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RESUMO

As Ultimas pesquisas demonstram que os fatores angiogénicos desempenham
um importante papel na modulacdo do processo da angiogénese tumoral.
Neste sentido, o presente estudo tem como objetivo a andlise da influéncia
deste processo no desenvolvimento de leucemias. Foi realizada uma revisédo
sistematica com base em artigos cientificos que investigaram a interferéncia de
fatores angiogénicos em casos de leucemias em estégios iniciais e avangados.
As principais evidéncias indicam que estes fatores, em especial o VEGF, sao
expressos de forma intensa em células malignas e podem gerar, por exemplo,
uma malignidade hematoldgica. A regulacdo de expressdo de determinados
genes também esta envolvida na proliferacdo anormal, na diferenciacdo e
apoptose destas células. A expressao, funcdo e o mecanismo de regulacéo dos
fatores angiogénicos foram elucidados gradualmente nesta revisdo e como
conclusdo, salienta-se que alguns deles apresentam relacdo com o
desenvolvimento e progndstico de leucemias, além de fornecer possiveis

estratégias para o tratamento de pacientes com leucemia.

Palavras — chave: Fatores angiogénicos, Leucemias, Revisao.
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ABSTRACT

The latest research has shown that the angiogenic factors play an important
role in the modulation of tumor angiogenesis process. Thus, this study aimed to
analyze the influence of this process on the development of leukemias. a
systematic review based on scientific articles that investigated the interference
of angiogenic factors in cases of leukemia early and advanced stages was
performed. The major evidence indicates that these factors, in special VEGF,
are expressed intensely in malignant cells and may generate, for example, a
hematologic malignancy. The regulation of expression of certain genes is also
involved in abnormal proliferation, differentiation and apoptosis of these cells.
The expression, function and regulation mechanism of angiogenic factors have
been gradually elucidated in this review and in conclusion, it is noted that some
of them have relation to the development and leukemias prognosis, and provide

potential strategies for the treatment of patients with leukemia.

Key-words: Angiogenic factors, Leukemias, Review.
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1. INTRODUCAO

Os estudos sobre a angiogénese tumoral, inducdo ou a interrupcdo do
processo angiogénico se tornou uma caracteristica na investigacdo do cancer
(HANAHAN & WEINBERG, 2000). A angiogénese é um fenbmeno essencial para o
crescimento e sobrevivéncia de tumores soélidos. Sua acdo ocorre através da
inducdo da proliferacdo de vasos sanguineos que penetram no tecido canceroso
fornecendo a este, nutrientes e oxigénio. O processo angiogénico é um requisito ndo
apenas para o crescimento continuo do tumor, como também para a metéstase
(FOLKMAN, 2004; CARMELIET, 2005).

Ha um importante destaque na influéncia do processo angiogénico sobre as
leucemias as quais sdo consideradas doencas progressivas, neoplasicas malignas
gue acometem o sistema hematopoiético do ser humano e sdo consideradas na
atualidade o 11° tipo mais comum de cancer em todo o mundo (HELMAN et al.,
2011; INCA, 2014; ZHENG et al., 2016).

Praticamente todos os tipos de leucemia apresentam fatores progndsticos
determinados pelo uso da citogenética; mais especificamente, por mutacdes
adquiridas que, uma vez detectadas, tornam possivel a definicdo do tratamento
apropriado para um dado paciente (MROZEK et al., 2004, 2007).

Uma série de fatores de inducdo da angiogénese tem sido investigada em
casos de leucemias, tais como o Fator de Crescimento do Endotélio Vascular
(VEGF), Fator de Crescimento Transformante (FGF), Fator de Crescimento do
Hepatocito (HGF), Fator de Crescimento de Fibroblasto (TGF), Fator de Necrose
Tumoral (TNF), angiopoietina (Ang), fator de inducdo de hipoxia 1 (HIF-1),
Metaloproteinase de Matriz (MMPs), o gene c-myc, a endotelina (ET), integrinas,
Fator de Crescimento da Placenta (PIGF), dentre outros (RIBATTI, 2009; SONG et
al., 2012; SPENCER et al., 2014).

Alguns estudos tém demonstrado que 0 processo angiogénico é regulado
pelo equilibrio de citocinas angiogénicas e anti-angiogénicas e este fenbmeno pode
ser induzido por intermédio de células leucémicas na medula 6ssea. As pesquisas
apontam gue a leucemia apresente uma possivel dependéncia da angiogénese, o
gue aumenta a probabilidade no uso de drogas anti-angiogénicas no tratamento
desta doenca (SPENCER et al., 2014; ZHENG et al., 2016).
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Um importante fator envolvido na angiogénese tumoral é o Fator de
Crescimento do Endotélio Vascular (VEGF) o qual aumenta significativamente a
permeabilidade vascular. Muitas linhagens celulares de leucemia e células primarias
podem sintetiza-lo e secreta-lo, fato este que pode causar uma modulacdo do
comportamento biolégico maligno de células leucémicas (DIAS et al.,, 2000;
FRAGOSO et al., 2007).

O conhecimento dos fatores angiogénicos, como VEGF, MMPs e FGF, tem
demonstrado que estes atuam nao apenas na iniciacdo, como na progressao,

metéstase e apoptose de células de tumores sélidos e em leucemias.



2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Leucemias

Em 1960, Peter C. Nowell e David Hungerford descreveram uma translocacéo
dos cromossomos 9 e 22 (cromossomo Filadélfia). Esta translocacéo foi a primeira
descricdo de um causador de cancer e foi um elemento importante no
desenvolvimento da droga imatinibe, a qual € utilizada no tratamento de leucemias
(NOWELL & HUNGERFORD, 1960; HAMERSCHLAK, 2008).

Desde entdo, a genética passou a ter uma importancia crescente no
diagnéstico, prognostico e tratamento da leucemia. Praticamente todos os tipos de
leucemia tém fatores prognosticos que sdo determinados pela citogenética; mais
especificamente, por mutacdes adquiridas que, uma vez detectadas, tornam
possivel a definicdo do tratamento apropriado para um dado paciente (MROZEK et
al., 2004, 2007).

As leucemias sdo doencas progressivas, neoplasicas malignas que
acometem o sistema hematopoiético do homem e sdo consideradas na atualidade o
11° tipo mais comum de cancer em todo o mundo (CANCER FACTS & FIGURES,
2016). Na leucemia h& perda do controle na proliferacdo de células precursoras da
linhagem mieloide e/ou linfoide na medula éssea e no sangue periférico. As células
neoplasicas malignas podem acometer toda a medula 6ssea, podendo impedir a
producdo de células normais do sangue, levando a quadros variaveis de
sangramento, infeccdo e anemia (HELMAN et al., 2011; POKHAREL, 2012).

Existem diferentes tipos de leucemia, e estas podem ser classificados na
forma “aguda” e “crénica”’. Esta determinacao baseia-se na fase de diferenciacéo
celular, ou seja, no momento de origem da neoplasia. As leucemias agudas sao
oriundas de células progenitoras iniciais na medula Ossea, caracterizadas por
células neoplasicas imaturas (“blastos”); as cronicas também s&o oriundas de uma
celula clonal precoce, “defeituosa”, porém estas possuem a capacidade de se
diferenciar em células que se assemelham a células maduras (fase final de
maturagao), como vistas em sangue periférico (JAMIESON et al., 2004).

A distincdo entre formas agudas e cronicas pode ser realizada atraves da

avaliacdo morfologica no sangue periférico e ou medula 6ssea. A sub-classificacao é



realizada através da avaliacdo do perfil antigénico da célula (nuclear e/ou
citoplasmatico), definido assim a linhagem e estégio de diferenciagdo ou maturidade
celular apresentada (O’ DONELL et al., 2014)..

Em relacdo a definicdo de linhagem celular, cada individuo possui as
linhagens Mieldide e Linféide, sendo esta ultima subclassificada em linhagem B, T
ou NK (Natural Killer). A classificacdo € realizada através da citometria de fluxo de
células do sangue periférico ou medula ossea, como tambem através da imuno-
histoquimica em tecido biologico (ROSS et al., 2011)..

A distingdo entre os varios subtipos de leucemia se torna de grande
importancia em decorréncia dos diferentes regimes de tratamento disponivel como
também pela avaliacdo do progndéstico da doenca em questdo (GRIMWADE et al.,
2016).

Até a década de 1970 as Leucemias Agudas eram divididas em leucemias
linfoides, ndo linféides e monociticas. Em 1976 foi lancada uma nova classificacéo
Franco-americana-britanica (FAB) baseada na morfologia dos blastos e nas reacdes
enzimaticos-citoquimicas. Na década de 90 surgiu uma classificacdo subsidiada pela
Organizacdo Mundial de Saude (OMS) e atualizada em 2008, no qual as doencas
foram estratificadas em diferentes grupos, definindo-as conforme a combinagéo
morfoldgica, imunofenotipica, aspectos genéticos-moleculares, e sindromes clinicas
(OMS, 2014).

Recentemente, julho de 2016, foi apresentada uma nova atualizacao relativa
as Neoplasias Mieloproliferativas e Leucemias Agudas, visto que a incorporacao de
caracteristicas clinicas, morfolégicas, imunofenotipicas, citogenética e da genética
molecular, sdo de grande relevancia para a diferenciagéo das patologias (ARBER et
al., 2016).

2.1.2. Leucemia Miel6ide Aguda (LMA)

A Leucemia Miel6ide Aguda (LMA) é a mais comum entre os adultos,
representando cerca de até 80% dos casos (YAMAMOTO & GOODMAN, 2008).
Esta forma € caracterizada pelo proliferacdo descontrolada de células
indiferenciadas com caracteristicas mieloides. Na maioria dos casos ndo ha uma
causa evidente para sua ocorréncia. No entanto, em alguns pacientes, a doenca

pode estar relacionada com a exposi¢cao prévia ao benzeno, radiacdo ionizante ou



exposicdo a agentes quimioterapicos. Também existe uma correlagdo entre casos
da anemia de Fanconi e sindrome de Down ao surgimento da LMA (CASHEN et al.,
2010).

Conforme as anormalidades citogenéticas, a OMS subdividiu a LMA, em
2008, em diversas entidades genético-clinicopatolégicas (BRASIL, 2014).

A nova atualizagdo (2016) relativa as Leucemias Mieloides Agudas segue
abaixo objetivando atualizagdo da quarta edicdo da OMS (2008) com a

incoorporagao de novos conhecimentos (ARBER et al., 2016).

Tabela 1. Classificacdo das Leucemias Mieldides Agudas segundo atualizacdo
OMS, 2016.

Leucemia Mieldide Aguda e Neoplasias de Células Precursoras Relacionadas

- LMA com anormalidades genéticas recorrentes

LMA com t(8;21)(q22;922.1); RUNX1-RUNX1T1

LMA com inv(16)(p13.1922) ou t(16;16)(p13.1;9g22); CBFB-MYH11
LPA com PML-RARA

LMA com t(9;11)(p21.3;923.3); MLLT3-KMT2A

LMA com t(6;9)(p23;q34.1); DEK-NUP214

LMA com inv(3)(q21.3926.2) ou 1(3;3)(g21.3;926.2); GATA2, MECOM
LMA (megacarioblastica) com t(1;22)(p13.3;q13.3); RBM15-MKL1
Entidade proviséria: LMA com BCR-ABL1

LMA com mutagdo NPM1

LMA com mutacéo bialélica de CEBPA

Entidade provisoria: LMA com mutagdo RUNX1

- LMA com altera¢cBes mielodisplésicas relacionadas

- Neoplasia Mieloides relacionadas com terapia

- LMA nao classificaveis

LMA com minima diferenciagéo
LMA sem maturacao
LMA com maturacao

Leucemia Mielomonocitica Aguda



Leucemia Monoblastica e Leucemia Monocitica Aguda
Leucemia Eritroide Pura

Leucemia Megacarioblastica Aguda

Leucemia Basofilica Aguda

Panmielose aguda com mielofibrose

- Sarcoma mieloide

- Proliferagdes mieloides relacionadas com sindrome de Down

Mielopoese anormal transitéria (MAT)

Leucemia mieldide associada a sindrome de Down

- Neoplasias de células dendriticas plasmocitdides blasticas

Cerca de menos de 5% das Leucemias Agudas ndo apresentam evidéncias
de diferenciacé@o para uma linhagem especifica e expressam antigenos associados a
mais de uma linhagem. Estas sdo denominadas leucemias agudas de linhagem
ambiguas.

A Leucemia Aguda indiferenciada é uma classificacdo utilizada quando nao
existem marcadores linhagem - especificos e os blastos expressam antigenos
associados a imaturidade celular. As Leucemias Agudas anteriormente chamadas
de bifenotipicas ou bilineares sdo designadas agora como Leucemia Aguda de
Fendtipo Misto (LAFM) (Tabela 2).

Tabela 2. Classificacdo das Leucemias agudas de linhagem ambigua, segundo
atualizacao OMS, 2016

Leucemias agudas de linhagem ambigua

- Leucemia Aguda Indiferenciada

- Leucemia Aguda de Fendtipo Misto com t(9;22)(g34;g11.2); BCR-ABL 1
- Leucemia Aguda de Fendétipo Misto com t(v;11923); rearranjo MLL

- Leucemia Aguda de Fenotipo Misto, B/mieloide, NOS

- Leucemia Aguda de Fenotipo Misto, T/mieloide, NOS




Esta nova versdo lancada em 2016 se diferencia pela incorporagéo principalmente
de novas informacfes genéticas. Na subclassificacdo de LMA com anomalias
geneéticas recorrentes, onze subtipos sdo adicionalmente delineados de acordo com
a alteracdo cromossomica apresentada. As entidades: LMA com mutacdo NPM1 e
LMA com mutacdo CEBPA foram introduzidas como parte da revisdo de 2008, ja as
LMA com BCR-ABL1 e LMA com mutagdo RUNX1 foram introduzidas como parte da
revisédo de 2016.

A Incidéncia de novos casos de LMA no Brasil &€ de 5,20 em homens e 4,24
em por 100.000 individuos. Uma variedade celular pode ser observada no sangue e
na medula éssea de pacientes com LMA. Se € possivel, na maioria dos casos de
Leucemias Agudas, se chegar a um  possivel diagnostico apés avaliacao
morfologica do esfregaco de medula 6ssea, aplicando-se a sub-classificacdo (FAB)
composta de oito subtipos: MO e M1, mieloblastica imatura; M2, mieloblastica com
maturacdo; M3, promielocitica; M4, mielomonocitica; M5, monocitica; M6,
eritroleucemia; e M7, megacariocitica (INCA, 2014).

A classificacdo morfologica e imunofenotipica tém implicacdes progndsticas,
assim como a idade, condic¢des clinicas e, principalmente, alteracdes citogenéticas
(USVASALO et al., 2009). As maiorias dos pacientes referem cansaco e falta de ar
durante a atividade fisica e apresentam palidez cutdneo-mucosa. A presenca de
sinais de hemorragia como: petéquias, equimoses e hematomas, assim como
sangramento de mucosa nasal , oral e hemorragias em trato gastrointestinal podem
estar presentes. Além disso, a febre e infeccbes sdo achados comuns, juntamente
com a sensacéo de dores nos 0Ssos.

O diagnéstico da LMA pode ser efetuado através da avaliagcdo microscopica
(Figura 1) de esfregaco de medula 6ssea, a fim de se identificar aumento de
proliferacdo celular e presenca de células imaturas (HUTCHISON &
SCHEXNEIDER, 2011).



Figura 1. Mlelograma de paciente com LMA. Observa-se medula
0ssea hipercelular com inimeros blastos mieloides. Fonte:
Komagome et al. (2000).

O material obtido a partir do sangue periférico e / ou medula éssea deve ser
submetido a realizacdo de imunofenotipagem, e a avaliacdo estrutural e
quantificacdo do numero de cromossomos devem ser realizados por testes
citogenéticos. A analise cromossbmica é importante para definicdo do tipo de
tratamento e definicdo de prognéstico (KING et al., 2011).

Atualmente, as mutacdes séo identificadas pela Hibridizacdo Fluorescente In
Situ (FISH) e pela reagdo em cadeia da polimerase (PCR). Téo logo definido o
diagnéstico, os pacientes devem ser submetidos ao tratamento inicial de
guimioterapia. O objetivo principal € destruir células leucémicas da medula 6ssea,
para que ela posteriormente, volte a producao de células normais (MANCINI et al.,
2005; MOORMAN et al., 2007).

Existe um sistema de classificacdo citogenética de risco, que auxilia na
definicAo do prognostico do paciente em: favoravel, intermediario ou baixo, tendo
como base os achados de citogenéticos (Tabela 3 e figura 2). A maioria dos
pacientes, em todo mundo, com LMA apresentam um cariétipo normal (Figura 3),
(HERNANDEZ et al., 2011; VELLOSO et al., 2011; MACHADO et al., 2012; SAFAEI
et al., 2013).



Tabela 3. Classificacdo prognostica segundo anormalidades citogenéticas e

moleculares.

Risco prognostico

Indicadores
citogenéticos

Anormalidades

moleculares

Prognéstico favoravel

Inv(16) ou t(16;16)
1(8;21)
t(15;17)

Citogenética normal:
com mutagédo NPM1 ou
mutacao CEBPA isolada
na auséncia de mutacéo
FLT3-ITD

Prognéstico

intermediario

Citogenética normal
Trissomia do 8
t(9;11)

Outros ndo definidos

t(8;21), inv(16), t(16;16):
com mutacgéao c-KIT

Prognéstico

desfavoravel

Cariotipo complexo

(= 3 anormalidades
clonais cromossémicas)
-5. 50-, -7.70-

11923 — sem t(9;11)

Inv (3), t(3;3)

Citogenética normal:

com mutacgao FTL3-ITD

t(6;9)
t(9;22)
Fonte: Machado et al (2012).
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Figura 2. Principais alteragbes citogenéticas associadas com o bom
e mau prognéstico no cariétipo da Leucemia Mieldide Aguda. Fonte:

Hernandez et al. (2011).



10

Cariotipo
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t(9,11)
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4% o t(8,9) t(7,11)
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Figura 3. Distribuicdo de anormalidades cromossdmicas em pacientes com LMA.
Fonte: Adaptado de Velloso et al. (2011).

Os pacientes com LMA que apresentam as alteracdes cromossdmicas
t(15;17), 1(8;21)(g22;922) e inv(16)(p13;922), as quais geram rearranjos génicos
RUNX1-RUNX1T1 (AML1-ETO) e CBFB-MYHL11, pertencem ao grupo citogenético
de prognostico favoravel (HERNANDEZ et al., 2011).

Casos de bom progndstico ndo necessariamente serdo encaminhados para o
transplante de medula 6ssea. Contudo, existem outros casos onde a citogenética
desfavoravel sugere a sua indicacdo. Os pacientes com o cariétipo normal
representam a maioria dos casos e sdo classificados como portadores de
progndstico intermediario. Estes individuos nem sempre irdo apresentar resposta
satisfatoria ao tratamento quimioterapico proposto , mesmo com sua intensificacao
(VELLOSO et al., 2011; SAFAEI et al., 2013).
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A provavel razdo para esta diversidade de resposta é a natureza molecular
heterogénea de pacientes com LMA e aos pacientes com achados citogenéticos
dentro da normalidade. Ao longo dos ultimos 10 anos, varios diferentes estudos tém
demonstrado que a presenca ou auséncia de mutacdes e alteracdes genéticas que
levam a diferentes niveis de expressao de determinados genes, tém um efeito direto
sobre o prognéstico (MACHADO et al., 2012; RAO et al., 2016).

Sabe-se que o fator progndéstico mais importante encontrado entre o0s
pacientes com a citogenética normal é uma duplicacdo em tandem do gene FLT3. A
presenca desta mutacdo confere um pior progndstico em relacdo a sua auséncia.
Outros marcadores moleculares também influenciam no progresso de individuos
com LMA que apresentam citogenética normal. As anomalias genéticas que
consistem em mutacdes em NPM1 e CEBPA séo consideradas favoraveis; e a alta
expressdo de BAALC e ERG séao desfavoraveis (RUAN et al., 2014).

Outro fator importante, particularmente nos casos em que existe t (8, 21), e a
inversdo do cromossomo 16, € que outras anomalias cromossémicas que Sao
frequentemente encontradas em combinacdo com estas mutacdes parecem alterar o
prognostico. Por outro lado, estes pacientes com tal condicdo podem vir a
apresentar mutacdes no gene KIT (PATSCKA et al., 2006; MROZEK et al., 2007).

Os estudos atuais tém estabelecido o verdadeiro papel desta anormalidade
no prognostico e demonstram, primeiramente em adultos, que a presenca de
mutagbes em KIT estd associada com uma maior probabilidade de recaida. No
entanto, estes resultados ainda requerem uma validagdo adicional em criancas
(RAO et al., 2016).

2.1.3. Leucemia Miel6ide Crbénica (LMC)

A Leucemia Mielbéide Cronica (LMC) é caracterizada pela presenca de uma
anormalidade genética adquirida, denominada (cromossomo Filadélfia) envolvendo
0s cromossomos 9 e 22. A nivel molecular, a fusdo destes diferentes cromossomos
é chamada de BCR-ABL (Figura 4) (DREGER et al., 2005; FLINN et al., 2007).

As principais causas para esta anomalia sdo em geral, desconhecidas. Em
uma pequena parcela dos casos, a doenga pode estar relacionada com a exposi¢ao

a radiacdo. Na LMC, em contraste com a LMA, as células anormais geralmente
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funcionam adequadamente, permitindo um curso inicial mais suave da doenca, em
comparacao com os casos agudos (SHANAFELT et al., 2004; GRIBBEN, 2010).

=
o ke

Ph 22q-

Figura 4. Modelo esquematico da translocacdo que gera o Cromossomo
Filadélfia. Os genes ABL e BCR residem no braco longo dos cromossomos 9 e
22, respectivamente. Como resultado da translocacédo (9; 22), um gene BCR-

ABL é formado no cromossomo 22 derivado (‘Cromossomo Filadélfia”). Fonte:
Patel et al. (2010).

A maioria dos casos de LMC ocorre em individuos adultos. A frequéncia deste
este tipo de leucemia no mundo € de 1 caso para 1 milhdo de criancas até a idade
de 10 anos. Entre os adultos, a frequéncia é de cerca de 1 caso para cada 100.000
individuos (SIEGEL et al., 2014).

Os sinais e sintomas envolvem cansaco, palidez cutaneo-mucosa, sudorese,
perda de peso e desconforto abdominal devido a esplenomegalia . Em muitos
pacientes, ocorre a progressdo da doenca para fase acelerada. Fase esta
caracterizada por resisténcia a terapéutica citorredutora, aumento de
esplenomegalia, da basofilia e do numero de células blasticas. (GRIBBEN, 2010;
HALLEK et al., 2010).

A Crise blastica é considerada a ultima fase evolutiva da doenca, onde o
namero de células blasticas e superior a 20% na medula 0ssea ou sangue periférico.

Em aproximadamente 25% dos pacientes nesta fase, a manifestacao clinica ocorre
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de modo semelhante a LLA, enquanto que nos 75% restantes dos casos, a
manifestacéo se assemelha a LMA (BYRD, 2015).

O diagnéstico da LMC é realizado através de exames de medula 6ssea, onde
0 mielograma, representado pela avaliacdo do esfregaco de medula, evidéncia
hiperplasia predominante da série granulocitaria . A confirmacéo diagnostica se faz
pela presenca do cromossomo Filadélfia (90 a 95% dos casos), apos realizacdo de
caridtipo de medula é6ssea, e restantes 5%, nao diagnosticados, poderdo ser
confirmados com a presenca de BCR-ABL por PCR. As técnicas de FISH ou PCR
sd0 mais sensiveis, e sdo importantes ndo apenas para o diagnostico e avaliacdo da
resposta ao tratamento, mas também para a diferenciacdo de outras neoplasias
mieloproliferativas (DEWALD, 2002).

Nos ultimos anos, houve uma revolugcdo no tratamento da LMC pelo
surgimento de inibidores de tirosina-quinase. O medicamento Imatinibe foi o primeiro
deles a ser aprovado pela Food and Drug Administration (FDA), nos Estados Unidos,
e pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria - ANVISA) no Brasil (ENGEL et al., 2007). Ele suscitou surpreendentes
respostas hematoldgicas e citogenéticas, anteriormente demonstradas apenas no
transplante de medula 6ssea. A medicacao tem melhor eficicia durante a fase inicial
da doenca, apresentando resisténcia terapéutica com a progressao da mesma para
fase acelerada (AULT et al., 2006; PYE et al., 2008; HOCHHAUS et al., 2009).

A superexpressao de BCR-ABL, a evolucdo clonal e mutacdes pontuais do
gene ABL tém sido descritas como mecanismos na resisténcia adquirida ao uso do
imatinibe. Outros medicamentos, dasatinib e nilotinib, ambos aprovados pela FDA,
séo utilizados diante da refratariedade ou intolerancia ao imatinibe.( SEYMOUR et
al., 2006), no Brasil.

As caracteristicas genéticas relevantes para o prognéstico da LMC baseiam-
se na evoluc¢do clonal, isto é, na possibilidade de que novos clones aparecam, o que
geralmente determina a progressao das manifestagdes clinicas e as mutac¢des que
conferem resisténcia ao imatinibe. Ressalta-se que estas mutagbes ndo possuem
inducéo pelo medicamento, mas antes, semelhante ao que ocorre na resisténcia de
bactérias a antibidticos, os clones dotados de mutacéo, raros e pré-existentes, sao
selecionados em virtude do seu potencial de sobrevivéncia e expanséo na presenca
do inibidor, sobrepondo-se gradativamente as células sensiveis a droga (AULT et al.,
2006; MARTIN et al., 2008; OGASAWARA et al., 2009).
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As mutacdes se classificam em quatro grupos: (i) responsaveis por impedir a
ligacdo direta ao imatinibe; (ii) presentes no sitio de ligacdo ao ATP; (iii) mutacbes
do loop de ativacdo as quais impossibilitam que a quinase adquira a conformacéo
fisica que promove a ligacdo do medicamento; e (iv) mutacdes no dominio catalitico.
A substituicdo do amino&cido treonina pela isoleucina na posi¢cdo 315 da proteina
ABL, ou T315I, foi a primeira mutagdo detectada em doentes resistentes (MULLER
et al., 2009; DIAMOND & SILVA, 2013).

A fenilalanina 317 estabelece contato com o imatinibe, e sua mutacdo para
leucina (F317L) também gera resisténcia. Outro local de agrupamento de mutacdes
é loop de ligacdo do ATP (Phosphate ou P-loop). Este interage com o medicamento
através de ligacbes de hidrogénio e de Van der Waals (GORRE et al.,, 2001,
ADRIAN et al., 2006). Tais mutacdes alteram a flexibilidade do P-loop e instabilizam
a conformacdo necesséria para a ligacdo do imatinibe. As mais comuns sdo as
substituicdes G250, Q252, Y253 e E255. O loop de ativagdo da quinase ABL
comeca no aminodcido 381 e pode adquirir uma conformacéo fechada (inativa) ou
aberta (ativa). O imatinibe se liga a conformacéo ativa forcando-a a se transformar
em inativa (SOVERINI et al., 2006).

Finalmente, a substituicdo de alguns aminoacidos se agrupa no dominio
catalitico (aminoacido 350-363), préximo a base do loop de ativacdo. Deste modo,
as mutacbes neste local influenciam a ligagdo ao medicamento. Cerca de 100
mutacBes pontuais resultam na substituicdo de aproximadamente 50 aminoacidos
no dominio da tirosina quinase ABL; prevé-se que este numero cresca em virtude do
uso de tecnologias de deteccdo com maior sensibilidade (Figura 5) (BARNES et al.,
2005; DIAMOND & SILVA, 2013).
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Figura 5. Incidéncia relativa das muta¢cdes no dominio da tirosina quinase
associadas a resisténcia clinica ao Imatinibe. As sete mutacdes mais
frequentes estdo destacadas em vermelho e as oito que se seguem a azul. Os
aminoacidos alterados se distribuem ao longo do dominio da quinase onde ha
uma tendéncia para se agruparem nas sub-regides indicadas como B (binding
site), P (ATP ou phosphate binding site), A (ativacdo loop) e C (dominio

catalitico) 8-14. Fonte: Diamond & Silva (2013).
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Os pacientes com LMC devem ser monitorados através do estudo de cariotipo
até o desaparecimento do cromossomo Filadélfia (resposta citogenética completa) e
por meio de testes moleculares como a PCR. A recomendacdo da cariotipagem
pode ser realizada ao menos uma vez por ano, a fim de detectar a evolucéo clonal
que pode representar uma crise blastica iminente (MARIN et al., 2010).

O isocromossomo (17q) € o mais comum (20% de crises bléasticas),
provocando a perda da p53 (gene supressor tumoral) (CALABRETTA & PERROTTI,
2004). Acredita-se ainda que outros genes possam estar envolvidos neste
mecanismo, que € ainda pouco compreendido. A trissomia do cromossomo 8,
também foi descrita e relacionada com a sobre-expressdo do gene Myc. As
translocacdes sdo raras, mas ambas t (03:21) e t (07:11) foram descritas em LMC
(STILGENBAUER et al., 2014).

Estas anomalias também tém sido observadas no cromossomo Filadélfia. A
duplicacdo deste cromossomo ocorre em mais de 30% das crises blasticas, e a
perca do cromossomo 9 (der 9) ocorre entre 5 e 10% dos casos. Contudo, ainda nao
esta claro se a anormalidade der 9 afeta o prognéstico de individuos tratados com
imatinibe ou naqueles que receberam transplante de medula 6ssea (VAYDIA et al.,
2011; HALLEK, 2015).

2.1.4. Leucemia Linfoblastica Aguda (LLA)

A Leucemia Linfoblastica Aguda (LLA) € uma doenca heterogénea,
caracterizada pela proliferacdo de células jovens (blastos), sendo considerada
altamente agressiva. Mais propriadamente na LLA ocorre proliferacdo descontrolada
de linfoblastos (origem B ou T) na medula éssea, sangue periférico, e / ou em outros
orgaos (JABBOUR et al., 2005).

Apresenta uma taxa de incidéncia de 1,6 por 100.000 pessoas ao ano, com

um mediana de 14 anos. Cerca de 60% dos pacientes sdo diagnosticados apés 20

anos de idade. Pacientes adultos acima de 19 anos apresentam taxa de sobrevida
inferior quando comparada com as criangas (PULTE et al., 2009)

A Leucemia Linfoblastica Aguda (LLA) é o tipo de cancer infantil mais comum

e, em adultos, possui uma importante causa de morbidade. Nos ultimos anos, houve

grandes avancos na compreensdo da base genética da LLA. Os estudos de

caracterizagcdo gendmica, incluindo a analise de microarranjos e sequenciacéo do
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genoma, ajudaram a identificar inameras mutagdes presentes na LLA, bem como a
compreensao do desenvolvimento linfoide, detecgcdo de alteracbes em genes
supressores de tumor, receptores de citocinas, quinase e a via de sinalizacdo RAS
(MULLIGHAN, 2012; INABA et al., 2013).

Esta doenca € resultante do crescimento descontrolado e acumulo de
linfoblastos, que s&o incapazes de funcionar como células sanguineas normais
havendo um bloqueio na producdo normal destas células na medula Ossea,
reduzindo deste modo, a producdo de glébulos vermelhos, plaquetas e glébulos
brancos na medula 6ssea. Na maioria dos casos ndo existe um fator claro de sua
origem. Acredita-se que em alguns casos exista algum tipo de ligacdo com a
exposicao a radiacao (PUI et al., 2009).

A LLA se desenvolve a partir de linfécitos primitivos, os quais podem ser
encontrados em varios estdgios de desenvolvimento. O principal método de
classificacéo é realizado pela imunofenotipagem. Os estudos citogenéticos também
representam uma importante metodologia (PAPAEMMANUIL et al., 2009; TREVINO
et al., 2009).

A LLA foi designada pela OMS em 2008 na classificacdo de malignidades
hematol6gicas como Leucemia /Linfoma Linfoblastico, por ambas serem
consideradas duas entidades biologicamente semelhantes (SWERDLOW et al.,
2008). No entanto, o Linfoma linfoblastico, pode ou ndo apresentar envolvimento de
medula 0ssea, e esta uma vez com infiltracdo, a contagem de blastos na mesma
sera menor de 25% (BASSAN et al., 2016)

A Unica manifestacéo clinica mais especifica do Linfoma linfoblastico seria o
aumento do timo, com presenca de massa mediastinal em 90% dos casos, com
auséncia de acometimento de tecidos e orgao alvo (FENG et al., 2010). Pode-se
apresentar casos com caracteristicas intermediarias, com posterior evolucao,
apresentando disseminacéo leucémica (BASSAN et al., 2016)

De acordo com a atualizagéo da Classificagao da OMS de Leucemias Agudas
2016, em se referindo as Linfoblasticas Agudas, duas novas entidades provisérias
importantes com presenca de anormalidades genéticas recorrentes foram
reconhecidas e incorporadas na classificacdo: LLA-B com a amplificacdo
intracromossomica do cromossoma e LLA-B com translocagfes envolvendo tirosina

guinases ou receptores de citocinas ("BCR-ABL1-like all") (Tabela 4)..


http://asheducationbook.hematologylibrary.org/search?author1=Charles+G.+Mullighan&sortspec=date&submit=Submit
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Esta, se encontra relacionada com mal prognostico , assumindo grande
importancia como nova entidade. Apresenta resposta terapéutica a associagao com
inibidores de tirosino-kinase (TKI) (DEN BOER et al, 2009).

Tabela 4. Classificacdo das Neoplasias de células linféides precursoras , segundo
atualizacao OMS, 2016

Leucemia/linfoma linfoblastico de celulas B

Leucemia / linfoma linfoblastico de celulas B, SOE

Leucemia / linfoma linfoblastico de celulas B com anormalidades genética
recorrentes

Leucemia / linfoma linfoblastico de celulas B com t(9;22)(q34.1;911.2);BCR-ABL1
Leucemia / linfoma linfoblastico de celulas B com t(v;11g23.3); rearranjo KMT2A
Leucemia / linfoma linfoblastico de celulas B com t(12;21)(p13.2;922.1); ETV6-
RUNX1

Leucemia / linfoma linfoblastico de celulas B com hiperdiploidia

Leucemia / linfoma linfoblastico de celulas B com hipodiploidia

Leucemia / linfoma linfoblastico de celulas B com t(5;14)(q31.1;932.3) IL3-IGH
Leucemia / linfoma linfoblastico de celulas B com t(1;19)(q23;p13.3);TCF3-PBX1
Entidade proviséria: Leucemia / linfoma de celulas B, BCR-ABL1 — like

Entidade proviséria: Leucemia / linfoma de celulas B com iAMP21

Leucemia/linfoma linfoblastico de células T

Entidade provisoéria: Leucemia linfoblastica de célula T precursora

Entidade proviséria: Leucemia / linfoma linfoblastico de células Natural killer (NK)

Os sinais e sintomas desta doenca sdo muito semelhantes aos da LMA, tais
como cansaco, falta de ar, sinais de hemorragia, infec¢des e febre. Além disso, pode
haver infiltracdo testicular, vomitos e de dores de cabeca sugestivas de
envolvimento também do sistema nervoso (NABHAN et al., 2014).

Para este tipo de leucemia, o diagndstico € realizado pela analise
microscopica do sangue periférico e medula Ossea, citometria de fluxo,
imunohistoquimica e ensaios citogenéticos (PCR e FISH) (OLDE et al., 2009).

Em muitos casos de LLA, as mudancgas genéticas ndo sdo conhecidas e nem

todos o0s casos apresentam as mesmas alteracbes cromossomicas. Outras
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caracteristicas importantes para abordagem terapéutica incluem: a idade do
paciente, o nivel de contagem leucocitéria, 0 envolvimento do sistema nervoso
central e dos ganglios linfaticos (HALLEK, 2013).

Alguns estudos correlacionam o surgimento da LLA com inUmeras causas. Ha
hipéteses de que a reducdo da exposicdo de criangcas a infecgbes bacteriana
durante o primeiro ano de vida pode aumentar risco de LLA infantil. Uma crianga que
passou por varios exames de raios-X também pode apresentar um risco ligeiramente
aumentado para a LLA; a quimioterapia e radiacdo anterior ao tratamento pode ser
uma causa desta doenca em adultos (PUI et al., 2009; Papaemmanuil et al., 2009;
DEMIR et al., 2014)..

Os cientistas continuam a explorar possiveis relacbes desta doenca com o
estilo de vida ou exposicdo a agentes ambientais (BASSIL et al., 2007; COCCO et
al.,, 2013). Estas investigacbes apoiam a ideia de que uma série de fatores
complexos podem estar envolvidos na LLA. Um estudo detectou que criangas
expostas a pesticidas agricolas podem apresentar um aumento significativo do risco
desta doenca (BAILEY et al., 2015).

O tratamento se da pela quimioterapia. Os pacientes devem ser tratados
assim que o diagndstico é confirmado, e o objetivo inicial é a reducdo e restauracao
da producdo normal dos hemacias, leucocitos e plaquetas. Em tratamentos
guimioterapicos, uma combinacéo de drogas € utilizada para na tentativa de controle
da doenca (NABHAN et al., 2014).

Cerca de 75% de todos os casos de LLA infantil apresenta uma alteracao
cromossdmica detectavel por cariotipagem, FISH ou técnicas moleculares (Figura 6).
Em pacientes com LLA de precursores de células B existem casos que incluem
hiperdiploidia com mais de 50 cromossomos, hipodiploidia com menos de 44
cromossomos, e rearranjos cromossémicos incluindo t (12; 21) ETV6-Runxl1 (TEL-
AML1), t (1; 19) TCF3-PBX1 (E2A-PBX1), t (9; 22) BCR-ABL1 e rearranjo MLL
oriundo da translocacdo 11923 (BURMEISTER et al., 2009; OLDE et al., 2009;
INABA et al., 2013).

A LLA de linhagem T €& caracterizada por mutacdes ativadoras da proteina
NOTCH1 e por rearranjos de fatores de transcricdo como o TLX1 (HOX11), TLX3
(HOX11L2), LYL1, TAL1 e MLL (AGNUSDEI et al., 2014).

Embora estes rearranjos apresentem importancia na iniciacdo de eventos da

leucemogénese e sejam amplamente utilizados no diagnostico e estratificacdo de
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risco, eles ndo séo suficientes para explicar a leucemogénese. Rearranjos, tais
como ETV6-RUNX1 estdo presentes antes mesmo do desenvolvimento da leucemia,
e muitos deles, em modelos experimentais, ndo resultam por si s6 no
desenvolvimento desta doenca (BASSAN & HOELZER, 2011).

Alguns estudos de mapeamento genético demonstraram que 0 genoma
abriga, em geral, menos alteracdes estruturais em relacdo aquelas verificadas no
genoma de inumeros tumores sélidos, contudo algumas delecbes recorrentes e
amplificacbes génicas foram identificadas, onde muitas delas envolvem um Unico
gene (MULLIGHAN, 2012).

Muitos destes genes envolvidos codificam proteinas com fun¢bes-chave no
desenvolvimento linféide (por exemplo, PAX5, IZKF1, EBF1 e LMO2), regulacédo do
ciclo celular e supressao de tumor (CDKN2A / CDKN2B, PTEN e RB1), sinalizacéo
linféide (BTLA, CD200, TOX, receptor de glucocorticéide NR3C1) e a regulacédo da
transcricdo e coativacdo (TBL1XR1, ETV6 e ERG) (ROBERTS et al., 2012,
GROSSMANN et al., 2013).
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Figura 6. Frequéncia de subtipos citogenéticos de LLA pediatrica. Fonte:
Adaptado de Inaba et al. (2013).
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A presenca de fatores prognoésticos desfavoraveis, casos de refratariedade e
ou recidiva da doenca séo indicativos de realizacdo de transplante de medula éssea.
Uma das causas do prognéstico desfavoravel, que ocorre em 5% de criancas com
LLA e 25% dos casos de adultos, é a presenca do cromossomo filadélfia. Nestes
casos, a utilizagéo de inibidores de tirosina-quinase juntamente com a quimioterapia
e o transplante podem ser uteis, uma vez que eles isoladamente apresentam
resultados insuficientes (YAN et al., 2008; HOF et al., 2001).

O tratamento da LLA é complexo e alguns exemplos de medicamentos e
tratamentos utilizados durante o inicio e pos-tratamento sdo: doxorrubicina
intravenosa, asparaginase intravenosa, vincristina intravenosa, prednisona oral,
metotrexato intravenoso ou intramuscular, citarabina intra-tecal , inibidores de
tirosina-quinase em casos confirmados da presenca do cromossomo Filadélfia,
dentre outras drogas (CUNNINGHAM et al., 2013).

2.1.5. Leucemia Linfocitica Crénica (LLC)

A Leucemia Linfocitica Cronica (LLC) consiste em um distirbio monoclonal
caracterizado por uma acumulacdo progressiva de linfécitos funcionalmente
incompetentes (Figura 7). Esta € a forma mais comum de leucemia em adultos nos
paises ocidentais. Alguns pacientes chegam a Obito rapidamente, dentro de 2-3
anos de diagndéstico, devido a complicacdes, no entanto a maioria dos pacientes
apresentam expectativa de vida entre 5 e10 anos apos o diagnéstico (BYRD et al.,
2004; HALLEK, 2015).

Existem inlUmeros sinais e sintomas desta doenca, onde seu inicio € insidioso,
e ndo é incomum na LLC que sua descoberta ocorra ao acaso apos um exame de
sangue ocorrido rotineiramente, visto que cerca de 25 a 50% dos pacientes séo
assintomaticos no momento de sua detecgdo (JANG et al., 2013).

Em geral, os principais sintomas incluem aumento dos ganglios linfaticos,
hepatomegalia, esplenomegalia, infec¢cdes recorrentes, perda de apetite ou
saciedade precoce, presenca de hematomas, fadiga e sudorese noturna (PARIKH et
al., 2013).

O diagnoéstico ocorre através da contagem de glébulos brancos, onde
individuos com LLC cursam leucometria elevada . A citometria realizada com sangue

periférico € o exame mais utilizado para confirmacdo diagnéstica em LLC. Outros
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ensaios Uteis incluem andlise em bidpsia de medula 6ssea e ultrassonografia de
abdomen. Testes para avaliacdo da dosagem de imunoglobulinas podem ser
realizados para aqueles pacientes que desenvolvem infec¢cbes de repeticao.
(TSIMBERIDOU et al., 2006; MORENO et al., 2010).

Existem dois sistemas de classificagdo usados na LLC: o sistema de
estadiamento Rai modificado, que categoriza os pacientes em grupos de baixo,
meédio e alto risco e o sistema de estadiamento Binet que categoriza os pacientes de
acordo com o quantidade de areas de envolvimento linfoide acometidas (Tabela 5)
(HILLMEN, 2011; MUHAMMAD et al., 2016).
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Figura 7. Esfregaco de sangue periférico de um paciente com leucemia linfocitica

cronica.Observa-se citoplama abundante e pequena variedade de linfécitos atipicos.
Fonte: Muhammad et al. (2016).
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Tabela 5. Estadiamento da LLC tipica

Estagio Caractéristicas clinicas Sobrevida média (anos)
Linfocitose apenas no >10

0: baixo risco sangue e na medula
Linfocitose + 5-7

I: risco intermediario Linfadenopatia
Linfocitose + 5-7

II: risco intermediério hepatomegalia ou

esplenomegalia com ou

sem adenopatias

[1l: alto risco Linfocitose + anemia 1-3
v Linfocitose + trombocitopenia

Menos de 3 areas >10
A deenvolvimento linféide;

sem anemia ou

trombocitopenia

3 ou mais areas de 7
B envolvimento linfoide ; sem

anemia ou trombocitopenia

Hemoglobina < 10 g/ dLe 2
C /ou plaquetas <
100.000/pL

Fonte: Swerdlow et al. (2008).

Na LCC, as células sdo altamente resistentes a apoptose, e alguns
pesquisadores tém sugerido que o excesso de células B tem maior relacdo a
diminuicdo da apoptose e a desregulacdo do controle do ciclo celular do que
necessariamente um aumento da taxa de proliferacdo destas células. Alteracdes em
microRNAs afetam todas as linhagens celulares de LLC; os principais efeitos sdo a
evasao de apoptose, a auto-suficiéncia no processo mitético e, como estudos
recentes sugerem, a estimulacdo da angiogénese e disseminacdo (GREVER et al.,
2007; ROSSI et al., 2013).

Alguns estudos epidemioldgicos demonstram que o risco de desenvolvimento

da LLC pode estar relacionado com uma predisposicdo genética. Algumas



24

pesquisas de caso-controle e de coorte apontaram que familiares de individuos com
LLC podem apresentar um risco de 5,7 vezes maior no desenvolvimento da doenga
(CHIGRINOVA et al., 2013).

Estudos moleculares da LLC mostraram que existem iniUmeras alteracdes
genéticas consideradas essenciais ao processo tumorigénico. Tais alteracdes
implicam duas grandes classes de genes: genes supressores de tumores, cujos
produtos normalmente inibem diretamente o desenvolvimento neoplasico regulando
negativamente o crescimento e diferenciacdo; e 0s oncogenes que contribuem
positivamente para a transformacéo neoplasica quando ativados (HAFERLACH et
al., 2007; PALLASCH et al., 2009).

A inativacdo dos genes supressores de tumor juntamente com a ativacao de
oncogenes leva a malignidade. As alteracdes genéticas envolvidas na transformacao
de células normais para o estado maligno podem ser herdadas na linhagem
germinativa e surgirem somaticamente no tecido em que o tumor se estabelece
(PARKER & STROUT, 2011; RODRIGUEZ et al., 2013).

A genética da LLC é concebivelmente semelhante a de cancéres da mama e
do cdlon, onde um subconjunto da doenga ocorre em individuos que possuem na
sua linha germinativa uma ou mais alteracdes genéticas causais requeridas para a
transformacdo neoplasica. De acordo com o modelo de véarias etapas da
carcinogénese, o desenvolvimento do fendtipo neoplasico completo em modelos
hereditarios e ndo hereditarios da LLC depende de mdltiplas alteracBes genéticas
(PALLASCH et al., 2009; EICHHORST et al., 2015).

A base genética da LLC é, em grande parte, desconhecida, contudo uma
série de sindromes cromossdmicas conhecidas pode estar associada a um risco
aumentado no desenvolvimento das leucemias, incluindo doencas recessivas e a
ataxia telangiectasia (AT). O mapeamento do cromossomo 11923 em pacientes com
AT demonstra que estes possuem um risco aumentado no desenvolvimento de
cancer de mama, linfomas e leucemias. Outros estudos relatam que o gene ATM
(mutante) ocorre em aproximadamente 20% dos pacientes LLC. Este gene é
responsavel pela codificacdo de uma proteina do tipo quinase de ponto de
checagem que harmoniza o reconhecimento de alteragdes no DNA oriundas de
radiacéo ionizante (BOULTWOOD, 2001; STANKOVIC et al., 2002; SIPAHIMALANIJ
et al., 2007).
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Uma abordagem completamente diferente na identificagdo de genes é a
tentativa de usar os ganhos e perdas gendémicas identificadas em casos LLC, tanto
esporadicos ou hereditarios, para identificar os principais genes causadores desta
condicdo. Estudos com alguns pacientes com LLC apontaram que estes apresentam
mutac¢des germinativas no microRNA (miR) precursor de miR15, miR16, miR 155,
miR 92 e miR 21; e todos os pacientes apresentaram perda de heterozigosidade
neste locus. Também existem evidéncias de que um polimorfismo de nucletideo
anico (SNP) no gente ARLTS1 apresente relacdo com a LLC visto que alguns esta
alteracao ja foi detecada em diferentes casos familiares com a presenca da doenca
(HE et al., 2007; CALIN et al.,, 2008; CARDINAUD et al., 2009; MRAZ & KIPPS,
2013).

Em virtude da constatacdo de que os miRNAs estdo envolvidos na LLC,
também existem estudos relativos ao envolvimento de RNAs n&o codificantes
(ncRNAs) nesta doenca. Algumas regides ultraconservadas (RUCs) do genoma
humano sdo de grande importancia no desenvolvimento da LLC. Por exemplo, as
moléculas ativas no cluster dos miR-15a / miR-16-1 estdo completamente
conservadas em seres humanos e camundongos e altamente conservadas em 9 das
10 espécies de primatas com genoma ja sequenciado. Alguns estudos apontam que
as RUCs néo séo reliquias silenciosas da evolugcédo, mas sao altamente transcritas.
Perfilando a expressdo de 481 RUCs superiores a 200 pb em células de LLC
(GALIN et al., 2005; SAMPATH et al., 2011; UNDERBAYEV et al., 2014).

Os mecanismos reguladores da expressdo das RUCs ainda s&o pouco
conhecidos. No entanto, sabe-se que existe uma interacdo entre estas regides e 0s
MIARNS, sugerindo a existéncia de uma rede de ncRNAs com func¢des de controle
reciprocos (Figura 8) (CALIN & CROCE, 2009).

As alteracBes em genes candidatos e a expressdo anormal de miRNAs pode
representar uma nova forma de predisposicdo ao cancer visto que cada miRNA
possui varios alvos e as pequenas variagbes herdadas que influenciam na
expressdo de miRNAs podem ter consequéncias importantes para a expressao de
Varios oncogenes ou genes supresssores de tumor que codificam proteinas
envolvidas na origem tumoral (CALIN et al, 2007; WOJCIK et al., 2010;
UNDERBAYEYV et al., 2014).



26

1rBCL2,
: miR-15/miR16 {+MCL1,
Familia miR-29 ﬁTCLl
J Familia miR-181 / Pl
UCGs
2o b L Oncogenes
MiRNAs codificantes de
NVuc.346A - proteinas
W uc.215 * {*miR-155, 5
Supressores
*uc.lSO ﬁm'R-ZI \ codificantes de
proteinas
{tmiR-92
¥ PTEN
‘ PEDCD4
l pVHL
Evasao por apoptose
Auto suficiéncia nos sinais crescimento
celular
Angiogénese e Disseminacao

Figura 8. Envolvimento de ncRNAs em leucemias. Os miRNAs regulam a
expressdo de genes codificadores de proteinas e podem funcionar como
oncogenes, supressores tumorais, ou ambos. Os UCGs, que sao regulados por
mMiARNS, atuam como oncogenes, ao passo que seu papel como supressores de
tumor também tem sido implicado. Os principais exemplos de proteina codificadas
por genes alvo por miARNSs séo apresentados. Fonte: Adaptado de Calin & Croce (2009)

2.2 O processo de Angiogénese

Angiogénese é a formacdo de novos vasos sanguineos a partir de brotos
endoteliais de vasos capilares preexistentes (FOLKMAN & INGBER, 1992). A
angiogénese esta presente em processos fisiologicos como a menstruacao,
ovulacéo, cicatrizacao de feridas e outros (SAFATLE et al., 2002). Particularmente,
no coracdo a angiogénese promove a ramificacdo vascular das coronarias,
aumentado o fluxo sanguineo e a sua forca de contracdo, repercutindo
favoravelmente durante o esforco fisico. A angiogénese esta presente também nos
processos patolégicos como artropatias crénicas, psoriase, retinopatia diabética,
degeneragdo macular, crescimento tumoral e disseminacdo metastatica (FOLKMAN,
1976; GONZALEZ et al., 2003).
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A angiogénese (Figura 9) € um mecanismo controlado por fatores ativadores
e inibidores, que se desenvolve quando algum estimulo induz a mudanca das
células endoteliais de um estado de quiescéncia para um estado de replicacdo e
migracao, formando capilares (SAFATLE et al., 2002). A angiogénese pode também
levar ao crescimento e disseminacdo metastatica do tumor maligno, o aumento da
rede vascular aumenta a possibilidade de células tumorais entrarem na corrente
sanguinea e muito provavelmente originar metastases (FOLKMAN, 1972;
FOLKMAN, 1976; FOLKMAN, 2004).
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Figura 9. Esquematizac&o do processo angiogénico. Fonte: LEMES, 2014.

Embora a maioria dos vasos sanguineos em um organismo adulto permaneca
em repouso, as células endoteliais possuem rapida capacidade de divisdo em
resposta a estimulos fisioldgicos, o que pode resultar na ativacao da angiogénese.
J4 se sabe que durante a resposta inflamatéria os leucécitos (neutrdfilos,
monaocitos/macréfagos e linfécitos T), e fibroblastos contribuem para formacéo de
microambiente favoravel a angiogénese (ZIJLSTRA et al.,, 2006). As ceélulas
endoteliais estimuladas pelos fatores angiogénica liberam proteases que atuam
favoravelmente na reparacdo do vaso sanguineo lesado. As células endoteliais
migram para o estroma perivascular, onde proliferam e iniciam o brotamento capilar.
A migracdo das células segue em direcdo ao local de estimulacdo angiogénica. O
broto endotelial expande, formando novos vasos sanguineos (FERRARA, 2004,
GOUGH, 2007).

Um grande numero de moléculas que atuam na regulacédo da angiogénese é

conhecido. Dentre elas se destacam: FGF (fator de crescimento fibroblastico), FCBb
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( fator de crescimento de fibroblasto basico), TGFalfa (fator de crescimento alfa) e
TGF-beta (fator de crescimento alfa), fator de crescimento de hepatdcito (HGF), fator
de necrose tumoral (TNFalfa), Fator de Crescimento Derivado de Plaquetas (PDGF),
metaloproteinases de matriz (MMP 's), interleucina 8 e angiopoietinas (Ang). No
entanto, nem todos estes fatores sdo especificos para células endoteliais e apenas
alguns deles sao capazes de influenciar diretamente as células endoteliais em
cultura (GERHARDT & BETSHOLTZ, 2003; CARMELIET, 2005).

Assume-se que 0 acontecimento critico na regulacdo da angiogénese é a
cascata de sinalizacdo que envolve o fator de crescimento do endotélio vascular
(VEGF). Esta conclusdo baseia-se em primeiro lugar sobre as propriedades
biologicas deste fator de crescimento. O VEGF é uma proteina com atividade
mitogénica e possui importante funcdo na sobrevivéncia das células do endotélio
vascular. O VEGF exerce sua atividade biol6gica através de receptores
transmembranicos com atividade tirosina quinase presente nas células endoteliais, e
participa como principal mediador da angiogénese (DVORAK, 2002; LI et al., 2003;
FERRARA, 2004).

Em condicdes in vitro, o VEGF estimula o crescimento de células endoteliais
que se originaram a partir de artérias, veias e vasos linfaticos através de uma acéo
direta sobre eles. Ele também é um grande indutor da angiogénese em diversos
modelos experimentais in vivo. Além disso, em camundongos, este fator induz a
resposta linfatica (NAGY et al., 2002; ALITALO & CARMELIET, 2002).

Estudos apontam que o efeito do VEGF in vivo, em organismos adultos,
apresenta diferencas: a inibicdo do VEGF resulta em altera¢des apoptoéticas intensas
em camundongos jovens, enquanto que em ratos com idade superior a quatro
semanas, a inibicdo deste fator ndo apresenta praticamente nenhum efeito. Isto
pode ser devido a maturacdo insuficiente do sistema vascular de camundongos
jovens, visto que, suas células endoteliais exibiram dependéncia significativa de
VEGF. Supbe-se que um dos principais eventos que resultam na perda de
dependéncia de VEGF é a formacdo da parede vascular com envolvimento de

periquitos (DOR et al., 2001; GERHARDT & BETSHOLTZ, 2003).

O VEGF é também conhecido como um fator de regulacéo da permeabilidade
vascular. A capacidade deste elemento para melhorar a permeabilidade define o seu

importante papel na inflamagéo e em outros processos patolégicos. Em particular,
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sabe-se que o0s vasos do tumor sdo caracterizados por apresentaram uma
permeabilidade aumentada, e esta particularidade contribui para a penetracdo de
células tumorais em redes vasculares e metastase (JIA et al.,, 2004; SHIBUYA,
2006).

O gene que codifica 0 VEGF humano consiste em oito exdns separados por
sete introns. O splicing alternativo do gene de VEGF produz quatro isoformas
diferentes: VEGF121, VEGF165, VEGF189 e VEGF206 contendo, respectivamente,
121, 165, 189, e 206 aminoacidos. A isoforma mais frequente, VEGF165, ndo possui
aminoacidos codificados pelo sexto exdn, enquanto a isoforma VEGF121 ndo tem
aminoacidos codificados pelos sexto e sétimo exdéns. Ha dados na literatura sobre a
deteccdo de isoformas menos frequentes, tais como o VEGF145 e VEGF183 . Em
células que segregam VEGF, a isoforma mais frequente é VEGF165, um
homodimero com massa molecular de 45 kD (KRUSSEL et al., 2001; COULTAS et
al., 2005).

Uma caracteristica importante de isoformas de VEGF esta na sua capacidade
para se ligarem a heparina, pois este apenas define se a proteina segregada sera
acumulada em matriz extracelular ou se seré liberada e, assim, tornar-se acessivel
para interagcdo com outras células. As isoformas VEGF189 e VEGF206 se ligam a
heparina com elevada afinidade e estdo praticamente acumuladas na matriz
extracelular; o VEGF121 nao se liga a heparina (é uma proteina livremente difusivel)
e a isoforma VEGF165 possui propriedades intermediarias (¢ uma molécula
segregada, mas a maior parte da proteina permanece ligada a superficie celular e
na matriz extracelular) (HOLLINGSWORTH et al., 2005).

As isoformas de VEGF associadas a matriz funcionam, para a célula, como
um depdsito peculiar deste fator de crescimento e, quando necessario, eles séo
capazes de serem liberados rapidamente devido a clivagem pela plasmina na regido
C - terminal, com a formacdo de um fragmento biologicamente ativo. Neste caso, a
perda do dominio de ligagdo a heparina contribui na reducéo significativa da
atividade mitogénica do VEGF. Deste modo, a isoforma VEGF165 € caracterizada
por eficientes parametros de atividade biologica. Este também esta apoiado por
dados que demonstram que, em camundongos, a expressao exclusiva da isoforma
VEGF120 é inviavel (ZHOU et al., 2007; CAl et al., 2010).

A familia de VEGF (Figura 10) apresenta seis membros: VEGF-A, VEGF-B,
VEGF-C, VEGF-D, VEGF-E e P1GF. Destes, o VEGF-A apresenta maior atividade
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no processo angiogénico. Estes fatores podem ativar um ou mais dos receptores
conhecidos (VEGFR-1, VEGFR-2 e VEGFR-3). As proteinas transmembranicas
VEGFR-1 e VEGFR-2 séo receptores de alta afinidade de VEGF com dominio
tirosina-quinase e sao expressas, talvez exclusivamente, no endotélio vascular
(POURGHOLAMI & MORRIS, 2008).

VEGFA VEGFA VEGFC
VEGFC VEGFD

VEGFD

YY Y
0

VEGFR1 VEGFR2 VEGFR3

Figura 10. Exemplo da ligagao entre as moleculas de VEGF
e Seus receptores. Fonte: ELLIS & HICKLIN (2008).

A ligacdo entre VEGF e seus receptores medeiam 0 processo angiogénico,
conduzindo a dimerizacdo do receptor e uma subsequente transducdo de sinal
(HICKLIN & ELLIS, 2005). Essa ligacdo inibe o fluxo de calcio citoplasmético e
aumenta sua concentracao, altera a forma, e promove divisdo e migragéo celular
(FERRARA, 2004).

Com o aumento da permeabilidade venosa, as proteinas plasmaticas vao
para 0 meio extravascular e deste modo, ocorre a coagulacdo do fibrinogénio e
formacdo de gel de fibrina a qual é utilizada como matriz contingente para o
crescimento de novos vasos sanguineos (FOLKMAN, 1986; DVORAK, 1995).
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2.2.1. Angiogénese tumoral

A angiogénese € um fendmeno essencial para o crescimento e sobrevivéncia
de tumores solidos. Na angiogénese tumoral ocorre a proliferacdo de vasos
sanguineos que penetram no tecido canceroso fornecendo a este, nutrientes e
oxigénio (Figura 11). O processo angiogénico é um requisito ndo apenas para o
crescimento continuo do tumor, como também para a metastase (FOLKMAN, 2004).
Em estagios iniciais, a resposta vascular é fundamental para a continuacdo do
crescimento de tumores sélidos, e nesta fase ha uma atencdo focada na utilizacéo
de inibidores de angiogénese como um adjuvante de outras terapias para a
prevencao do desenvolvimento de neoplasias malignas.

Folkman (1976) demonstrou que para um tumor solido crescer além de 1-2
mm, € necessaria a presenca de vasos sanguineos para um maior fornecimento de
nutrientes e oxigénio uma vez que as ceélulas neoplasicas apresentam um
metabolismo acentuado (FOLKMAN, 1976).

A angiogénese tumoral se inicia com a liberacdo de moléculas de células
tumorais que enviam sinais para o tecido hospedeiro, ativando determinados genes
que produzem proteinas relacionadas ao crescimento de novos vasos sanguineos
(DVORAK, 2002).
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Figura 11. Esquematizacédo do processo de angiogénese tumoral.
Fonte: Adaptado de Servan-Schreiber (2012).
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O VEGF é um mediador-chave da angiogénese em céanceres, onde sua
regulacdo € efetuada pela expressdo de oncogenes como o EGF, pelos fatores
TGFalfa e TGF-beta, IGF-1, FGF, fatores de crescimento derivados de plaquetas
(PDGF), etc. Estes dados apontam para a possibilidade da regulacdo autocrina ou
paracrina da expressao de VEGF no processo de secre¢do de qualquer dos fatores
acima mencionados pelas células (FOLKMAN, 1972; CARMELIET, 2005).

A hipoxia é também um dos fatores mais importantes na inducdo da
expressdo do VEGF. A expressao aumentada do RNAmM de VEGF sob condicdes de
baixo teor de oxigénio, causado por diferentes estados patolégicos, foi demonstrada.
Sabe-se que as células de muitos tumores soélidos em humanos expressam
elevadas quantidades de VEGF, estimulando assim, o desenvolvimento de novos
vasos no tecido do tumor em crescimento (FORSYTHE et al.,, 1996; CARMELIET,
2000;).

Os vasos tumorais formados sob a influéncia de VEGF sao estruturalmente e
funcionalmente anormais. Eles estdo dispostos de forma irregular, tortuosa, e néo
estdo organizados em vénulas, arteriolas e capilares. Além disso, sdo permeaveis e
hemorragicos, o que leva a alta pressao intersticial (JAIN et al., 2002; VIRREY et al.,
2008).

Estas caracteristicas fazem com que o fluxo sanguineo do tumor seja baixo, o
gue resulta em hipéxia e maior producdo de VEGF. O papel central deste fator na
producdo de vasos tumorais se tornou um importante alvo na terapia anticancer
(CARMELIET, 2005; ALVARENGA et al., 2014).

A ativagcdo do fator VEGFR-3 tem sido observada em diferentes tipos de
tumores, tais como o melanoma. Nestes casos, 0s elevados niveis de expresséo de
VEGFR-3 e seus ligantes (VEGF-C e VEGF-D) estdo associados com metastases
(KIRKIN et al., 2001; PEPPER et al., 2003). Nas células de melanoma M21, este
fator ativa as integrinas aV3, que estdo envolvidas na adesdo e migragao celular
(BYZOVA et al., 2000).

Os receptores VEGFR sao altamente expressos em casos de mesotelioma
(STRIZZI et al., 2001). Também, este fator estimula a proliferacdo e migracdo de
células leucémicas humana (DIAS et al., 2000). A inducdo da ativacao e crescimento
de células MAPKs (Proteinas quinases ativadas por mitdgenos) em linhagens
celulares de cancer pancreatico humano (VON MARSCHALL et al., 2000). Em

células de cancro da mama (T-47D), o VEGF estimula a CPAM (malformacao
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congénita das vias aéreas pulmonares) e enzimas PI3K (Fosfatidilinositol 4,5-
bifosfato-3-quinase) as quais participam de funcdes celulares, como o crescimento,
proliferacéo, diferenciagéo, motilidade celular (PRICE et al., 2001).

Deste modo, percebe-se que além de sua importante funcédo no processo de
angiogénese, o VEGF também atua na biologia de varias linhagens celulares
tumorais (CARMELIET, 2005).
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3. OBJETIVOS

3.1 Geral

Revisar a influéncia do processo angiogénico em leucemias.

3.2 Especificos

o Revisar os principais fatores angiogénicos expressos em células leucémicas;
o Revisar quais sdo as possiveis estratégias de prognéstico e tratamento de
pacientes com leucemia utilizando a terapia angiogénica.
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4. METODOLOGIA

Trata-se de um estudo descritivo, quantitiavo utilizando a revisdo sistematica
de literatura, entre Abril e Junho de 2016. Os principais descritores de busca,
pesquisados tanto na lingua portuguesa quanto ingluesa, foram: angiogénese,
leucemia, linfoide, aguda, crbnica, mieloide, fatores angiogénico, terapia
antileucémica e os operadores boleanos and e or.

Foram pesquisadas 482 manucrtios dos quais foram considerados 230
publicacdes originais, nacionais e internacionais, entre o periodo de 1960 até 2016,
relativas a estudos de ensaio clinico envolvendo experimentos in vitro e in vivo
(caso-controle, coorte) e revisbes sobre o0 processo de angiogénese, tipos de
leucemias e fatores angiogénicos envolvidos na origem de tumores. As buscas
ocorreram nas seguintes bases de dados: Literatura Latino-Americana e do Caribe
em Ciéncias da Saude (LILACS), Scientific Electronic Library Online (Scielo), Base
de dados especializada em ciéncias biomédicas e ciéncias da vida (Medline),
Scopus, Pubmed e Drugdex Medicamentos. Foram excluidos artigos que néo
relatavam a relacdo entre angiogénese e leucemias ou fatores angiogénicos e

leucemias.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Fatores angiogénicos no desenvolvimento em leucemias

Conforme os dados obtidos nesta revisao, verificou-se que 0s principais
fatores angiogénicos envolvidos nas leucemias sao o VEGF, gene C-myc, MMPs de
matriz, HIF-1 e FGF (Tabela 6).

Tabela 6. Principais fatores angiogénico envolvidos nas leucemias

Fator Tipo de leucemia
VEGF LMA
linfomas Hodgkin (LH) e ndo Hodgkin
(LNH)
Gene C-myc LMA
MMPs de matriz LLA
LLC
HIF-1 LMA
FGF LMA
LMC
LLC

Em 1997 Perez-Atayde et al., relatou pela primeira vez que o fendmeno
angiogénese ocorria na medula 6ssea em casos especificos da LLA. Pesquisas
posteriores relataram também que em determinados parametros hematolégicos
apresentando malignidade acompanhada de angiogénese, havia uma relacdo com o
prognéstico da LLA infantii ou uma contribuicdo para o desenvolvimento e
progressao de casos da LLC (PEREZ-ATAYDE et al., 1997; RIBATTI, 2009).

Normalmente, o processo angiogénico é regulado pelo equilibrio de citocinas
angiogénicas e anti-angiogénicas, e este fenébmeno pode ser induzido por intermédio
de células leucémicas na medula éssea. As pesquisas apontam que a leucemia

apresente uma possivel dependéncia da angiogénese, 0 que aumenta a
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probabilidade no uso de drogas anti-angiogénicas no tratamento desta doenca
(SPENCER et al., 2014; ZHENG et al., 2016).

Existem algumas evidéncias indicando que diversas drogas antiangiogénicas,
como as de segmentacdo de VEGF ou de seus receptores, sdo capazes de tratar
pacientes com cancér. Além disso, a inibicdo do VEGF n&o é unicamente téo eficaz
como se pensava. Por conseguinte, é imprescindivel o desenvolvimento de alvos
mais eficazes para o tratamento de pacientes com leucemia (BROGGINI et al.,
2003; SONG et al., 2012; WANG et al., 2015).

Uma série de fatores de indugcdo da angiogénese tem sido investigados em
casos de leucemias, tais como o VEGF, FGF, HGF, TGF, TNF, Ang, fator de inducéo
de hipoxia 1 (HIF-1), MMPs, o gene c-myc, a endotelina (ET), integrinas, fator de
crescimento da placenta (PIGF, dentre outros (RIBATTI, 2009; SONG et al., 2012;
SPENCER et al., 2014). A combinacdo destes fatores a seus receptores pode
promover a divisdo de células do endotelio vascular e induzir a formagéo de novos
vasos, 0 que proporciona condi¢cdes favoraveis para a ocorréncia e progressao de
tumores. Somado a isso, a relacdo entre os fatores angiogénicos em casos de
leucemia, tem evidenciado as funcdes de tais fatores na modulacdo dos eventos de
proliferacéo, diferenciacéo e apoptose (WANG et al., 2015).

5.1.1. O papel do Fator de Crescimento do Endotélio Vascular (VEGF) em
leucemias

O VEGF é o fator pré-angiogénico melhor caracterizado até o momento, e sua
primeira purificagdo ocorreu a partir de cultura in vitro de células bovinas foliculo-
estreladas (FERRARA et al., 1989; JAIN, 2014).

Apbés a deteccdo de sua atividade mitogénica em células endoteliais
vasculares, o VEGF foi considerado ndo apenas um coagente mitogénico altamente
especifico nas células do endotélio como também um fator de promocdo da
permeabilidade vascular (WANG et al., 2015).

Na figura 12, verifica-se que o VEGF pode atuar com alta eficiéncia e
especificidade sobre as células do endotélio vascular e promover a regeneracao,
além de aumentar a permeabilidade vascular através de trés receptores da tirosina
quinase (TKR): VEGFR-1 (ou Flt-1), VEGFR-2 (ou KDR / encontram
predominantemente expressos no endotélio vascular. O receptor VEGFR-1 é
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também expresso em outras tipos celulares, incluindo células estaminais
hematopoiéticas (CEHSs), células musculares lisas vasculares, mondcitos e células
leucémicas (SATO, 2008). Contudo, o receptor VEGFR-2 €& expresso,
principalmente, em células progenitoras endoteliais (CPES) e megacariocitos
(LANUTI et al., 2016).

A regulacdo da formacdo de vasos linfaticos (linfangiogénese) ocorre de
modo dependente da ligacdo de homodlogos aos receptores VEGF, VEGF-C, VEGF-
D e VEGFR-3, que € largamente restrita a células endoteliais linfaticas (MEDINGER
& PASSWEG, 2014). Além disso, a elevada expressdo do receptor VEGF-D foi
detectada tanto em linfomas Hodgkin (LH) e ndo Hodgkin (LNH), quanto em células
Reed-Sternberg (RS) com um elevado niumero de microvasos tumorais, sugerindo
um papel desta citoquina na angiogénese (BARDELLI et al., 2007).

A inducdo da angiogénese tumoral bem como a interrupgédo do processo
angiogénico se tornou uma caracteristica na investigacdo do cancer (HANAHAN &
WEINBERG, 2000). Como o inibidor da angiogénese tumoral, o VEGF pode
aumentar significativamente a permeabilidade vascular. Muitas linhagens celulares
de leucemia e células primarias podem sintetizar e secretar este fator, o qual modula
o comportamento biolégico maligno de células leucémicas por loops de feedback
positivo: sinalizacdo paracrina e autécrina (DIAS et al., 2000; FRAGOSO et al.,
2007).

O VEGF secretado por células leucémicas interage com 0s receptores das
células endoteliais as quais passam a produzir fatores de crescimento, tais como
o fator estimulador de col6nias granulocitarias (G-CSF) que atua sobre as células
leucémicas aumentando sua proliferacédo e resisténcia aos medicamentos, ou ainda
sobre os receptores da superficie de células autdlogas para aumentar a atividade de
proliferacdo autologa (DIAS et al., 2001).

A interacédo funcional entre o receptor VEGF-A ao receptor de formil peptideo
(FPRL1) mediada pela secrecdo do fator de crescimento do tecido conjuntivo
(GTGF) foi demonstrada por alguns pesquisadores (LEE et al., 2015). O CTGF ativa
de modo direto os sinais do FPRL1, gerando um aumento nos niveis de Ca2 +
intracelular e no sinal da quinase controlada pela sinalizacdo extracelular (ERK)
fosforilada (BAGHERI et al., 2015).

Pesquisas detectaram que o receptor VEGF-2 desemplenha um papel

importante na angiogénese induzida por VEGF e a ligacdo entre este fator e o
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receptor Flt-1 pode ativar proteinas MAPKs, quinase C (PKC), RAS ou induzir a
proliferacéo de células endoteliais vasculares (BREKKEN et al., 2000).

Até o momento foi provado que o VEGF € o Unico fator de crescimento para a
angiogénese, enquanto outros fatores tais como FGF e PDGF podem atuar, com
menor especificidade, em inumeros tipos celulares concomitante as células do
endotélio vascular. Este fator pode regular o desenvolvimento de células-tronco
hematopoiéticas, na remodelacdo da matriz extracelular e na regeneracdo de
citoquinas inflamatérias (MADRIGAL et al., 2014).

A ativacdo de VEGFR-2, também, desempenha uma funcdo necessaria e
suficiente na mediacdo da angiogénese VEGF- dependente e na inducdo da
permeabilidade vascular. Os receptores VEGF-A (VEGFR-1 e VEGFR-2) atuam na
angiogénese patoldgica, incluindo a angiogénese tumoral. Os fatores VEGF-C e D,
juntamente com seu receptor VEGFR-3, podem regular a angiogénese durante o
processo embrionario, além de atuarem, principalmente na regulacdo da
linfangiogénese (LEE et al., 2014; HAN et al., 2016)

Extracelular

Citoplasma
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Expressﬁo de genes

Regulagdo da atividade
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leucémicas e resisténcia a
drogas

Figura 12. O papel do VEGF na progresséo da leucemia. Fonte: Adaptado de
HAN et al. (2016).

O VEGF esta intimamente relacionado com as MMPs, através da
complexidade deste fator como mediador da expressdo regular da MMP-9

(WOENNE et al., 2010). Em outras pesquisas, esta relacao tem contribuicdo para a
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angiogénese tumoral e metdstases, com uma parcial associacdo no aumento da
secrecdo de VEGF (WU et al., 2015). Esta combinacdo de VEGF e MMPs tem sido
utilizada em ensaios clinicos, sendo considerada como um possivel alvo terapéutico.
Algumas evidéncias sugerem que ela também estd envolvida na proliferacéo,
diferenciacdo anormal e no prognostico da LMA (SONG et al., 2012; HAOUAS,
2014). A regulacdo positiva destas citocinas pro-angiogénicas na densidade de
microvasos, na medula e plasma também reforca esta teoria (MEDINGER &
PASSWEG, 2014).

Simultaneamente, as citocinas representativas, VEGF e seus receptores, sao
expressas em células brancas informes (blastos) de LMA, em nichos de osteoblastos
e na circulacdo periférica (LEE & KIM, 2014). Neste sentido, uma abordagem
terapéutica focada na acéo anti-angiogénica tem se tornando cada vez mais eficaz e
promissora através do uso de imunomoduladores, por exemplo, anticorpos
monoclonais anti-VEGF, inibidores de VEGFR e Histonas (MARINACCIO et al.,
2014; KON et al.,, 2015). Devido a isso, a terapia com uso de fatores anti-
angiogénicos baseada no principio da inibicdo da funcéo fisiolégica de VEGF tornou-
se o hotspot das oncoterapias. Para exemplo, o llorasertib (ou ABT-348) € um novo
inibidor de Aurora quinases (pode inibir a acdo de VEGF, PDGF e familias de
receptores tirosina-quinase) (GARCIA-MANERO et al., 2015).

A heparina sulfato de glucosamina 3B1 pode promover a angiogénese e a
proliferacdo celular através de uma inducédo de VEGF em células de LMA. Este fato
tem contribuido positivamente na progressdo da LMA e tais atividades estédo
associadas com a inducdo na expressividade do VEGF (ZHANG et al., 2015). O
composto Genosideo (Rg3) é usado ndo apenas como uma dorga antiangiogénica
na terapia anticancer, mas também exibe, em parte, um efeito anti-leucémico, devido
a sua atividade anti-angiogénica na inibicdo das vias PI3K, Akt e ERK1 as quais
atuam na regulacdo da expressdo de HIF-7a e VEGF (ZHENG et al., 2014). A
histona-desacetilase (HDAC) também atua na inibicAo da angiogénese tumoral
através de regulacdo negativa de fatores angiogénicos (31).

O mecanismo antiangiogénico induzido pelo acido valproico (VPA) esta
associado com a supressao de VEGF e de seus receptores (ZHANG et al., 2014).
Além disso, o uso combinado da histona deacetilase, com o inibidor VPA, &cido all-
trans-retindico (ATRA), acido desoxirribonucléico polimerase-a e do inibidor

citarabina (Ara-C) é considerado atualmente o tratamento mais viavel na
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estabilizagcdo da LMA, visto que seus efeitos anti-proliferativos e a modulagédo na
liberacdo de mediadores angiogénicos de células endotéliais sdo promissores
(KVESTAD et al., 2014).

Outro exemplo é o Foretinib o qual consiste em uma cinase de multiplos
inibidores e quando submetida a ensaios clinicos tem apresentado acao inibitéria na
atividade de VEGFR-2 (HUYNH et al., 2012). Sua atividade pode ser capaz de inibir
o VEGF-A, VEGF-C, angiopoetina-2, reduzindo a expressao de VEGFR-2, VEGFR-3
e a ativagao de TIE-2 (CHEN et al., 2015). No entanto, apesar dos receptores de
VEGF apresentarem um potencial mecanismo de retardo da LMA, o inibidor de
tirosina quinase endotelial, diranib (AZD2171) atua contra os receptores VEGF e nas
respostas dos fatores KDR e FLT-1, e ndo pode ser confirmados em outros grupos
(MATTISON et al., 2015).

A compreensdo dos componentes do complexo celular da medula 6ssea pode
levar & descoberta de novos fatores extrinsecos que sejam responsaveis pela
iniciacdo e progressao da leucemia. A ativacao de células endoteliais pelo VEGF-A
tem favorecido a profiferacdo de células leucémicas em niveis elevados, além de
aumentar a aderéncia de células do endotélio nos casos de leucemia. O
desenvolvimento de drogas que tém por alvo a ativagcdo do nicho vascular poderia
provar ser uma terapia eficaz em combinacdo com outros agentes
quimioterapéuticos (MARINACCIO et al., 2014; LEE et al., 2015).

Por outro lado, a alta expressdo de VEGF-C esta associada com a
quimioresisténcia e indica um prognéstico adverso na LMA. O VEGF-C induz a
expressdo da ciclo-oxigenesase 2 (COX-2), promovendo, deste modo, uma
resisténcia a quimioterapia. Além disso, a ET1 induz a expressdo do RNAmM da COX-
2. A regulacédo entre VEGF-C / COX-2 e ET-1 representa um potencial alvo para
melhorar os casos de resisténcia a quimioterapia em pacientes com LMA (HUA et
al., 2014).

A lenalidomida (Revlimid®) é um agente imunomodulador clinicamente ativo
em pacientes com LLC e seu efeito ant-iLLC € mediado pela alteragdo de elementos
micro-ambientais, o que implica na modulagéo de varios fatores relacionados com a
angiogénese e a interrupcao da relacdo de células de LLC com células endoteliais
(BLUMEL & BROADWAY-DUREN, 2014). Como efeito, o ambiente leucémico se
torna altamente enriquecido a estimulos linfangiogénicos, e a inibicdo de VEGFR-3

restaura a funcao das ceélulas NK. O bloqueio de VEGFR-3 modula a funcdo destas
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células, proporcionando a possibilidade de abordagens terapéuticas avancadas
utilizando células imunitarias contra a leucemia mieloide (LEE et al., 2014).
Compreender a caracterizacéo funcional de fatores linfaticos na medula ossea
e em LMA também pode apresentar um potencial alvo na interrupcado do transplante
de células-tronco, além de melhorar a funcdo de células imunitarias através da

modulacdo do microambiente dos tumores (LEE & KIM, 2014).

5.1.2. Gene C-myc: um importante fator angiogénico envolvido nas leucemias

O gene c-myc € um membro da familia dos proto-oncogenes Myc, sendo um
transcrito de regulacédo pleiotropica. Ele pode induzir a instabilidade do genoma e
afetar a ocorréncia e progressado de tumores de forma direta ou indireta, por isso,
desempenha um papel importante na proliferagdo e morte celular programada
(WANG et al.,, 2014). Sua sequéncia especifica de DNA é responsavel pela
transcricdo do Ziper de Leucina e da alca Hélice. Este gene pode se heterodimerizar
mediante contato com a proteina correspondente, MAX, e estimula a transcricdo de
alguns genes que incluem ODC, ECA39, elF4E, CDC25, CAD, CDK4, elF4G1,
hTERT e CCND1 (LIN et al., 2008).

Nos ultimos anos, descobriu-se que o gene c-myc também atua como um
importante fator da angiogénese tumoral devido a sua relacdo com a expressao de
VEGF (HAN et al., 2016). Existe uma regido de ligacdo deste gene, 271bp, a qual
promove a expressdo de VEGF. Esta regido, apés um processo de mutagénese,
pode favorecer maior expressividade de VEGF em condicdes hipdxicas através de
uma co-participacdo de c-myc e, posteriormente, promover a angiogénese e
tumorigénese (MEZQUITA et al., 2005).

Alguns estudos também esclarecem que a angiogénese tumoral pode ser
promovida por miRNAs gque induzem a ativacédo de c-myc e da IL-1[, representando,
deste modo, o afeito deste gene como indutor da iniciacdo de angiogénese
(SHCHORS et al., 2006). Aléem disso, este gene € altamente expresso em linhagens
celulares HL-60 (células humanas de leucemia promielocitica) e esta relacionado
com a proliferacdo e a diferenciacdo de células leucémicas (CHIERI et al., 2008).

O gene c-myc pode ser, incomumente, ativado pela amplificagéo do rearranjo
de outros genes e seu nivel de expressdo esta relacionado ao estado de

crescimento de células, sendo altamente expresso em estagio indiferenciado. Este
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gene € um alvo promissor no desenvolvimento de terapias, em virtude de suas
atividades oncogénicas visto que sua hiperexpressdo € verificada na maioria dos
canceres humanos (MISHRA et al., 2015).

A tentativa de ligacdo de c-myc em determinados genes que inibem a acao de
pequenas moléculas foi testada, e com isso se descobriu que alguns destes genes
foram eficazes na interrupcdo de interacdes de proteinas essenciais ao DNA
(RASKATOQV et al., 2012; WANG et al., 2013).

Estudos apontam que o aumento da expressao c-Myc desempenha um papel
importante na leucomogénese. Em casos de LMA, este gene € responsavel pelo
controle direto na expressdo do gene EZH2 o qual participa do recrutamento de
enzimas DNA metiltransferases (DNMTSs) e localiza no DNA o ponto de metilacao.
Durante a diferenciacdo de células da LMA, ocorre uma inducdo simultanea na
reducdo dos niveis de c-Myc e EZH2. Algumas variacbes em EZH2, presentes na
LMA, dependem, principalmente, do controle transcricional de c-Myc (SALVATORI et
al., 2011).

Os macréfagos associados a tumores (TAM-—tumor associated
macrophages) também podem expressar 0 gene c-myc, regulando suas atividades
pré-tumorais, in vivo, e fendtipicas. A funcdo de c-myc em TAM pode controlar,
portanto, o crescimento tumoral o que indica que este gene se tornou um alvo ideal
nas terapias genéticas de combate a tumores e leucemias (PELLO & ANDRES,
2013).

5.1.3. Envolvimento de metaloproteinases de matriz (MMPs) em malignidades
hematoldgicas

As metaloproteinases de matriz (MMPs) sdo uma série de proteinases de
zinco-dependente do dedo com elevada homologia. Existem trés dominios comuns
nas MMPs: pro-péptido, dominio catalitico e hemopexina como dominio C-terminal
(NAGASE et al.,, 2006). De acordo com as caracteristicas especificas das
sequéncias de aminoacidos e substratos, as MMPs podem ser classificadas em
quatro tipos principais: colagenases (MMP-1, MMP-8, MMP-13, MMP-e 18),
gelatinases (MMP-2, MMP-9), estromelisinas (MMP-3, MMP-10 e MMP-11),
matrilisinas (MMP- 7, MMP-26). As MMPs podem degradar a matriz central
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extracelular o que pode representar um importante sinal na iniciagdo da
angiogénese, invasao e metastases de tumores (DERYUGINA & QUILEY, 2006).

Alguns estudos tém relatado que a expressdao MMPs esta relacionada com o
potencial metastatico de varios tumores humanos e desempenham um papel
essencial durante o desenvolvimento da Leuco-diapedese e da coagulacéo
intravascular disseminada (DCI) (TSCHESCHE, 1997; RIES et al., 1999). Para
modulacdo das MMPs ocorrer, existem importantes fatores de transcricdo, tais como
o ativador do plasminogénio tipo 1 (PAI-1). Os fatores de transcricdo PEA3, NFkB e
Transdutores de sinal e ativadores de transcricdo (TSAT), e os demais fatores
envolvidos na regulacédo da expressao de MMPs, podem regular, também, os niveis
da transcricdo de VEGF (YAN & BOYD, 2007).

A compreensao das propriedades invasivas de células tumorais em humano
revela a relagdo com a baixa expressédo de inibidores metaloproteinasesde tecido
(TIMP), incluindo os TIMP-1, 2, 3 e 4. Além disso, a expressédo dos niveis de TIMP
pode afetar diretamente o nivel de de atividade das MMPs (NAGASE et al., 2006). A
liberacdo das varias MMPs e TIMPs pode ocorrer por células primarias da LMA e
afetar o comportamento das células leucemicas (REIKVAM et al., 2010).

Quanto ao uso clinico, a quantidade de moléculas na matriz extracelular,
incluindo os tipos IV, V, colagenos Xl e laminina também sao digeridas pelas MMPs
gue estdo relacionadas com a angiogénese e metastases de tumores, por exemplo,
a MMP-1, que atua como um fator de regulacdo negativa na angiogénese e
desenvolvimento e a MMP-13 que promove a secrecdo de VEGF e induz a
angiogénese tumoral in vivo (JOST et al., 2006; KUDO et al., 2012). As MMP-3,
MMP-10 e MMP-11 podem ativar células tumorais (KREN et al., 2006).

Devido a falta de dominio hemopexina, as matrilisinas (MMP-7 e -26) podem
ser consideradas como MMPs, e a MMP-7 ndo s6 desempenha um papel importante
na degradacdo de proteinas da matriz extracelular, como também participa da
ativacdo, degradacdo, abscisdo e outros processos bioquimicos de proteinas da
matriz nao-extracelular, as quais sao essencias para 0 desenvolvimento de
angiogénese tumoral (DERYUGINA & QUILEY, 2006).

As MMPs sdo, em geral, hiperexpressas em tumores e a superexpressao das
gelatinases, incluindo MMP-2 e MMP-9 esta sempre acompanhada pelo

crescimento, metastase e angiogénese do tumor (PATTERSON et al., 2001).
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Alguns estudos sobre as funcdes de MMP-2 e MMP-9 em malignidades
hematoldgicas estdo disponiveis. As MMP-9 presentes no plasma podem contribuir
na evolucao clinica de pacientes com LLC, axiliando no progndstico deste tipo de
leucemia (AMIGO-JIMEZEZ et al, 2014). Em pacientes com a Sindrome
Mielodisplasica (MDS), as MMPs consitituem uma ferramenta Util para o diagnéstico
e podem ser um possivel alvo no tratamento da doenca (CHAUDHARY et al., 2016).

As células de LMA geralmente apresentam uma alta secrecdo de diversas
MMPs (MMP-2 e MMP-9, TIMP1 e VEGF) (MARINACCIO et al., 2014). Além disso, a
liberacdo proteolitica do VEGF a partir da matriz tumoral pela MMP-9, desempenha
um importante papel na modulacdo da proliferacdo de células de leucémicas
(CHAUDHARY et al., 2016). E possivel que o fator HIF-1 esteja intimamente
relacionado com a expressao de VEGF e MMP-9 (SEMENZA, 2013). O VEGF pode
reduzir significativamente a produgcdo de MMP-9 pode reduzir significativamente a
producdo de MMP-9 em células de leucemia e do tipo B (WOENNE et al., 2010).

O bloqueio das MMPs pode inibir por completo a producao de VEGF e reduzir
significativamente o volume da vasculatura. Foi confirmado em alguns estudos que a
ativagcdo de MMP-2 é dependente do inibidor TIMP-2, visto que, quando a
concentracédo de TIMP-2 aumenta, ele se combina com TIMP-1 e ativa a MMP-2, o
qgue leva a uma “possivel origem do evento de ativacdo tumoral (FRIEHS et al.,
2006; WU et al., 2015). Devido ao papel das MMPs no desenvolvimento de
leucemias, os inibidores especificos de sua atividade podem ser constituintes da
terapia anticancer (FINGLETON, 2007).

Mais atencdo deve ser dada sobre as MMPs como uma estratégia anti-
leucémica devido a importancia do desenvolvimento de novas estratégias
terapéuticas. As MMPs influenciam direta e indiretamente no desenvolvimento da
vasculatura mediada pelo VEGF (HATFIELD et al., 2010).

5.1.4. Relagbes entre VEGF e HIF-1 na malignidade hematoldgica

O fator 1 induzido por hipoxia (HIF-1) € o regulador central da resposta a
mudancas na concentracdo de oxigénio e tem um papel fundamental nos processos
fisiol6gicos e patoldgicos em humanos. Ele é capaz de formar um heterodimero

com o translocador nuclear do receptor de aril hidrocarbono, ARNT, e se ligar ao
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elemento responsivo a hipoxia (HRE) da eritropoietina humana. Este fator ativa a
expressao de inumeros genes em resposta a hipoxia (PENG et al., 2015).

Em condicbes de hipoxia, o fator HIF-1 se torna estavel e pode interagir com
o fator auxiliar de co-estimulacdo CBP / P300 para regular a atividade de oncogenes
(LANDO et al., 2002). Este fator atua na regulacdo de uma variedade de genes que
atuam no metabolismo anaerébio da glicose, além de promover a angiogénese em
tecidos sujeitos a isquemia pelo aumento da expressividade de VEGF (Figura 13)
(KIRITO et al., 2005).

HIF-1 € um heterodimero
Hipdxia

HIF1a) ——cp0

0" 0

ol
(cBP/E300 eompiex )/

Angiogénese Metabolismo  Proliferagao
da Glicose Celular

Figura 13. Modelo esquematico da participacéo de HIF-1 na conducgéo de

diferentes processos sob condi¢cdes anaerdbicas. Fonte: Adaptado de Wang et
al. (2012).

O fator HIF-1 pode ser regulado pela Proteina inibitoria com dominio (PAS),
apresentando uma atividade pro-apoptética atraves de outras proteinas que
intereagem com membros da familia Bcl-2. Em condi¢des aerodbicas, os residuos de
prolina presentes no HIF-1a podem ser hidroxilados de modo que ocorre um
reconhecido pela enzima E3 ubiquitina ligase, contendo o gene supressor de tumor
VHL, o qual sofre degradacdo proteossémica (WANG et al., 1995; ZHANG et al.,
2009; LEE etal., 2012).
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O HIF-1 n&o s6 estimula a produgcdo de angiopoietinas (ang), mas também
regula o nivel de expressao dos receptores de Ang. Este fator também desempenha
um papel importante no metabolismo da matriz extracelular e apresenta outros
efeitos apds ativacdo, tais como a promocdo de mudancas adaptativas no
metabolismo celular e a estimulagdo de células renais na produgéo de eritropoietina
que ira agir como o regulador principal na inducdo da angiogénese em tumores
malignos (NOGUERA et al., 2009; O HIF-1 também influencia o crescimento e
desenvolvimento de células tumorais através do aumento da expressividade de
genes alvo, incluindo o de expressao de VEGF (QUAIL & JOYCE, 2013; SPENCER
et al., 2014).

Uma caracteristica marcante do nicho hematopoiético é o baixo nivel de
oxigénio onde se torna necessaria a condicdo de hipdxia para a manutencéo a longo
prazo de células estaminais / progenitoras hematopoiéticas. Sabe-se hoje que em
tumores sélidos, a hipdxia provoca alteracbes metabdlicas intrinsecas e
modificacdes no microambiente tumoral, tais como a estimulacdo da angiogénese,
pela ativacao de do fator HIF-1 (BENITO et al., 2013; QUAIL & JOYCE, 2013)

Considerando que a leucemia ndo se trata de um tumor "sélido", o papel de
oxigénio nesta condicdo € pouco investigado. No entanto, estudos recentes apontam
que a hipodxia influencia a proliferacdo e diferenciacdo de células leucémicas, além
da resisténcia a quimioterapia. O papel das proteinas HIF permanece, contudo,
controverso visto que os HIFs podem ser considerados tanto como oncogenes ou
genes supressores tumorais, dependendo do estudo e modelo (ELIASSON et al.,
2010; SEMENZA, 2013).

Outras pesquisas evidenciam que o HIF-1 promove o desenvolvimento da
angiogénese e metastase, podendo apresentar sua concentracdo aumentada por
hip6xia em células primaria de LMA. Da mesma forma, a baixa expressao de HIF-1a
e a liberacdo de diversas citocinas pré-angiogénicas, por células leucémicas, pode
ser induzida por uma concentracao reduzida de oxigénio (YAMAKUCHI et al., 2010;
TABE & KONOPLEVA, 2014).

Em algumas pesquisas foi relatado que o fator HIF-1 pode favorecer a
diferenciacdo de células de LMA através de um mecanismo independente de
transcricao, inibindo o progresso deste tipo de leucemia (GAO et al., 2015). Estudos
mostraram que a supressao de HIF-1, através da expressdao de miR-17 e miR-20a,

pode paralisar a diferenciacdo induzida por este fator em condi¢cdes de hipoxia em
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células de LMA. Além disso, o0 miR-17 e miR-20 inibem imediatamente a expressao
da p21 e STAT3 (HE et al., 2013).

Algumas observacfes indicaram que o HIF-1, desempenha um importante
papel na sobrevivéncia de todas as células brancas informes, podendo ser um

condutor no mecanismo de quimioresisténcia (SPENCER et al., 2014).

5.1.5. Relacédo entre o Fator de Crescimento Fibroblastico (FGF) e leucemias

O fator de crescimento fibroblastico, FGF, esta envolvido em diferentes
etapas do desenvolvimento de um organismo, como na proliferacéo e diferenciacao,
de tecidos. Seu envolvimento no processo angiogénico e na reparacdo de tecidos,
apresenta grande relevancia nos estudos clinicos. A familia proteica FGF é
composta ao menos 23 membros, tais como o FGF &cido (aFGF ou FGF1) e FGF
basico (bFGF ou FGF2) os quais sdo amplamente estudados em virtude de suas
variadas funcdes (NIES et al., 2015). Eles se ligam a heparina, a qual aumenta sua
atividade biolégica e os protegem da protedlise. Tanto o FGF1 quanto FGF2 atuam
sobre o mesmo receptor, no entanto a afinidade de aFGF é cerca de 30 a 100 vezes
maior do que a de bFGF (MOHAMMADI et al., 2005).

O FGF ¢é um forte indutor da sintese de DNA em diferentes tipos celulares nas
linhagens do mesoderma e neuroectoderma. Ele também possui atividades de
guimiotaxia e mitogénicas. Varios estudos tém demonstrado que o bFGF pode
estimular e regular a proliferacéo e diferenciacéo de varios inumeros tipos de células
derivadas da mesoderme e neuroectoderme, tais como células epiteliais, mioblastos,
osteoblastos e células da glia que desempenham um importante papel na
embriogénese e cicatrizacao tecidual, além de regular a expressao de VEGF (NIES
et al., 2015; BRYAN et al., 2008; SCHNEIDER et al., 2011).

Considerado como um fator mitogénico de quimiocinas (citocinas proé-
inflamatoérias) e de células do endotélio vascular, o bFGF ¢é liberado
extracelularmente e pode se ligar a diferentes receptores da superficie de células
endoteliais incluindo TKR, moléculas de adesé&o celular (CAMSs) e proteoglicanos de
heparam sulfato para ativar sua atividade vasculogénica (HARMER et al., 2004).

O bFGF também pode ativar a sinalizagdo da via P13K onde ocorre a inibigdo
a apoptose de células do endotélio vascular e promocdo da angiogénese

(NAKASHIO et al., 2002). Tal como uma quimiocina, o bFGF pode atrair diferentes
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tipos de células por quimiotaxia e induzi-las a produzir colagenases (enzimas
proteoliticas) favorecendo a proliferacdo e migracdo de células do endotélio
vascular, e a degradacdo de proteinas de matriz extracelular para induzir a
angiogénese (PRESTA et al., 2005).

A regulacdo positiva de bFGF é verificada em casos de LMA, LMC e LLC,
envolvendo, na maior parte dos casos, um prognoéstico ruim. As mutacbes no
dominio quinase sdo um mecanismo comum de resisténcia na LMC, por exemplo,
contudo, o mecanismo de resisténcia na auséncia de mutacdes ainda nao esta
elucidado (KREJCI et al., 2001; SCHNEIDER et al., 2011). Alguns ensaios apontam
gque o FGF2 promove a resisténcia ao imatinibe in vitro, aravés da ativacdo de
proteinas-quinases ativadas por mitdgenos pelo receptor FGF 3/RAS/c-RA. Além
disso, este fator € encontrado em porcdes significantemente reduzidas em individuos
que fazem uso do Ponatinibe, sugerindo que a inibicdo dos receptores de FGF
podem interromper a resisténcia mediada por FGF-2 (TRAER et al., 2014).
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6. CONCLUSAO

O conhecimento dos fatores angiogénicos, como VEGF, MMPs e FGF, tem
demonstrado que estes atuam ndo apenas na iniciagdo, como na progressao,
metastase e apoptose de células de tumores soélidos e em leucemias. Neste sentido,
a melhor compreenséo das funcfes destes fatores na atualidade, tem apontado que
estes podem favorecer a terapia-alvo com base no processo de angiogénese em
leucemias. O desenvolvimento de inibidores da angiogénese tumoral para restringir
0 crescimento e metastase tornou-se uma nova abordagem terapéutica eficaz para a
oncoterapia.

Nos ultimos anos, a oncoterapia envolvendo a combinacdo de mdultiplos alvos
forneceu a direcdo de novas pesquisas com agentes anti-angiogénicos. Embora tais
pesquisas ainda estejam confinadas a base de experimentos e ensaios clinicos sem
uma reflexdo de seu real valor na pratica clinica, através do desenvolvimento de
agentes anti-angiogénicos, o aprofundamento e desenvolviemnto de terapias
oncolégicas com compostos anti-angiogénicos podera abrir uma nova area no

tratamento de doencgas hematoldgicas
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