP-3, MT1-MMP, TIMP-2, TIMP-3 e TIMP-4 em
células da medula 6ssea foi avaliada diretamente pela quantificacdo da expressao
do RNA mensageiro por PCR em tempo real (Applied Biosystems 7500 RT-PCR
System, Sdo Paulo, SP).

Para o RQ-PCR, foram utilizadas sondas Tagman® (ANEXO E) para MMP-1
humana  [referéncia: Hs 00233958 m1], MMP-2 humana [referéncia:
Hs 01548733 _m1], MMP-3 humana [referéncia: Hs 00233962 m1], MT1-MMP
humana [referéncia: Hs 00237119 _m1], TIMP2 humana [referéncia:
Hs 01079206 _s1], TIMP3 humana [referéncia: Hs 00165949 m1] e TIMP4 humana
[referéncia: Hs_ 00162784 m1] (Applied Biosystems®, Foster City, CA, USA) e
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controle endégeno GUS-beta [Reporter: FAM] (Applied Biosystems®, Foster City,
CA, USA) (ANEXO E). Todas as analises foram feitas em duplicata. O calculo das
expressdes génicas foi feito pelo método 22CT descrito previamente (LIVAK;
SCHMITTGEN, 2001). O calibrador foi escolhido de cDNA sintetizado a partir de
RNA extraido de linhagem de leucemia linféide aguda, LUCENA 1, derivada da
linhagem eritro-leucémica K562, resistente ao alcaldide da Vinca e a antraciclicos,
que expressava todos os genes citados e o controle GUS-beta, exceto a MMP-3.
Esta escolha foi feita apos teste de expressdo para outros calibradores, como
medulas ésseas normais de criangas, linhagem de LLA K562, linhagens de tumores
de sistema nervoso central, e tecido de placenta. Apenas as linhagens de tumores
de glioblastoma, U87 e T98G, expressavam a MMP-3.

O resultado é expresso em unidades arbitrarias, devendo ser interpretado
como a quantidade de vezes que o0 gene de interesse encontra-se expresso em
relacdo ao controle endégeno e em relagdo ao calibrador (Linhagem Lucena). O
controle endégeno (Gus-beta) é um gene cuja expressdo permanece constante na

presenca de estados morbidos.

2.3 Anélise Estatistica

Os resultados estao expressos como mediana (variagao) ou numero de casos.

Foram feitas comparacgdes entre expressao génica de cada MMP e TIMP com
as variaveis de prognostico separadamente.

As analises foram feitas de duas formas distintas: a primeira utilizou os valores
absolutos da expressao génica para comparagao (variavel continua); a segunda foi
realizada através da expressao relativa dos genes das MMPs e TIMPs, dividida
arbitrariamente em dois grupos, definidos como de baixa expressao (valores
menores ou iguais a mediana) ou de alta expressdo (valores maiores que a
mediana) (variavel categorica ou nominal).

Para as variaveis continuas foi utilizado o teste de Mann-Whitney (teste nao

paramétrico), e para as variaveis categoricas o teste exato de Fisher.
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Realizado o intervalo de confianca (IC) entre a expressdo de cada gene e
variaveis de prognéstico, como também a razdo de chance (odds ratio - OR).

Testes de correlagdo entre duas variaveis continuas foram feitos pelo
coeficiente de correlagdo de Spearman para avaliar associagao entre expressao
génica das MMP2 e MMP14 com TIMP2.

A analise de sobrevida foi realizada pelo método de Kaplan-Meier,
apresentada em curvas e graficos.

Foram utilizados os programas estatisticos do SPSS® 16.0 (SPSS Inc.,

Chicago, IL, USA) e considerados significantes os resultados quando p<0,05.
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3 RESULTADOS

3.1 Dados epidemioldgicos

Determinamos a associagao entre a expressado dos genes da MMP1, MMP2,
MMP3, MMP14, TIMP2, TIMP3, TIMP4 e a razdo MMP2/MMP14, MMP2/TIMP2 e
MMP14/TIMP2 com as variaveis clinicas e laboratoriais de 29 pacientes, de acordo
com idade e contagem de glébulos brancos ao diagnostico (GB), grupo de risco de
recaida (baixo e alto risco), imunofenotipagem [como LLA de células T (LLA-T) ou de
células B (LLA-B)], resposta ao tratamento (resposta a quimioterapia de inducao:
bons e maus respondedores), envolvimento do SNC e status (em remissdo completa
ou com evento desfavavoravel — morte ou recaida).

Alguns dados clinicos nao foram obtidos por auséncia da informagao no banco
de dados do GBTLI: Medula éssea (MOD14) no dia 14 da inducédo de 04 pacientes,
MODZ28 de 01 paciente, resposta ao tratamento de 02 pacientes e citogenética de 03
pacientes.

Os resultados sobre os critérios iniciais para classificagao do risco de recaida
evidenciaram que os pacientes com LLA-T apresentavam maiores médias de idade
(10,71 anos versus 6,12 anos) e globulos brancos (260.650 células/dl versus 34.073
células/dl) ao diagnostico que aqueles com LLA-B. Por conseguinte, o risco de
recaida sugere ser maior nos casos de LLA-T, com sobrevida livre de eventos menor
(64.3 £7.1% versus 93.3 £3.9%, p=0.06) (Tabela 4) (Figura 3).

Trés pacientes tiveram mais de 5000/dl glébulos brancos no sétimo dia da
inducdo (D7), dois pacientes apresentaram medulas 6sseas no D14 como M3, e um
possuia MO com mais de 5% de blastos no D28.

A infiltracdo de SNC esteve presente em um paciente com LLA-T.
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Tabela 4 - Distribuicdo dos pacientes portadores de LLA segundo variaveis clinicas,
tipo de linfoblastos e perfil citogenético.

LLA-T (n:14) LLA-B (n:15)
Frequencia % (n° Frequencia % (n°
Absoluto) Absoluto)
Idade 1-9 anos (n:16) 35,7 (5) 73,3 (11)
=9 anos (n:13) 64,3 (9) 26,7 (4)
GB *! <50,000/dL (n:15) 28,6 (4) 73,3 (11)
>50,000/dL (n:14) 71,4 (10) 26,7 (4)
Grupo de risco Baixo (n:8) 14,3 (2) 40 (6)
de recaida Alto (n:21) 85,7 (12) 60 (9)
GB no D7 <5000/dI (n:26) Grupo1 85,7 (12) 93,3 (14)
>5000/dl (n:3) Grupo 2 14,3 (2) 6,7 (1)
MO*? no D14 M1 (n:23) 90 (9) 93,3 (14)
M2 ou M3 (n:2) 10 (1) 6,7 (1)
MO*® no D28 <5% de blastos (n:27) 92,3 (12) 100 (15)
25% de blastos (n:1) 7,6 (1) -
Resposta*" Boa (n:22) 75 (9) 86,7 (13)
Ruim (n:5) 25 (3) 13,3 (2)
Citogenética Favoravel (n:25) 100 (11) 93,3 (14)
Desfavoravel (n:1) - 6,7 (1)
Envolvimento <5blastos/mm® (n:28) 92,9 (13) 100 (15)
SNC*® >5blastos/mm?® (n:1) 71(1)
Status*® Remiss&o completa (n:23) 64,3 (9) 93,3 (14)
Recida/6bito(n:6) 35,7 (5) 6,7 (1)
Sobrevida*’ Meses (média) 40,28 66,66

Legenda: *1 - globulos brancos ao diagnéstico; *2 — medula 6ssea analisada morfologicamente no 14° dia de inducdo
quimioterapica;*3 - medula éssea analisada morfologicamente no 28° dia de indugdo quimioterapica *4 - Resposta a quimioterapia de

indugéo no 28%dia; *5 — sistema nervoso central; *6 — Situagao clinica até setembro-2008; *7 — sobrevida livre de eventos.
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Figura 3 - Sobrevida livre de eventos em criangas com LLA-B e -T
Legenda: Porcentagem de sobrevida livre de eventos versus valor absoluto em meses.
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3.2 Andlise das variaveis relacionadas com a expressao génica

Foram correlacionadas as expressdes dos genes com as variaveis clinicas e
laboratoriais de progndstico na LLA, entretanto o gene da MMP3 ndo esteve
expresso em nenhuma das amostras estudadas. A expressdo do RNAm da MMP1
nao foi detectada em 27/29 (93.1%) amostras analisadas, da MMP2 em 21/29
(72.4%), MMP14 em 4/29 (13.8%), TIMP2 em 1/29 (3.4%), TIMP3 em 11/29 (37.9%)
e TIMP4 em 21/29 (72.4%).

A variavel idade ao diagnodstico ndo se relacionou com nenhum dos genes
analisados isoladamente.

Quanto a variavel da imunofenotipagem, foi observado que MMP14 esteve
mais expressa nos casos de LLA-B que os LLA-T (OR: 0.09; 95% IC: 0.01-0.55; p =
0.01) (Figura 4), enquanto a TIMP2 esteve relacionada com LLA-T (OR: 9.16; 95%
IC: 1.63-51.4; p =0.001) (Figura 5), quando analisados pelos testes de Fisher
(Tabela 5 e 6) e Mann-Whitney (Tabela 7 e 8).
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Figura 4 - Nivel de expressao relativa de RNAm da MMP14 na medula éssea de 15
criangas com LLA-B e 14 com LLA-T.

Legenda: Os valores da mediana estéo representados pelas linhas vermelha e preta em negrito.
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Figura 5 - Expresséao relativa de RNAm de TIMP2 na medula 6ssea de pacientes
pediatricos com LLA-T e — B.

Legenda: os valores da mediana estdo representados pelas linhas vermelha e preta na horizontal em negrito. TIMP2 mais
expressa nas amostras de LLA-T analisadas.

Tabela 5 - Analise de variaveis clinicas com expressao das MMPs utilizando o teste
de Fisher (valor de p), o odds ratio (OR) e intervalo de confianga de 95%.

MMP1 MMP2 MMP14
OR (95%IC) P OR (95%IC) P OR (95%IC) P
Idade 1-9 anos (n:16) ok 0.48 fd 0.23 ook 0.13
=9 anos (n:13) 0.87(0.72-1.0) 3.0(0.56-16.95) 0.26(0.05-1.26)
GB* <50.000/dL (n:15) 1.00 1.00 0.27
>50.000/dL (n:14) 1.00(0.06-19.0) 1.00(0.19-5.15) 0.37(0.08-1.66)
GB D7 >5.000/dI 1.00 1.00 0.59
<5.000/dI 0.92(0.82-1.03) 1.28(0.1-16.5) 2.33(0.18-29.03)
MO D14* M1 ou M2 0.08 0.25 1.00
M3 2.00(0.5-7.99) 0.21(0.10-0.47) 1.09(0.06-19.6)
MO D28*° >5% blastos 1.00 - 1.00
<5% blastos 0.92(0.83-1.03) - 0.51(0.36-0.74)
Risco de recaida Baixo (n:8) Hoxk 1.00 fd 0.37 ook 0.10
Alto (n:21) 1.1(0.96-1.27) 3.76(0.38-37.1) 0.20(0.03-1.27)
Imunofenotipagem | Linhagem B (n:15) il 1.00 b 0.41 ok 0.009
LLA-T (n:14) 1.00(0.06-19.0) 2.5(0.46-13.5) 0.09(0.01-0.55)
Citogenética Favoravel 1.00 1.00 1.00
Desfavoravel 0.96(0.88-1.04) 0.66(0.50-0.88) 0.52(0.35-0.75)
Resposta ** Boa(n:22) wen 0.18 ok 0.37 wox 0.64
Ruim (n:5) 1.25(0.8-1.93) 3.40(0.37-30.6) 1.80(0.24-12.98)
Infiltragdo SNC*° <5blastos/mm? (n:28) ok 0.06 Hoxk 1.00 ek 1.00
>5blastos/mm?® (n:1) 0.03(0.005-0.2) 0.70(0.55-0.89) 0.50(0.34-0.72)
Status*® RC* '(n:23) 0.37 0.28 0.16

Recaida/obito (n:6)

4.4(0.23-82.9)

0.65(0.48-0.87)

0.15(0.01-1.53)

Legenda: *1 - glébulos brancos ao diagnodstico; *2 — medula 6ssea analisada morfologicamente no 14° dia de indugéo
quimioterapica;*3 - medula éssea analisada morfologicamente no 28° dia de indugdo quimioterapica *4 - Resposta a quimioterapia
de inducdo no 28° dia; *5 — sistema nervoso central; *6 — Situagdo clinica até setembro-2008; *7 — Remissdo completa; *** com
base no valor de referéncia (1.00).
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ao diagnostico se

correlacionaram com maior expressao do RNAmM da TIMPZ2, segundo analise pelo
teste de Mann-Whitney (Tabela 8).

Nado se observou diferenga estatisticamente significativa na expresséo da

MMP2 e TIMP4 entre as LLAs T e B, e nas demais variaveis estudadas.

Dezoito dos vinte e nove pacientes (62%) expressaram a TIMP3. Todos os

cinco casos analisados que apresentaram ma resposta a quimioterapia de indugao

também tiveram hiperexpressdo do gene da TIMP3, segundo analise por Teste

exato de Fisher, com significancia estatistica (p = 0.01) (Tabela 6 e Figura 6).

Tabela 6 - Analise de variaveis clinicas com expressao das TIMPs utilizando o teste
de Fisher (valor de p), odds ratio (OR) e intervalo de confianga de 95%.

TIMP2 TIMP3 TIMP4
OR (95%IC) P OR(95%IC) P OR (95%IC) P

ldade 1-9 anos (n:16) ok 1.00 el 0.71 ok 1.00
> 9 anos (n:13) 1.00(0.22-4.46) 1.50(0.34-6.53) 0.90(0.16-5.00)

GB* <50.000/dL (n:15) ok 0.25 ok 0.27 ok 0.68
>50.000/dL (n:14) 3.24(0.69-15.2) 0.37(0.08-1.66) 1.60(0.28-8.90)

GB D7 >5.000/dI 0.22 0.10 1.00
<5.000/dl 0.44(0.28-0.68) 0.42(0.27-0.66) 1.66(1.12-21.73)

MOD14** M1 ou M2 0.45 0.18 1.00
M3 0.43(0.27-0.69) 0.39(0.23-0.65) 0.78(0.63-0.97)

MOD28*® >5% blastos - 0.46 1.00
<5% blastos - 0.44(0.29-0.67) 0.74(0.59-0.92)

Risco de recaida Baixo (n:8) Kk 0.67 Kk 1.00 ok 1.00
Alto (n:21) 2.03(0.37-10.9) 0.90(0.17-4.63) 0.93(0.14-6.20)

Imunofenotipagem | Linhagem B (n:15) i 0.02 ok 1.00 ok 0.68
LLA-T (n:14) 9.16(1.63-51.4) 1.14(0.26-4.91) 1.60(0.28-8.90)

Citogenética Favoravel 1.00 0.46 1.00
Desfavoravel 0.50(0.33-0.74) 0.44(0.28-0.68) 0.76(0.61-0.94)

Resposta* * Boa(n:22) ok 0.09 ok 0.01 ok 1.00
Ruim (n:5) 0.40(0.24-0.67) 0.36(0.20-0.63) 0.85(0.07-9.44)

Infiltragcdo SNC*®> | <5blastos/mm® (n:28) ok 1.00 ok 1.00 ok 0.24
25blastos/mm?® (n:1) 0.48(0.32-0.71) 0.5(0.34-0.72) 0.21(0.10-0.43)

Status*® RC *'(n:23) 1.00 0.65 ok 0.61
Recaida/obito (n:6) 1.63(0.22-11.7) 0.45(0.07-3.01) 1.80(0.25-12.8)

Legenda: *1 - glébulos brancos ao diagndstico; *2 — medula dssea analisada morfologicamente no 14° dia de inducio
quimioterapica;*3 - medula 6ssea analisada morfologicamente no 28° dia de indugdo quimioterapica *4 - Resposta a
quimioterapia de indu¢do no 28° dia; *5 — sistema nervoso central; *6 — Situagéo clinica até setembro-2008; *7 — Remissao
completa; *** com base no valor de referéncia (1.00).
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Tabela 7 - Avaliacdo das variaveis clinicas com a expressao das MMPs e suas
medianas, com valor minimo e maximo. Utilizado teste de Mann-Whitney ( p).

MMP1 MMP2 MMP14
Mediana’ P Mediana p Mediana P

Idade 1-9 anos (n:16) 0.0(0.0-2.6) 0.19  0.0(0.0-19.81) 025 7.67(0.0-158.3) 0.29
2 9 anos (n:13) 0.0(0.0-0.0) 0.0(0.0-26.57) 1.92(0.0-387.3)

GB! <50,000/dL (n:15) 0.0(0.0-2.6) 1.00  0.0(0.0-19.81) 0.95 6.98(0.0-158.3) 0.21
>50,000/dL (n:14) 0.0(0.0-2.11) 0.0(0.0-26.57) 1.13(0.0-387.3)

Risco de recaida Baixo (n:8) 0.0(0.0-0.0) 0.37  0.0(0.0-19.81) 0.32 17(2.81-158.3) 0.06
Alto (n:21) 0.0(0.0-2.6) 0.0(0.0-26.57) 1.92(0.0-387.3)

Imunofenotipagem Linhagem B (n:15) 0.0(0.0-2.6) 1.00 0.0(0.0-0.72) 0.21 25.8(0.0-387.3) 0.01
LLA-T (n:14) 0.0(0.0-2.11) 0.0(0.0-26.5) 1.61(0.0-272.0)

Resposta * Boa(n:22) 0.0(0.0-0.0) 0.03  0.0(0.0-0.09) 0.12 2.98(0.0-387.3) 0.31
Ruim (n:5) 0.0(0.0-2.6) 0.36(0.0-26.5) 4.07(1.03-272)

Status RC *(n:23) 0.0(0.0-2.6) 0.32 0.0(0.0-26.5)  0.13  4.78(0.0-272.0) 0.28
Recaida/obito (n:6) 0.0(0.0-2.11) 0.0(0.0-0.0) 1.61(0.0-387.3)

Legenda: *Mediana referente as unidades arbitrarias do RQ-PCR; 1 — Glébulos Brancos ao diagnostico 2 — Resposta ao tra
tamento quimioterapico da indugéo; 3 — Remissdo completa;

Tabela 8 - Avaliacdo das variaveis clinicas com a expressao das TIMPs e suas
medianas, com valor minimo e maximo. Utilizado teste de Mann-Whitney (p).

T||V|*P2 TIMP3 TIMP4

Mediana P Mediana P Mediana P

ldade -0 anos (n-16) T0000-722) 048  1.2(00338) 065 00(0.00095) 061
>Qanos (n:13)  1.00(0.01-10.4) 2.45(0.0-223) 0.0(0.0-0.16)

GB! <50,000/dL (n:15)  0.65(0.0-21)  0.02  2.450.0-338) 043 0.0(0.0-0.095) 0.37
>50,000/dL (n:14)  2.3(0.04-72.2) 0.76(0.0-223) 0.0(0.0-0.16)

Risco de recaida Baixo (n:8) 0.67(0.021) 026  254(0.0-338) 059 0.0(0.0-0.095) 0.85
Alto (n:21) 1.21(0.0-72.2) 1.27(0.0-223) 0.0(0.0-0.16)

Imunofenotipagem | Linhagem B 0.35(0.0-2.63) 0001 1.27(0.0-60.3) 056 0.0(0.0-0.095) 0.34
LUAST (n:14) 2.15(0.48-72.2) 1.64(0.0-338) 0.0(0.0-0.16)

Resposta 2 Boa(n:22) 0.68(0.0-72.2) 017  041(0.0-223) 010  0.0(0.0-0.16)  0.87
Ruim (n:5) 1.36(0.48-6.30) 2.57(0.69- 0.0(0.0-0.11)

Status RC %(n:23) 0.82(0.0-722) 041  226(00-338) 024  00(0.0-0.16) 073
Recaidalobito 2.15(0.45-2.84) 0.34(0.0-4.63) 0.0(0.0-0.11)

LG\

Legenda: *Mediana referente as unidades arbitrarias do RQ-PCR; 1 — Gldébulos Brancos ao diagnoéstico; 2 — Resposta ao
tratamento quimioterapico da indugao; 3 — Remisséo completa;
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FIGURA 6 - RELAGAO TIMP3 ELEVADA COM MA RESPOSTA AO TRATAMENTO

Legenda: Resposta 1 - boa resposta ao tratamento ﬁuiminteré ico; Resposta 2 - ma resposta ao
tratamento quimioterapico. Valores da expressdo RNAm da TIMP3 foram transformados para escala
logaritimica para melhor visualizagdo dos dados .

A avaliagdo pelo teste de Mann- Whitney apontou para relagdo entre ma
resposta ao tratamento quimioterapico e expressdo acima da mediana do gene
MMP1 (Tabela 7). Entretanto, a incidéncia foi em dois dos 29 casos estudados.

N&o foi observada correlagédo estatisticamente significativa entre a expressao
dos genes estudados e suas razbes (MMP2/MMP14, MMP2/TIMP2 e
MMP14/TIMP2) (correlacdo de Spearman). Porém a expressdao da MMP14/TIMP2
correlacionada com MMP2, sugeriu uma tendéncia a correlagao inversa (correlagéo
de Spearman = 0,06) destes dados.

As razbes da expressdao dos genes MMP2/MMP14, MMP2/TIMP2 e
MMP14/TIMP2 estédo apresentadas nas tabelas abaixo (Tabela 9 e 10). Nota-se que
a maior expressao da MMP14/TIMP2 esteve associada com a LLA-B (95% IC: 0.02-
0.68; p= 0.02) (Figura 7), e menor risco de recaida (95% IC: 0.009-0.9; p= 0.03),
apesar da analise pelo teste ndo paramétrico ndo confirmar este dado (Tabela 9).

Encontramos associacdo entre MMP2/TIMP2 e idade superior a nove anos
(95% IC: 0.76-32.5 p=0.04), glébulos brancos acima de 50.000d/dl ao diagndstico
(95% 1C: 0.98-96.5; p= 0.02), alto risco de recaida (95% IC: 1.11-2.12; p= 0.04)
(Tabela 9 e 10) e situagao clinica até setembro de 2008 - status (Figura 8) (por

avaliagao de teste n&o paramétrico).
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Figura 7 - Relacao da expressao génica MMP14/TIMP2 com LLA-B.
Legenda: Analise por teste de Mann-Whitney. Os pacientes com LLA-B apresentaram maior
expressdo génica da relagdo MMP14/TIMP2 que os LLA-T.

Tabela 9 - Avaliacdo das variaveis clinicas com a expressao génica das razdes
entre a MMP2/MMP14, MMP2/TIMP2 e MMP14/TIMP2 utilizando o teste de Fisher
(valor de p), odds ratio (OR) e intervalo de confianga de 95%.

MMP2/MMP14  MMP2/TIMP2 MMP14/TIMP2
OR (95%IC) P OR (95%IC) P OR(©O5%IC) P
Idade 1-9 anos (n:16) ok 1.00 otk 0.13 otk 0.25
> 9 anos (n:13) 3.00(0.15-59.8) 5.0(0.76-32.5) 0.33(0.06-1.60)
GB*! <50.000/dL (n:15) 0.48 ok 0.07 ok 0.25
>50.000/dL (n:14) 9.0(0.36-220) 9.7(0.98-96.5) 0.34(0.07-1.65)
GB D7 >5.000/dI 1.00 1.00 0.59
<5.000/dI 0.42(0.18-1.0) 1.58(0.12-20.68) 2.3(0.18-29.7)
MOD14* M1 ou M2 1.00 1.00 1.00
M3 0.40(0.13-1.17) 0.77(0.61-0.96) 0.50(0.32-0.75)
MOD28** >5% blastos - 1.00 -
<5% blastos - 0.73(0.57-0.92) -
Risco de recaida Baixo (n:8) ok 1.00 il 0.07 i 0.03
Alto (n:21) 2.33(0.99-5.48) 1.53(1.11-2.12) 0.09(0.009-0.9)
Imunofenotipagem | Linhagem B (n:15) ok 1.00 ok 0.19 ok 0.02
LLA-T (n:14) 3.00(0.15-59.8) 4.06(0.63-26.1) 0.12(0.02-0.68)
Citogenética Favoravel - 0.24 1.00
Desfavoravel - 0.20(0.09-0.45) 0.52(0.35-0.77)
Resposta ** Boa(n:22) ok 1.00 ok 1.00 wex
Ruim (n:5) 0.66(0.02-18.0) 0.80(0.07-8.91)
Infiltracdo SNC *5 <5blastos/mm?® (n:28) - whk 0.25 rxx 1.00
>5blastos/mm?® (n:1) - 0.22(0.11-0.45) 0.50(0.34-0.73)
Status*® RC "(n:23) - - 0.02 0.32

Recaida/obito (n:6)

12.6(1.56-102)

0.20(0.02-2.17)

Legenda: *1 - glébulos brancos ao diagndstico; *2 — medula dssea analisada morfologicamente no 14° dia de indug&o quimioterapica;*3 -
medula 6ssea analisada morfologicamente no 28° dia de indugdo quimioterapica *4 - Resposta a quimioterapia de indugéo no 28°dia; *5 —

sistema nervoso central; *6 — Situagao clinica até setembro-2008; *7 — Remissao completa;

*kk

com base no valor de referéncia (1.00).
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Tabela 10 - Avaliagao das variaveis clinicas com a expressao génica das razdes entre a
MMP2/MMP14, MMP2/TIMP2 e MMP14/TIMP2 e suas medianas. Utilizado teste de
Mann-Whitney (p).

MMP2/MMP14 MMP2/TIMP2  MMP14/TIMP2

Mediana’ P Mediana P Mediana P

ldade 1-9 anos (n:16) 0.0 0.88 0.0 0.04 6.29 0.24
=9 anos (n:13) 0.0 0.0 1.32

GB! <50,000/dL (n:15) 0.0 0.08 0.0 0.02 6.29 0.16
>50,000/dL (n:14) 0.0 0.0 21

Risco de recaida Baixo (n:8) 0.0 0.27 0.0 0.04 26.8 0.07
Alto (n:21) 0.0 0.0 2.8

Imunofenotipagem Linhagem B (n:15) 0.0 0.65 0.0 0.10 28.5 0.005
LLA-T (n:14) 0.10 0.0 1.4

Resposta 2 Boa(n:22) 0.0 0.43 0.0 0.70 3.9 0.65
Ruim (n:5) 0.49 0.25 16.5

Status® RC “(n:23) 0.0 £ 0.0 0.01 5.9 0.26
Recaida/obito (n:6) 0.0 0.0 1.4

Legenda: *Mediana referente as unidades arbitrarias do RQ-PCR; 1 — Glébulos Brancos ao diagnéstico; 2 — Resposta ao tratamento
quimioterapico da indugéo; 3 — situagao clinica até setembro/2008; 4 — Remissao completa; 5 — ndo houve valores para preencher o
grupo com expressao acima da mediana.

Relacdo MMP2/TIMP2
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Expressio relativa de RNAm

Figura 8 - Expressao génica da relagcao MMP2/TIMP2 e recidiva/ébito ou remissao

completa.
Legenda: RCC - remissao completa; valor de p por teste de Mann- Whitney

Para analisar a possivel correlagdo da expressao dos genes MMP1, MMP2,
MMP14, TIMP2, TIMP3, TIMP4 e a razao entre MMP2/MMP14, MMP2/TIMP2 e
MMP14/TIMP2 com sobrevida livre de eventos em cinco anos (SLE), os pacientes
foram divididos em dois grupos. Foi usado o valor da mediana da expressao dos
respectivos genes, igual ou abaixo e acima dela como valor de corte. Para a razao

MMP2/TIMP2 foi encontrado maior SLE naqueles com expressédo génica abaixo da
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mediana (90.5 + 4.1% versus 42.9 £ 10.05, p = 0.008) (Tabela 11 e Figura 9), e 12.6
vezes mais chances de evento desfavoravel em criangas com expressao génica
acima da mediana (95% IC: 1.56-102; p= 0.02). Ndo foi observada diferengca na

sobrevida em relagéo as outras expressdes génicas estudadas.

Tabela 11 - Nivel de expressédo génica das MMP1, MMP2, MMP14, TIMP2, TIMP3,
TIMP4 e as relagcbes MMP2/MMP14, MMP2/TIMP2 e MMP14/TIMP2 e suas
associagcdes com sobrevida livre de eventos em cinco anos.

Gene Nivel da expresséao SLE +DP (%) Valor de p
(ntmero absoluto de eventos)

MMP1 < mediana (5) 81.5+4.3 0.18
= mediana (1) 50 £20.8

MMP2 < mediana (5) 75 0.135
> mediana (0) 100

MMP14 < mediana (5) 66.7+7.0 0.09
= mediana (1) 92942

TIMP2 < mediana (2) 85.7+5.8 0.656
> mediana (3) 78.6+6.2

TIMP3 < mediana (4) 73.3+6.8 0.38
= mediana (2) 85.7+55

TIMP4 < mediana (4) 81.8+4.7 0.55
> mediana (2) 71.4+£10.5

MMP2/MMP14 < mediana (0) 100 *
= mediana (0) 100

MMP2/TIMP2 < mediana (2) 90.5+4.1 0.008 **
> mediana (4) 42.9+10.05

MMP14/TIMP2 < mediana (4) 714+6.9 0.17
= mediana (1) 92.3+45

Legenda: DP — desvio padrao; SLE — sobrevida livre de eventos calculada pelo Kaplan — Meier e valor de p pelo teste de
log rank; * pequeno numero de pacientes, o que impossibilitou a analise estatistica; ** estatisticamente significativo (p <
0.05)
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T
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Figura 9 - Sobrevida livre de eventos em criangas com LLA de acordo com a

expressao da razao dos genes MMP2/TIMP2 abaixo e acima da mediana.
Legenda: * sobrevida acumulada. Valor de p segundo avaliagao teste de log rank.
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4 DISCUSSAO

As variaveis clinicas encontradas na amostra analisada sdo compativeis com
dados da literatura sobre LLA na infancia (PUI et al.,, 2008). Os resultados
encontrados mostram que as LLA-T apresentam-se com maior contagem de
glébulos brancos ao diagndstico (71,4% versus 26,7% das LLA-B), risco de recaida
(85,7% versus 60% das LLA-B), e menor percentual de remissdo completa (64,3%
versus 93,3% nas de linhagem B) e sobrevida global em meses (40,28 versus 66,66
das LLA-B). Evidenciando uma amostra com caracteristicas clinicas representativas
da LLA em criancas e adolescentes (BRANDALISE et al., 1993).

A relacdo das metaloproteinases e seus inibidores tem sido muito estudada
nos tumores solidos (EGEBLAD; WERB, 2002), a fim de melhor compreender os
mecanismos basicos do cancer, e poder facilitar o desenvolvimento de novas
terapias. Porém, ainda temos poucos estudos sobre estes mecanismos em LLA da
infancia, que é uma leucemia com caracteristicas bioldgicas distintas da LLA do
adulto, com maior potencial de infiltracdo de 6rgaos extramedulares nas LLA-T, e
necessidade de identificagdo de regimes terapéuticos que possam melhorar as taxas
de cura no subgrupo de pacientes de alto risco (PUI et al., 2008). Este trabalho é o
primeiro que analisa trés das MMPs (MMP1, MMP3 e MMP14) envolvidas na
ativacdo da MMP2 e seus inibidores enddgenos (TIMP2, TIMP3 e TIMP4) em LLA
de criangas.

O papel da MMP2 na leucemia aguda parece estar provavelmente mais
relacionado a capacidade de degradagcdo da MEC, interferindo na angiogénese e
facilitando migracéo de células endoteliais in vitro, com maior risco de invaséo e
potencial metastatico (KLEIN et al., 2004).

Foi demonstrada uma correlagdo negativa entre MMPs e prognostico em
alguns canceres, e mais recentemente em LLA (KUITTINEN et al, 2001,
SCHNEIDER et al., 2009; SCRIDELI et al., 2009). Porém, existem controvérsias em
relagdo a protecdo ou ao risco quando ha aumento de algumas MMPs ou TIMPs,
como demonstrado num estudo com 54 pacientes com leucemia, em que houve boa

resposta em trés anos ao tratamento convencional de LMA em 82% dos que
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expressaram MMP2 versus 100% de o6bito em 13 meses daqueles que nao
expressaram (KUITTINEN et al., 1999).

As MMPs e TIMPs podem potencialmente afetar a hematopoiese, modificando
a estrutura da matriz extracelular da medula 6ssea e regulando diversas fungdes
celulares incluindo proliferagcao, diferenciagdo, adesdo, migragdo e sobrevida
(BAKER et al., 1999; MARQUEZ-CURTIS et al., 2001).

Em 2001, um estudo finlandés com imunocitoquimica em esfregago de
medula éssea de 55 criangas com LLA apresentou baixa expressdao de MMP2 em
criangas e sugeriu nao haver relagdo entre expressdo de MMP2 e 9 e
comportamento mais agressivo da doenca (KUITTINEN et al., 2001). No presente
estudo, tivemos expressdo da MMP2 em oito dos 29 casos estudados (28.5%) e
também néao foi observada relagdo entre as variaveis clinicas de mau prognoéstico e
a MMP2 isoladamente.

A associagao entre LLA-T e expressao aumentada da MMP2 foi demosntrada
num estudo com 134 criangas e adolescentes com LLA (SCRIDELI et al.,2009). O
papel da MMP2 na LLA em nossa amostragem deve ser analisado com cautela,
devido ao reduzido numero de casos que estudamos.

A MMP14 foi a metaloproteinase mais expressa em nosso estudo (82,75%).
Esta constitui um receptor funcional para a ativagdo da MMP2 em linfoblastos, com
trabalho recente evidenciando elevada expressao da MMP14 em linfoblastos - B de
pacientes com LLA recidivada, que também se caracterizavam pela alta
porcentagem da MMP2 e TIMP2, apesar do grupo analisado ser pequeno
(SCHNEIDER et al., 2009). No nosso estudo a expressdao da MMP14 apresentou
correlagcao positiva com a LLA do tipo B, onde os pacientes tendem a se comportar
com melhor progndstico que nas LLA-T, e sugere haver menor risco de recaida
nestes pacientes (teste de Mann-Whitney com p= 0,06), sem correlacao direta com a
MMP2.

Nossos dados sugerem correlagédo inversa entre a relagado MMP14/TIMP2 e
MMP2 (correlagao de Spearman = 0,06), que pode ser explicada através das vias de
auto-regulagao das MMPs, pois a regido inibitéria da MMP14 ligada a TIMP2, forma
um complexo covalente, que permite a TIMP2 atuar clivando a proMMP2 e a
ativando. No entanto, quando esta relagdo se encontra em desbalango (por excesso
de MMP2 estimulando a liberacdo da TIMP2 e sua atividade inibitoria sobre a

primeira, por exemplo) pode levar a inibicdo da expressao da MMP2 (BERNARDO,;
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FRIDMAN, 2003), sugerindo que nao s6 a expressao de cada gene separadamente
pode estar associada com a disseminagcdo e invasao extramedular da LLA da
infancia.

Ja a colagenase intertiscial (MMP1) é responsavel por iniciar a degradagao do
colageno tipo 1, que é a principal proteina estrutural do osso, sendo importante para
o inicio da reabsorgao 6ssea, e atua como substrato também para a MMP2 e 9 na
degradagao do colageno IV, que esta envolvida no processo de invasédo tumoral e
metastases (ZDZISINSKA et al., 2008). Até o momento ndo se tinha descricdo da
MMP1 em LLA, apenas em tumores solidos (PENG et al, 2010;
BHUVARAHAMURTHY et al., 2006). A MMP1 foi detectada em 02 pacientes
analisados e estes apresentavam resposta ruim ao tratamento quimioterapico de
inducdo. Por ser uma amostra muito pequena, ndo podem ser inferidas maiores
analises, necessitando ampliar o nimero de casos.

A expressdo da MMP3 esteve associada ao potencial metastatico de
diferentes tipos de tumores, com alto grau de malignidade e crescimento de linfomas
em ratos (THEMSCHE et al., 2004). Nao havia dados sobre a expressao da MMP3
em células blasticas de LLA, porém nao houve expressdo na amostra analisada,
nem mesmo nas linhagens de leucemia testadas, apenas na amostra de tumor de
sistema nervoso central utilizada para calibragdo da reagcdo de RQ-PCR, o que foi
uma dado inesperado. Essa auséncia de expressido parece ser resultado da nao
ativagcdo desse gene, mostrando que o perfil de expressdo das MMPs tem um
comportamento diferente, dependendo do tipo de tecido, indicando que a expressao
das diversas MMPs pode estar relacionada com uma complexa via de regulagédo de
genes destas metaloproteinases nos tumores (CUEVA MATEO, 2005). Este
resultado sugere nao haver correlacao entre LLA e MMP3. Interessante ressaltar
que uma meta-analise recentemente publicada, que analisou 50 casos a respeito de
risco de canceres em geral e polimorfismos da MMP3 e MMP1 n&o evidenciou
relagdo de risco com a MMP3 e seus polimorfismos, mesmo quando expressa
(PENG et al., 2010).

A funcdo da TIMP3 pode ser independente das outras TIMPs. Pode inibir
qualquer MMP e atuar como supressor tumoral. Apresenta habilidade de se ligar a
matriz extracelular, promover apoptose de algumas células in vitro e in vivo, e reduzir
migragao e invasao de células cancerigenas. Foi descrita relagao entre mutagdes da
TIMP3 e uma forma de distrofia macular do olho (Distrofia de Sorsby) (BAKER et al.,
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2002; HUA Ql et al., 2003). No estudo atual, foi identificada sua expressao génica
em 18 (62%) pacientes, e todos os cinco pacientes que tiveram mau resposta ao
tratamento quimioterapico inicial hiperexpressaram este gene, porém nao foi
possivel inferir associagdo com sobrevida. Obtivemos um dado interessante que
pode ter relagdo de progndstico com as LLA de pior evolugéo, visto que pouco se
conhece sobre as fungdes da TIMP3, e nao ha relato de informagéao relacionada na
literatura.

A especificidade da TIMP4 parecia inicialmente estar restrita aos tecidos
cardiaco e cerebral, mas atualmente ja se sabe que é encontrada nos rins, cdélon,
testiculo, tecido adiposo e pancreas. Apresenta 51% de semelhanga com a TIMP2, e
€ regulada por modificagbes postranslacionais. Pode se ligar a MMP14 e depois a
MMP2, mas este complexo parece nao conseguir ativar a MMP2, entretanto por
inibir a MMP14, com fungao reguladora indireta da inativagcdo da MMP2. Foi descrito
que apresenta expressado elevada em estagios iniciais de canceres dos tecidos
citados, que decrescem em estadios mais avancgados, atuando contra a invaséo
tumoral, por inibir a MMP2 e 9. Contudo, existem resultados conflitantes sobre esta
agao antitumoral, sendo necessarios mais estudos para avaliacdo deste gene e sua
expressao protéica (MELENDEZ-ZAJGLA et al., 2008).

Foram poucos os pacientes que expressaram a TIMP4 em nosso trabalho
(27,5%), e mesmo os que o fizeram, tiveram expressao muito baixa, sem relagao
com variaveis clinicas, o que pode ser decorrente da baixa expressdo deste gene
nos blastos leucémicos ou na prépria linhagem linfocitica medular normal.

Altas expressdes génicas de TIMP2 e MMP2 estdo significantemente
associadas a LLA de células T, e a de TIMP2 com infiltracdo do SNC (SUMINOE et
al.,, 2007). Neste estudo ndo tivemos um numero de casos significativos com
infiltragcdo do SNC (3.4%), necessitando de novos estudos com maior casuistica para
melhor esclarecimento da relagdo entre TIMP2 e infiltragdo de SNC. Quanto a
expressdo génica da TIMP2 em pacientes com LLA-T, observamos relagéo
significativamente estatistica (95% IC: 1.63-51.4; OR 9.16; p = 0.001), assim como
com globulos brancos acima de 50.000/dl ao diagndstico (p= 0,02), o que corrobora
os dados da literatura sobre essa relagcdo. Nao foi possivel correlacionar estes dados
com a resposta ao tratamento e risco de recaida, o que ndo interferiu também na

sobrevida livre de eventos (p = 0.65) (Figura 5 e Tabelas 7 e 9).
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A inativagdo da TIMPZ2, com o desbalango das MMPs, é um evento
epigenético frequente em linfoma nao Hodgkin (LNH), podendo ser uma etapa critica
durante a progressdo maligna e crescimento do linfoma extramedular (GALM et al.,
2005), além de sua maior expressao ter sido relacionada a progressdo e pior
progndéstico de outros canceres: cancer de mama (REMACLE et al., 2000), cancer
de ovario (SAKATO et al., 2000), e a LMA (AREF et al., 2007). A TIMP2 pode
também afetar diretamente o crescimento, diferenciacdo e sobrevivéncia da célula,
tendo papel importante na hematopoiese humana (GUEDEZ et al., 2005), e sua
hiperexpressdo poderia estar associado ao desequilibrio do ambiente medular, o
que pode ser um evento favorecedor da proliferacdo de células blasticas.

No nosso estudo encontramos que na razdo entre MMP2/TIMP2 ha uma
associagdao com maior idade ao diagndstico, glébulos brancos acima de 50.000/dl ao
diagndstico, grupo de risco de recaida e menor sobrevida livre de eventos, sugerindo
relacdo entre mau prognoéstico e MMP2/TIMP2 elevada, e reforgcando que o equilibrio
da relacdo entre MMP e TIMPs pode desempenhar um papel importante na
apresentacao e prognostico da leucemia em criangas, mais relevante que a analise
isolada de um unico gene.

Observamos que a razdo MMP14/TIMP2 aumentada esta relacionada com a
LLA de células B, o que nos remete a relagdo com o desequilibrio acima citado, e
acrescenta mais um dado a hipotese da relacao entre LLA-B e MMP14, apesar de
nao se relacionar com progndstico da doencga e outros dados ja sugerirem relagao
de mau prognostico entre a MMP-14 e outros canceres, visto que esta participa da
ativacao da MMP-2 (SCHNEIDER et al., 2009).

E valido frisar que ha outros inibidores envolvidos na inativagdo das MMPs, e
que o equilibrio do meio extracelular apresenta mecanismos mais complexos de
regulacao, além daqueles nos quais estdo envolvidas as MMP e TIMPs (STETLER-
STEVENSON et al., 1993), e que a regulagdo génica € o comando celular inicial,

faltando a estes dados confirmacao da expressao enzimatica.
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5 CONCLUSAO

A MMP1 e 3 parecem né&o estar associadas com a LLA.

A MMP2 foi pouco expressa, sem correlagéo isolada com as variaveis clinicas.

A TIMP2 mostrou relacdo com a LLA -T e glébulos brancos acima de
50.000/dl ao diagnéstico, sugerindo maior agressividade quando presente.

A TIMP3 parece estar associada a individuos com ma resposta a
quimioterapia de indugao.

O presente estudo demonstrou que a alta razdo entre mRNA de MMP2/TIMP2
em células de leucemia esteve significativamente associada a menor sobrevida livre
de eventos, sugerindo que o equilibrio da MMP/TIMP, mas nao a quantidade de
mRNA de um unico gene, pode desempenhar um papel importante na apresentagao
e prognostico da leucemia em criangas.

A MMP14 e a razao MMP14/TIMP2 parecem estar relacionadas com a LLA-B.

S30 necessarios mais estudos abordando as MMPs e TIMPs, com numero
maior de pacientes, e avaliacdo da expressao protéica destes genes para
confirmacgéo destes dados.
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6 LIMITACOES DO ESTUDO

Foram consideradas limitagdes do estudo:

1 — Amostragem pequena.

2 - Nao foi realizada a correlacdo com a expressao protéica, pois o
material estava armazenado ha mais de cinco anos com trizol, sem inibidor de
proteases, o que inviabilizou o0 uso da amostra para estudo com zimografia ou

western blot.
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ANEXO B - Protocolo de extracdo de RNA

- Descongelar no gelo os tubos contendo o pellet de granuldcitos e blastos e Trizol
LS®;

- Adicionar 200 ul de cloroférmio aos tubos;

- Adicionar 20 ul de glicogénio (20 mg/ml) e misturar por inversao durante 15
segundos, deixando descansar em temperatura ambiente por 10 minutos;

- Centrifugar a 14000 rpm por 15 minutos a 4 °C;

- O resultado sera a separagao em 3 fases:

a. Fase superior (incolor): RNA

b. Fase intermédiaria (branca): DNA

c. Fase inferior (vermelha): proteinas

- Com o auxilio de uma pipeta, transferir cuidadosamente a fase superior
(sobrenadante) contendo RNA para outros tubos Eppendorf® previamente
identificados;

- Armazenar as fases restantes para posterior extracdo de DNA e proteinas em
freezer a -70 °C;

- Adicionar ao sobrenadante transferido 500 ul de isopropanol a 100% gelado;

- Agitar manualmente por inverséo e incubar overnight a -70 °C;

- No dia seguinte, descongelar as amostras em gelo;

- Centrifugar a 14000 rpm por 15 minutos a 4 °C;

- Verter o tubo, desprezando o sobrenadante (isopropanol), com cuidado para nao
desprezar o pequeno pellet branco (RNA);

- Adicionar 1000 pl de etanol a 75% gelado;

- Centrifugar a 14000 rpm por 15 minutos a 4 °C;

- Verter o tubo, desprezando o sobrenadante (etanol), com cuidado para nao
desprezar o pequeno pellet branco (RNA);

- Deixar secar o pellet lentamente, deixando o tubo meio invertido sobre papel
toalha, em temperatura ambiente, até que o pellet figue quase invisivel
(transparente);

- Ressuspender o pellet em 15 pl de agua contendo DEPC,;

- Incubar por 10 minutos a 60 °C e armazenar a - 70°C.
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ANEXO C — Protocolo de avaliagédo da qualidade do RNA por eletroforese

- Diluir 1 pl de cada amostra contendo RNA em 5 pl de agua contendo DEPC e
adicionar 1 pl de corante Dye;

- Pipetar as amostras nos interior dos pogos do gel de agarose a 1,2%
cuidadosamente;

- Submeter a eletroforese com 70 volts por 45 minutos;

- Fotografar a placa em camara escura com camera digital (Kodak EDAS 290,
Kodak Scientific Imaging Systems, Eastman Kodak Company, New Jersey, USA) e
software apropriado (Kodak 1D Software v.3.6.2, Eastman Kodak Company, New
Jersey, USA).

- Os resultados contendo duas bandas de RNA foram considerados satisfatérios.
Quando houve contaminagdo com DNA, a amostra foi submetida a tratamento com
DNAse. Quando houve degradagcdo do RNA, a amostra foi submetida a nova

extracgéao.

Preparacédo do gel de agarose a 1,2%

1. Misturar 1,2 g de agarose com 100 ml de tamp&o TBE (ver anexo Erro! Fonte
de referéncia ndo encontrada.);
Aquecer no microondas por 1 minuto e 40 segundos;
Quando cessar a fervura, adicionar 2 pl de brometo de etidio;
Colocar sobre a placa de eletroforese preparada com o marcador de pogos e

deixar esfriar em temperatura ambiente.

Tampéo TBE (Tris, Borato, EDTA)

e Tris (2-amino-2-hidroximetil-propano-1,3-diol) 107,81 g/l (0,89 M)
. EDTA (acido etileno-diamino-tetra-acético) 5,8 g/l (0,02 M)
e  Acido bérico 55 g/l (0,89 M)
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ANEXO D — Protocolo de sintese de DNA complementar

A sintese do DNA complementar (cDNA) foi realizada com a utilizagao de kit

comercialmente disponivel (High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit,

Applied Biosystems®), de acordo com as recomendagdes do fabricante. Para

cada reacao foram utilizados 2 uyl de cada RNA extraido nos passos

anteriores, adicionando-se:

O

O

O

O

e}

O

Buffer, 2,5 pl

dNTP, 1 pl

Random Primers, 2,5 pl
Multiscribe, 1,25 pl
RNAse OUT, 0,63 pl
Agua com DEPC, 15,12 pl

O volume final da reacéo foi de 25 pl. A seguir, as amostras foram submetidas

ao termociclador, com ciclos de PCR a 25 °C por 10 minutos, e a 37 °C por

120 minutos. As amostras de cDNA foram armazenadas em freezer a -20 °C

até a realizacdo do RQ-PCR.
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ANEXO E - Protocolo do RQ-PCR (PCR guantitativo em tempo real)

- Diluir o cDNA 1:50 (1 ul de cDNA + 49 ul de agua DEPC);
- Em uma placa de PCR, adicionar em cada poco:

6,0 ul de Mastermix (Tagman® Universal PCR Master Mix);

0,6 pl da sonda especifica (MMP-1, MMP-3, MT1-MMP, TIMP-3, TIMP-4 ou
Gus-beta);

5 ul de cDNA diluido a 1:50 ou 5 ul de agua DEPC (para o controle branco),
completando cada pogo para o volume final de 12 pl
- Centrifugar a 2000 rpm por 2 minutos a 4 °C;
- Inserir no aparelho de PCR (7500 Realtime PCR System, Applied
Biosystems®):
- Modo “Standard 7500” com 40 ciclos;
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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