Universidade
Estadual de LondRrina

GEISE ELLEN BROTO OLIVEIRA

AVALIACAO DO ESTADO REDOX NA LEUCEMIA
LINFOCITICA AGUDA TIPO B INFANTIL:
ANALISE DO MICROAMBIENTE TUMORAL E CIRCULACAO
SISTEMICA DURANTE A FASE DE INDUCAO DO
TRATAMENTO QUIMIOTERAPICO

Londrina
2017



GEISE ELLEN BROTO OLIVEIRA

AVALIACAO DO ESTADO REDOX NA LEUCEMIA
LINFOCITICA AGUDA TIPO B INFANTIL:
ANALISE DO MICROAMBIENTE TUMORAL E CIRCULACAO
SISTEMICA DURANTE A FASE DE INDUCAO DO
TRATAMENTO QUIMIOTERAPICO

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pos
graduacdo em Ciéncias da Saude da
Universidade Estadual de Londrina, como
requisito parcial para a obtencdo do titulo de
Mestre.

Orientador: Prof. Dr.Décio Sabbatini Barbosa
Co-orientadora: Prof. Dra. Carolina Panis

Londrina
2017



Ficha de identificag Ao da obra elaborada pelo autor, stravés do Programa de Geracio
Automatica do Sistema de Bibliotecas da UEL

oliveira, Geise.
Avaliacio do estado redox na lBucemia linfocitica aguda tipo B infantil © andlise do
microambiente tumoral e circulagio sistémica durante a fase de indugfo do tratamento
quimioterapico / Geise oliveira. - Londrina, 2017 .
aZf il

Orentador: Décio Sabbatini Barbosa.

Coorientador, Carolina Panis.

Dissertagio {Mestrado em Ciéncias da Sadde) - Universidade Estadual de Londrina,
Centro de Ciéncias da Sadde, Programa de Pos-Graduagiao em Ciéncias da Sadde, 2017,

[nclui bibliografia.

1. leucemia linfaide aguda - Tese. 2. estresse oxidativo - Tese. | Sabbatini Barbosa,
Céecio . 1. Panis, Carolina . 1ll. Universidade Estadual de Londrina. Centro de Ciéncias da
Salde. Programa de Pds-Graduagdo em Ciéncias da Sadde. IV, Titulo.




GEISE ELLEN BROTO OLIVEIRA

AVALIACAO DO ESTADO REDOX NA LEUCEMIA
LINFOCITICA AGUDA TIPO B INFANTIL:
ANALISE DO MICROAMBIENTE TUMORAL E CIRCULACAO
SISTEMICA DURANTE A FASE DE INDUCAO DO
TRATAMENTO QUIMIOTERAPICO

Dissertacao apresentada ao Programa de pos
graduacdo em Ciéncias da Saude da
Universidade Estadual de Londrina, como
requisito parcial a obtencao do titulo de Mestre.

BANCA EXAMINADORA

Orientador: Prof. Dr. Décio Sabbatini Barbosa
Universidade Estadual de Londrina - UEL

Prof. Dra. Francis Fregonesi Brinholi
Universidade Estadual de Londrina - UEL

Prof. Dra. Vanessa Jacob Victorino
Universidade Estadual de Londrina - UEL

Londrina, 13 de Abril de 2017.



Dedico este trabalho ao Senhor, que
me da sabedoria, confianca e

esperanca.



AGRADECIMENTOS

Agradeco a Deus primeiramente que tem me capacitado e derramado sua
graca e bencao sobre minha vida e da minha familia.

Ao Lucio, meu esposo que é 0 meu maior incentivador, me encoraja a
nunca desistir, me da apoio e suporte nos momentos que preciso, sempre dedicado
a mim e as nossas filhas.

As minhas filhas Rebeca, Victoria e Cecilia que sem saber, me deram
forcas por compreenderam a minha auséncia, amo VOCés muito.

Agradeco ao meu orientador prof. Dr. Décio, ndo sO pela constante
orientacao nesta dissertacdo, mas também por ter acreditado no meu trabalho.

A Dra. Carolina Panis, minha co-orientadora e grande amiga, sempre
alegre e disposta, me fez enxergar o futuro com leveza, e entender que a ciéncia €
necessaria. Mesmo nos momentos mais dificeis se mostrou presente.

Aos colegas do laboratério que me apoiaram todo o tempo, e foram
parceiros e amigos. Passaram-me todo o conhecimento e apoio de que eu
precisava, me deram forca nos momentos que precisei.

Gostaria de agradecer também ao Dr. Fausto Trigo, pelo apoio e ajuda,

gue foi essencial para que esse trabalho pudesse ser realizado.

Aos pacientes e seus familiares que mesmo em meio a tanto sofrimento
colaboraram em participar desse projeto, para a evolucdo da ciéncia e do

conhecimento.

A todas pessoas que me ajudaram direto ou indiretamente, seja com uma
palavra amiga, uma palavra de encorajamento, seja no cuidado com as minhas

filhas, ou no processamento das amostras.

Gostaria de agradecer também a Vanessa, grande amiga que me deu
uma forgca enorme na padronizacdo de algumas técnicas e por compartilhar seu
conhecimento comigo, a prof. Dra Francis, que aceitou fazer parte da banca,

contribuindo para o meu crescimento e melhoria deste trabalho.



“Suba o primeiro degrau com fé. Nao é
necessario que voceé veja toda a escada.
Apenas dé o primeiro passo”

Martin Luther King



OLIVEIRA, Geise Ellen Broto. Avaliacdo do estado redox da Leucemia Linfocitica
Aguda tipo B Infantil: andlise do microambiente tumoral e circulagdo sistémica
durante a fase de inducdo do tratamento quimioterapico.2017. 52p. Dissertacdo de
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RESUMO

As espécies reativas de oxigénio e nitrogénio sao responsaveis pela patogénese de
muitas doencas, inclusive a leucemia linfocitica aguda tipo B infantil (LLA-B). O
objetivo deste trabalho foi avaliar biomarcadores de estresse oxidativo em pacientes
com LLA-B em diferentes momentos da fase de induc&o do tratamento. As dosagens
foram feitas em 17 pacientes e as coletas ocorreram no DO, ou seja, antes do inicio
do tratamento e nos dias D8, D15, D22 e D28 da fase de indugéo do protocolo do
grupo brasileiro de tratamento de leucemia infantil (GBTLI, 2009). Os parametros
pré-oxidantes avaliados foram subprodutos de 6xido nitrico (NOx) e hidroperéxidos
lipidicos (LOOH) e os antioxidantes foram os grupamentos sulfidrilas (SH) e a
capacidade antioxidante total plasmatica (TRAP). Esses marcadores foram
analisados no sangue periférico e medula éssea sendo feita uma comparacao entre
estes dois compartimentos. Os resultados significativos foram um aumento do
estresse oxidativo (NOx e LOOH) na medula 6ssea em relacdo ao sangue periférico
e diminuicdo do SH no D28 somente no sangue periférico. Esses achados podem
indicar novas abordagens terapéuticas no futuro e abrir caminhos para outros
estudos que propiciem melhor entendimento sobre essa doenca.

Palavras-chave: Leucemia linfocitica aguda. Estresse oxidativo. Medula 6ssea



OLIVEIRA, Geise Ellen Broto. Evaluation of the redox state of acute lymphocytic
leukemia type B: analysis of the tumor microenvironment and systemic circulation
during the induction phase of the chemotherapeutic treatment. 2017. 52p.
Dissertation (Master’'s Degree Dissertation) — State University of Londrina.

ABSTRACT

Reactive oxygen species are responsible for the pathogenesis of many diseases,
including childhood acute lymphocytic leukemia type B (B- ALL). The objective of this
study was to evaluate oxidative stress biomarkers in patients with ALL - B in different
moments of induction phase of treatment. The dosages were given to 17 patients
with B-ALL and the samples were collected on day O, that is, before beginning the
treatment and on the days D8, D15, D22, and D28 of the induction phase of the
protocol of the Brazilian group of treatment of childhood leukemia (GBTLI, 2009). The
pro-oxidative parameters evaluated were estimated from the levels of nitric oxide
(NOx) and lipid hydroperoxide (LOOH) byproducts and the antioxidants parameters
were sulfhydryl groups (SH) and total plasma antioxidant capacity (TRAP). These
markers were analyzed in peripheral blood and bone marrow and a comparison was
done between them. The results were significant with an increase of the oxidative
stress (NO and LOOH) in the bone marrow (in relation to the peripheral blood and a
decrease of the sulphydryl groups-SH only in the peripheral blood on D28. These
findings could lead to new therapeutic advances in the future and make in-roads for
new studies leading to a better understanding of this disease.

Key words: Acute lymphoblastic leukemia. Oxidative stress. Bone marrow.
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1 INTRODUCAO

As leucemias sdo doencas malignas que afetam leucocitos do sangue.
Isso ocorre, pois a célula progenitora perde a capacidade de se diferenciar
independentemente do seu estdgio de maturacdo, que leva a uma expansdo de
células imaturas na medula éssea (BATTISTI et al., 2008). Elas sao classificadas
em agudas e cronicas, e de acordo com o subtipo, podem acometer criancas ou
adultos. Sua classificacdo depende do tipo celular acometido, sendo linfocitica
aguda ou cronica, e mieloide também aguda ou crénica. Dentro destes grupos ainda
existe uma subclassificacdo de acordo com a citogenética definida (ER et al., 2007,
HAMERSCHLAK, 2012).

1.1 TIPOS DE LEUCEMIAS

1.1.1 Leucemia mieloide aguda (LMA)

Ocorre pela presenca de blastos de origem mieldide, devido a eventos
moleculares e celulares como dano ao DNA, aumento da proliferacdo celular,
instabilidade genética e falha na apoptose. E mais comum em adultos, e pode estar
relacionada a fatores externos como radiagdo, exposicdo ao benzeno e doencgas
como sindrome de Down (ZHOU et al., 2010).

A LMA, pode ser também subclassificada, sendo possivel fazer definices
prognoésticas e tratamento diferenciado. O diagnostico € realizado através da
citogenética e imunofenotipagem, que sdo exames capazes de analisar a morfologia
celular, definindo tipo celular e condigcbes cromossOmicas. Em geral, a resposta ao
tratamento é satisfatoria, objetivando o desaparecimento completo das células
blasticas e o restabelecimento das células normais. H4 casos em que o transplante
de medula d&ssea € necessario, devido ao prognostico desfavoravel
(HAMERSCHLAK, 2008).

1.1.2 Leucemia mieldide crbnica (LMC)

A LMC é caracterizada pela presenca do cromossomo Philadélphia (Ph)
com ou sem o rearranjo BCR-ABL, que é a translocacdo cromossémica que da
origem a esse gene quimérico (VENDRAMI-GOLONI, 2006). Seu diagnostico €

realizado pela presenca da leucocitose, de granuldcitos imaturos. Tipicamente a
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LMC apresenta diferentes fases que a sucedem: crdnica, acelerada e blastica
(SOUZA et al., 2013). Acomete mais adultos e se inicia de forma insidiosa, podendo
ser descoberta com exames de rotina. Tem como tratamento de primeira linha o
mesilato de imatinibe, que é um inibidor da tirosina quinase, proteina envolvida no
controle intracelular, que oferece resultados surpreendentes, melhorando a
gualidade de vida dos portadores dessa doenca (SILVA et al., 2009;
HAMERSCHLAK, 2012).

1.1.3 Leucemia linfoide crénica (LLC)

E uma doenca do sistema linfo-hematopoiético conhecida como a “doenca
do idoso”. E mais rara nos paises orientais, e dentre as leucemias € a que apresenta
maior tempo de sobrevida. Em geral ndo necessita de internacdes, sendo o
tratamento feito em nivel ambulatorial. Etiologicamente parece estar associada a
hereditariedade genética, uma vez que ha poucos estudos referindo fatores
ambientais como causa de LLC (YAMAMOTO; FIGUEIREDO, 2005).

1.2 Leucemia linfoide aguda (LLA)

E a leucemia mais comum na infancia, e resulta de multiplos processos
gue envolvem o hospedeiro tais como alteragcbes cromossdmicas e fatores
ambientais. A LLA se caracteriza pelo acumulo de células imaturas (linfoblastos) na
medula, o que leva a anemia, trombocitopenia e neutropenia (LEITE et al, 2007).

A LLA pode ocorrer nas células tipo B ou T, sendo seu tratamento
diferenciado de acordo com o subtipo. Além disso, classifica o paciente em baixo ou
alto risco de recaida, a fim de ajustar o tratamento. Os critérios dessa classificacédo
sdo definidos pelo protocolo de tratamento sendo consideradas de baixo risco
criancas com idade entre 1 e 9 anos e glébulos brancos < 50000/ mm* Os demais
séo classificados como de alto risco, e precisam ter um tratamento mais intensificado
(GBTLI, 2009).

1.2.1 Leucemia linfocitica aguda-T (LLA-T)

A LLA-T se origina do precursor linfoide cujo progenitor sdo os linfécitos

-

T. E uma doenca agressiva e com prognéstico ruim. Pacientes com LLA-T
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apresentam caracteristicas clinicas desfavoraveis como elevada leucometria,
doenca extramedular, além do comprometimento do sistema nervoso central. E mais
comum no sexo masculino (FARIAS; CASTRO, 2003; HAYDU; FERRANDO, 2013;
MATLOUB et al., 2015).

1.2.2 Mecanismos que levam ao desenvolvimento da leucemia linfocitica aguda -B

A LLA-B é o tipo mais frequente na infancia, cujo progenitor é o linfécito
B. Representa 75% dos casos de leucemia linfoide infantil (HAYDU; FERRANDO,
2013).

Acredita-se que a LLA-B se origina de uma parada de maturacdo no
desenvolvimento normal da célula tronco hematopoiética, podendo ocorrer em
diferentes estagios de diferenciacdo. A célula neoplasica apresenta, entéo,
capacidade ilimitada de proliferacdo e/ou resisténcia a apoptose. Na LLA, a
leucemogénese € multifatorial, ndo se conhecendo por completo todos os
mecanismos envolvidos. Fatores externos parecem estar envolvidos, como radiagéo
ijonizante e n&o-ionizante, agentes quimicos como benzeno, pesticidas, tabaco,
guimioterapicos, bem como agentes infecciosos (Epstein-Barr Virus, Hepatite-B
Virus), além dos fatores intrinsecos genéticos (BATTISTI et al., 2008).

A grande heterogeneidade da LLA-B € explicada em parte pela
complexidade do processo de desenvolvimento fisiolégico da célula tronco
hematopoiética até o linfocito B maduro. Tal processo é resultado de variadas
sinalizacbes celulares originadrias de citocinas exbégenas e receptores de
Imunoglobulinas de células B, bem como da programacdo genética e transcricional
intrinsecas. A desregulacdo do ciclo celular pode ocorrer em qualquer passo de tal
processo, aparentemente por vias celulares fisiolégicas anormalmente expressas em
determinado momento (PEI, S.; JORDAN, C.T., 2012). O perfil desta sinalizacdo, bem
como seu papel na evolucgéo clinica da doencga, ainda permanece pouco conhecido.

Para Mel Greaves (2006), os fatores que levam a leucemia infantil merece
atencdo especial, uma vez que para alguns grupos especificos as taxas de cura ainda
sdo muito pobres. Mesmo com muitos avancos ja conquistados, ha muito a ser

estudado e compreendido. Ainda segundo Greaves (2006), as leucemias, como a
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maioria das doencas humanas, sao resultantes do impacto causado das exposi¢coes
cruciais, das influéncias, do acaso e da susceptibilidade herdada.

As células tronco possuem papel importante na propagacdo da doenca e
sdo 0 maior objetivo das pesquisas com cancer. Suas propriedades sao fundamentais
para a compreensao das leucemias, devido ao seu papel na iniciacdo e manutengao do
clone leucémico. Uma estratégia pensada para se conseguir a cura das leucemias
seria erradicar as células tronco anémalas nos pacientes doentes, poupando as células
tronco normais, ou seja, evitar a toxicidade celular. Entretanto, seria uma estratégia
nada facil, devido as semelhangas entre os marcadores de superficie das células
normais e doentes. Estudos sugerem que doencas com origem da linhagem mieloide
podem ser propagadas através de um progenitor linfoide com caracteristicas
transformadas pelos antigenos de superficie e isso pode ser uma estratégia inovadora
no tratamento das leucemias (DESHPANDE et al., 2006).

Ha estudos que defendem a teoria de que existem dois momentos (“hits”),
para o processo da leucemogénese. O primeiro se daria por uma mutacdo ainda no
ambiente intra-uterino, e 0o segundo acontece ja apds 0 nascimento, por alteracbes
genéticas secundarias. Esses fatos “explicam” porque gémeos idénticos podem
desenvolver a doenca apenas em um dos irmdos (GREAVES, 2003; HONG et al,
2008).

1.2.3 TRATAMENTO DA LLA

O tratamento da LLA baseia-se no principio da poliguimioterapia,
empregando-se variados agentes quimioterapicos que atuam em fases diferentes do
ciclo celular. A célula leucémica em replicacdo € o principal alvo da terapéutica. O
tratamento da LLA é dividido em fases e de acordo com o subtipo de leucemia,
sendo divididos em inducéo, consolidagéo/ intensificagdo e manutencéo.

Esses regimes terapéuticos tém melhorado a sobrevida dos pacientes, e
sdo para cada caso, um protocolo especifico. No caso das leucemias segue-se 0
protocolo do Grupo Brasileiro de Tratamento de Leucemia Infantil (GBTLI) de 2009
gue é o mais recente (KANTARJIAN et al., 2004). Essa combinacdo de
guimioterapicos é uma estratégia para evitar que ocorra uma resisténcia aos
guimioterapicos bem como o ressurgimento das células malignas, fato frequente na

terapia contra o cancer (CHAO et al., 2015).
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1.2.4 Protocolo e medicamentos

O GBTLI é o protocolo utilizado no Brasil para tratar as leucemias infantis
(figura 1). Ele se divide nas fases de indugdo, consolidagao-intensificacdo e
manutencdo, sendo que em cada fase emprega-se diferentes medicamentos e
dosagens, levando em consideracdo os fatores prognosticos. Dessa forma, é
possivel obter um tratamento individualizado e adequado a cada situacao.

A fase da inducao é bastante importante, pois se objetiva a remissao total
da doenca, e é desenhada para reduzir a carga tumoral a um nivel indetectavel tanto
no hemograma como mielograma, sendo crucial para determinar o prognostico e
evolucdo clinica da doenca. Os medicamentos usados sdo de alta intensidade a fim
de que as células leucémicas sejam destruidas. Sao utilizados drogas que afetam
diretamente o processo mitético celular, inibindo a dindmica dos microtubulos que
estdo diretamente ligados a fase M do ciclo celular levando essa célula a apoptose
(CHAO et al, 2015). Sendo assim, faz-se necessario o0 entendimento dos
mecanismos moleculares envolvidos nesta etapa - ainda desconhecidos - e que
estdo envolvidos na determinacdo do sucesso ou falha terapéutica (Protocolo GBTLI
LLA-1999; Protocolo GBTLI LLA-2009).

A consolidacdo-intensificagcdo € programada para que as células
leucémicas remanescentes ndo se tornem resistentes, por isso o regime terapéutico
€ mais intenso. A fase da manutencdo objetiva manter a célula leucémica em
remissao, portanto pode ser necessario repetir alguns ciclos como na inducéo,
principalmente para pacientes com alto risco de recidiva (CAZE, BUENO, SANTOS,
2010).

Segundo o protocolo (2009), a morte na fase de inducdo devido a
toxicidade é considerado uma falha do tratamento, assim como a presenca de
resultados positivos da doenca residual minima (presenca de células leucémicas
sem evidéncia clinica da doenca) ao término da inducdo é indicio de mau
prognaostico.

A inducéo tem duracdo de quatro semanas, sendo que na primeira inicia
com o uso de corticoide (prednisona) e metotrexato de sodio (MTX) por via intratecal
(IT). Pacientes classificados de baixo risco e que ao final da primeira semana de
tratamento obtiverem ainda > 1000/mm? de blastos medular entram no esquema
terapéutico do grupo de alto risco. Além da classificacdo de baixo/alto risco os

pacientes sdo também divididos em grupos de respondedor rapido ou lento, sendo
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0s critérios para tal, <5% de blastos no oitavo dia de tratamento (D8), e doenca
residual minima (DRM) negativa no décimo quinto dia de tratamento (D15), a
diferenca se da pela reducdo da dose de antraciclicos, uma vez que causam
toxicicidade cardiaca. Os antineopldsicos usados nessa primeira fase séo
corticoides, antraciclicos e asparaginase, adicionada posteriormente devido a
reacdes alérgicas. Esses medicamentos vém sendo utilizados ha anos com
resultados promissores. Embora a asparaginase cause alergia em determinados
pacientes, o risco é baixo (ORTEGA et al., 1977; GBTLI, 2009; HENRIKSEN et al.,
2015).

Ao todo o tratamento da LLA tem duracdo de aproximadamente 30
meses. Em cada fase, objetiva-se manter o paciente em remissdo completa e com a
sobrevida livre de eventos. Além do mais, busca-se a diminuicao da resisténcia aos
medicamentos, imunodepressao e neuropatias entre outros (CHAO et al., 2015;
GBTLI, 2009).

O sulfato de vincristina é um quimioterapico que, embora extremamente
citotoxico, é frequentemente utilizado na terapéutica das oncologias hematogicas ha
aproximadamente 40 anos. E uma amina lipofilica, que causa necrose tumoral, pois
impede o fluxo sanguineo nesse local. Seu uso € limitado na dose maxima de 2 mg,
devido a neurotoxicidade. Farmacocineticamente a vincristina é bem caracterizada
por sua concentracdo exponencial no organismo, onde apresenta uma rapida fase
de distribuicdo e com longa fase de eliminacdo. O encapsulamento lipossomal da
vincristina, recém aprovado pelo FDA, tem sido utilizado como forma alternativa a
essa neurotoxicidade, pois protege a droga da degradacdo enzimatica e do préprio
sistema imunologico, reduzindo sua toxicidade e aumentando sua concentracdo
plasmatica. Estudos tém sugerido que a encapsulacdo é segura e bem tolerada
mesmo em doses maiores. Outra vantagem, € uma maior seguran¢ca em casos de
extravasamento, pois causa menos necrose tecidual que a forma convencional, o
gue torna seu uso clinicamente relevante (SOOSAY RAJ; SMITH; MOORE, 2013;
SILVERMAN; REYNOLDS; DEITCHER, 2013).

Os glicocorticoides possuem grande importancia nos protocolos de
tratamento e a resposta do paciente a esta classe de medicamentos serve como
indicador de bom ou mau progndstico. A resisténcia ao tratamento com esses
medicamentos pode indicar recidiva da doenca. Além disso, 0 uso de tais

medicamentos pode levar a imunossupressao, que € um problema relevante, uma
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vez que o paciente fica mais susceptivel a microorganismos oportunistas (SILVEIRA

et al., 2015).
Figura 1- Representacdo esquematica global do GBTLI LLA-2009
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1.3 CANCER E ESTRESSE OXIDATIVO

O estresse oxidativo (EO) ocorre quando ha um desequilibrio entre pré—
oxidantes (como espécies radicalares de oxigénio e nitrogénio — ROS/RNS) e
antioxidantes. Isso faz com que haja um dano celular e molecular que pode impactar
em todo o organismo. ROS s&o produzidas durante o metabolismo normal celular
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guando do transporte de elétrons na cadeia respiratoria mitocondrial. As espécies mais
conhecidas sdo o anion superoxido (O;°), peroxido de hidrogénio (H,O,) e radical
hidroxila (OH’). Em condicdes de hipoxia, a cadeia respiratoria também produz
espécies reativas de nitrogénio (RNS) e oxigénio (ROS) que podem gerar aldeidos,
malondialdeidos e perdxidos de lipideos que, em excesso no organismo, podem
aumentar o risco de mutagénese (REUTER et al., 2010).

Sabe-se que o cancer € uma doenca inflamatoria crénica que leva ao
desequilibrio do status redox da célula, pois em processos inflamatérios ha a producéo
de espécies radicalares pelas células de defesa (CAVALCANTE, BRUIM, 2009). Desta
forma, alteracdes no perfil inflamatorio sdo capazes de induzir mudanca no perfil redox
celular, e vice-versa. Como consequéncia, ocorre o EO. Como a LLA é uma neoplasia
hematologica de origem medular com extravasamento na circulagdo sanguinea
periférica, tal condigdo impacta potencialmente, tanto o microambiente tumoral, como
no ambiente sistémico. Portanto, torna-se imprescindivel entender os mecanismos
sinalizadores envolvidos nesta dinamica.

O desbalanco redox, representado pelas espécies radicalares
(ROS/RNS) parece ser uma das vias que contribuem para a leucemogénese através
da inducdo e instabilidade gendmica, levando a transformagbes malignas e
carcinogénese (SANTOS et al., 2014; COLLADO et al., 2011). Assim, o EO pode ter
papel importante como mecanismo efetor nas neoplasias hematoldgicas. A
participacdo do EO nos diferentes aspectos das neoplasias hematolédgicas tem sido
demonstrada através do mapeamento do status oxidativo sistémico dos pacientes,
particularmente nas leucemias (ER et al., 2007); ZHOU, FL. et al., 2010).

O EO pode interagir com o0s trés estagios do cancer. a iniciacao,
promogdo e progressdo. Na iniciacdo, espécies radicalares induzem mutagfes
génicas pelo dano causado ao DNA. Na fase de promocéo, interfere na expresséao
génica bloqueando a comunicacao celular, aumentando a proliferagdo e diminuindo
a apoptose. No estagio da propagacado, estas espécies radicalares causam mais
dano no DNA, contribuindo assim com os trés estagios da carcinogénese (REUTER
et al., 2010).

Os efeitos do ROS/RNS dependem também da magnitude e local dos
niveis no organismo, da duragdo e localizagdo da exposicdo. Dependendo da
guantidades de ROS/RNS pode ocorrer mutagenicidade, proliferacdo celular,

alteracdo da permeabilidade da membrana com consequente instabilidade genémica
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e isso leva a apoptose ou necrose celular. Em um estudo, puderam observar que o
peroxido de oxigénio (H,0,), causou reducdo da progressao do ciclo celular, e isso
levou a um aumento da P53, que é a proteina responsavel pela supresséo tumoral
(BARRERA, 2012; NATHAN; BUSSEL, 2013).

AlteracBes redox parecem estar associadas ndo somente a génese da
LLA, mas também ao desenvolvimento de quimiorresisténcia. Estudos in vitro
sugerem que o0 mecanismo de resisténcia da LLA esteja associado a perda da
capacidade das células leucémicas em responder aos sinais de morte ativados por
mecanismos redox na mitocondria, e que variagdes no conteldo antioxidante das
células cancerosas parecem estar associadas a esta resisténcia aumentada, pois a
célula consegue se adaptar a esse aumento de ROS/RNS intracelular, ficando
resistente ao tratamento tanto medicamentoso como radioterapico. Esse € um dos
maiores obstaculos do sucesso terapéutico para o cancer (GOTO H. et al., 2007;
BARRERA, 2012).

Além da doenca, sabe-se ainda que o tratamento quimioterapico também
€ uma importante fonte de mediadores de estresse oxidativo no paciente com
cancer, o que por um lado danifica as células tumorais pela producédo de espécies
reativas e por outro, pode gerar o estresse sistémico, levando a faléncia e toxicidade
de outros tecidos (PANIS et al., 2012; GAROFOLO A., 2003).

Estudos sugerem que o aumento de ROS/RNS esta relacionado a
inducdo da apoptose por agentes quimioterapicos usados para tratar o cancer.
Alguns agentes terapéuticos utilizados para tratar o cancer tém sua acéo
dependente de ROS/RNS, o que sugeriu a “terapia da oxidacao”, utilizando o
ROS/RNS como agente antitumor. Uma caracteristica comum dentre o0s
antineoplésicos é a geracdo de ROS/RNS intracelularmente. Uma possibilidade
estratégica para a terapia antineoplasica é eliminar a célula tumoral sem afetar
células normais. Para isso sao necessarios novos estudos para compreender a

sinalizacéo redox dentro da célula tumoral (BARRERA, 2012).

1.4 JUSTIFICATIVA

O envolvimento do EO nas neoplasias hematologicas, de um modo geral,
encontra-se estabelecido. Entretanto, a maior parte dos estudos esta relacionada a

outros tipos de leucemia. Além de poucos dados, o conhecimento atual sobre os
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mecanismos moleculares da LLA aponta para resultados controversos e conflitantes.
Além disso, a participacdo da sinalizacdo redox nas diferentes etapas da
guimioterapia que determinam o prognoéstico dos pacientes com LLA ainda é pouco
conhecida, bem como seu papel no microambiente tumoral leucémico. Neste
sentido, estudos moleculares podem fornecer informagdes novas e fundamentais
para o entendimento da fisiopatologia da doenca, bem como auxiliar na identificacéo
de um painel de marcadores com potencial preditivo de pior prognostico em LLA.
Assim, a proposta deste projeto foi avaliar o status redox de pacientes portadores de
LLA-B nas diferentes etapas da fase de inducdo da quimioterapia (inicio, meio e
final) através do mapeamento do estresse oxidativo sistémico.

Acredita-se que o sucesso do tratamento dependa do desequilibrio na
geracdo de tais mediadores, uma vez que a farmacoterapia na fase de inducédo é

baseada no uso de corticoides em doses anti-inflamatorias e imunossupressoras.
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2 OBJETIVO
2.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo geral deste projeto foi avaliar biomarcadores de EO em pacientes com
LLA-B nas etapas da fase de indugdo do tratamento.

2.2 OBJETIVO ESPECIiFICO

e Caracterizar e comparar o perfil oxidante/antioxidante do plasma periférico e
medular de pacientes portadores de LLA submetidos & quimioterapia com o
protocolo GBTLI 2009, no inicio, meio e final da fase de inducdo do tratamento,

3 METODOLOGIA

3.1 Desenho do estudo

Este € um estudo delineado longitudinal observacional. Este projeto teve
como proposta avaliar o perfil redox do microambiente tumoral e da circulacdo
sistémica em pacientes portadores de leucemia linfocitica aguda (LLA) tipo B na
infancia. Para tanto, recrutou-se todos pacientes com idade entre 0 e 18 anos
atendidos no periodo de Janeiro de 2015 a Janeiro de 2016, no Instituto do Cancer de
Londrina-Parana, submetidos ao protocolo de tratamento antineoplasico padrao
baseado nos esquemas GBTLI 2009 ( Protocolo LLA GBTLI, 2009). Esta proposta foi
submetida ao Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos e recebeu parecer
favoravel (24498213.0.0000.5231- anexo). De acordo com o protocolo GBTLI 2009, as
drogas utilizadas nessa fase foram prednisona, metotrexato, daunorrubicina, vincristina
e asparaginase.

Todos os responsaveis pelos participantes assinaram o termo de consentimento livre e
esclarecido (anexo). Este estudo foi dividido em 2 partes:

e Estudo da fase de induc&o do tratamento: Os pacientes foram avaliados no DO, D8,
D15, D22 e D28 da fase de inducdo do tratamento, em relacdo ao sangue
periférico, e DO, D15 e D28 em relacéo ao sangue da medula 6ssea.

e Comparacao entre o estado redox sistémico e microambiente tumoral medular: Foi

realizada a analise pareada entre plasma do sangue periférico e da medula 6ssea.
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3.2 Critérios de incluséo:
Foram incluidos no estudo pacientes cujos responsaveis assinaram o termo de
consentimento livre e esclarecido, portadores da LLA-B, que foram submetidos ao

protocolo de tratamento GBTLI-2009 e que estavam na fase de inducéao.

3.3 Critérios de excluséo:

Foram excluidos do estudo os pacientes que nao foram submetidos ao
protocolo de tratamento, aqueles que ndo estavam na fase de inducdo da
guimioterapia e pacientes portadores de outro tipo de leucemia.

3.4 Coletade amostras

Nos tempos do tratamento previamente determinados foi coletado sangue
periférico e aspirado de medula 6ssea em tubos de EDTA para determinacéo do status
oxidativo. Estas amostras foram centrifugadas (3500 x g, 5 minutos) para obtencéo de

plasma. Todas as amostras foram armazenadas em -80°C até o momento da anélise.

3.5 Determinacéo do perfil hematoldgico periférico e medular

Foi realizado em todos os pacientes deste estudo um acompanhamento clinico
e laboratorial através da realizagdo de hemogramas e mielograma (% blastos) para

imunofenotipagem e estudo do perfil de evolugédo da doenca.

3.6 Andlises do status oxidativo

As amostras de plasma periférico e de medula 6ssea foram utilizadas para

determinacao do status oxidativo através da medida de:

3.6.1 Grupamento sulfidrila (SH): Para a dosagem do grupamento sulfidrila foi
utilizado o plasma medular e periférico. O método utilizado foi descrito previamente por
Hu (1994) e adaptado para microplaca por Taylan e Resmi (2010). A analise é baseada
na reagdo do acido 5,5-ditiobis 2-nitrobenzdico (DTNB) com o grupo sulfidrila de

proteinas. A leitura é feita em uma leitora de microplaca marca Perkin Elmer®, modelo
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EnSpire (Waltham, MA, EUA) com o comprimento de onda de 412 nm. Os resultados

sao expressos em UM de sulfidrila.

3.6.2 Estimativa dos niveis de subprodutos de Oxido nitrico (NOx): Para a
determinacdo da concentracdo de subprodutos do NOx foi utilizado o plasma
periférico e medular. Foi realizado pela técnica descrita por Navarro-Gonzalvez et
al. (1998). O oxido nitrico € um gas muito instavel que se degrada nos subprodutos
nitratos e nitritos. O método baseia-se na reducdo de nitrato a nitrito, mediada por
reacOes de oOxido-reducgdo ocorridas entre o nitrato presente na amostra e o sistema
cadmio-cobre dos reagentes, com posterior diazotacdo e deteccao colorimétrica do
azocomposto formado pela adicdo do reagente de Griess. A quantificacdo de NOx é
feita em leitora de microplacas Asys Expert Plus, Biochrom® (Holliston, MA, EUA),
sendo as leituras feitas em 540 nm. A concentracao foi expressa em uM de nitrito.

3.6.3 Estimativa da capacidade antioxidante total da amostras (TRAP): O TRAP
foi avaliado por quimiluminescéncia (QL) em uma adaptacdo do meétodo descrito por
Repetto et al. (1996). A metodologia € baseada na geracdo de radicais peroxila
(RO, por decomposicdo térmica, a uma velocidade controlada, do azoiniciador
dicloridrato de 2,2’-azobis-(2-metilpropanoamidina) (ABAP). Este experimento é
conduzido em uma leitora de microplacas Victor X-3, Perkin EImer®, (Waltham, MA,
EUA) em um modo de contagem nao coincidente por 25 minutos e uma faixa de
resposta entre 300 a 620 nm com controle de temperatura de 30°C. Os resultados

sao expressos em UM de Trolox.

3.6.4 Determinacdo dos niveis plasmaticos de hidroperéxidos por
guimiluminescéncia (LOOH): A avaliagdo da formacdo de hidroperoxidos por
guimiluminescéncia foi efetuada em uma adaptacdo da técnica descrita por
Flecha, Llesuy e Boveris (1991) e Panis et al. (2012). A quimiluminescéncia
estimulada por tert-butil foi empregada para analisar os niveis de hidroperéxidos
presentes no plasma. Este teste baseia-se no consumo das defesas antioxidantes e
a formacgé&o de hidroperéxidos resultando em um aumento da emisséo de fétons, ou
seja, em um aumento de quimiluminescéncia que esta relacionado com o estresse
oxidativo. Este experimento é realizado em luminémetro Glomax (TD 20/20). Todo o

experimento € realizado ao abrigo da luz para evitar a fosforescéncia, a 30°C,
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durante 60 minutos. Os resultados sdo expressos em unidades relativas de
luz(URL)e a curvaobtida foi utilizada como um indicador qualitativo da
lipoperoxidacdo. Os resultados quantitativos foram obtidos ap0s a integracdo da

area sobre a curva utilizando o OriginLab 7.5 software.

3.7 Correlacao clinicopatologica

Os dados obtidos nas andlises dos parametros pro-oxidantes e antioxidantes
foram associados a parametros clinicos e patolégicos obtidos durante o seguimento

dos pacientes, bem como de dados extraidos de prontuario.

3.8 Anélise estatistica

Inicialmente uma analise exploratoria foi conduzida para avaliar a
distribuicdo normal dos dados pelo teste de Shapiro-Wilk e a homogeneidade da
variancia para cada variavel estudada pelo teste de Levene. Para os dados com
distribuicdo normal, utilizou-se o teste de ANOVA complementado pelo teste de
Tukey. Estes resultados foram expressos na forma de média e desvio padrdao. Caso
contrario, foi empregado Kruskal-Wallis complementado pelo teste de Dunn. Neste
caso, os dados foram apresentados por mediana e valores minimos e maximos. Foi
considerado significativo sempre que p < 0,05. Todos os calculos foram feitos no
software GraphPad Prisma 5.0 (GRAPHPAD software, San Diego, California).
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ORIGINAL ARTICLE

Lipid peroxidation in peripheral and bone marrow plasma discloses a new putative marker of
disease evolution during the induction phase of childhood B-cell acute lymphocytic leukemia
treatment.

Broto GE, Panis C, Trigo FC, Victorino VJ, Bonifacio, KL; Barbosa DS.

Abstract

Oxigen reactive species (ROS) are responsible for the pathogenesis of many
disorders, including B-cell Acute lymphocytic leukemia (B-ALL). The purpose of this study was to
evaluate biomarkers of oxidative stress in patients with B-ALL in different phases of induction. The
dosages were given to 17 patients with ALL and the blood samples were collected on day 0—i.e.
before beginning the treatment—and on D8, D15, D22, and D28 of the treatment process in
accordance with the protocol developed by the Brazilian group treating childhood leukemia (GBTLI).
Pro-oxidative parameters evaluated were estimated from the level of nitric oxide by products (Nox)
and hydroperoxides (LOOH); in addition, the antioxidants were the sulphydryl groups (SH) and the
total plasmatic antioxidant capacity (TRAP). These indicators were analyzed in peripheral blood and
bone marrow and a comparison was done between them. The results were also compared with minimal
residual diseases. The results were significant with an increase of the oxidative stress (NOx and
LOOH) in the bone marrow (in relation to the peripheral blood and a reduction of the SH only in the
peripheral blood on D28. Levels of LOOH were significant in the presence of minimal residual
diseases. These findings could lead to new therapeutic advances in the future and make in-roads for

new studies leading to a better understanding of this disease.

Keywords: B-cell Acute lymphocytic leukemia. Oxidative stress. Bone marrow
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Introduction

Oxidative stress is a pivotal event in physiological processes that occur during
hemopoiesis *, specially for stem cells differentiation 2.

Studies have documented the participation of oxidative stress in some aspects of

34

hematological neoplasias, including leukemia *”. It is known that cancer cells are under higher

oxidative stress than normal cells °

, Which requires its adaptation to counterpart the continuos
prooxidant impairment. Since oxidative stress is necessary to the normal bone marrow functioning, in
the process of hematopoiesis, it is expected that this environment might exhibit altered redox balance
in cancer patients, as well presents hematopoiesis impairment in some instance.

B-cell acute lymphoblastic leukemia (B-ALL) is the most common malignant
neoplasia that affects child worldwide. Notwithstanding its relative good prognosis, a small percentage
of patients present poor clinical outcome °. The reasons why it occurs are determined in part by
clinical aspects of disease; however, there are some cellular and molecular factors that may contribute
to its poor progression in both tumor microenvironment and systemic level. Therefore, understand the
molecular mechanisms that underly the initial phases of treatment seems to be crucial.

Bone marrow stromal cells can mediate redox adaptation in ALL by leading to
increased mitochondrial oxidative stress, which has been potentially associated as a mechanism for
drug resistance and disease reccurrence ‘. Further, enhanced oxidative stress have been reported in
disease treatment as a cause of systemic injury ®°.

In spite of this, studies have not focused in establish the relationship between
oxidative stress and disease prognosis in B-ALL patients undergoing the initial phases of treatment,
like the induction. Induction phase is characterized by a set of combined drugs know by generating
oxidative stress °.

Al-Tonbary et al.'® evaluated the antioxidant capacity and malondialdehyde levels in serum of
ALL, and found redox imbalance when comparing patients at diagnosis and at the end of treatment.
But no additional studies have described the oxidative profiling and its clinical relevance in bone

marrow environment. So, it seems relevant to caracterize the systemic and bone marrow
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microenvironment oxidative profiling of ALL patients, aiming to understand if oxidative mediators
could help to explain some of the clinical aspects observed during this step of treatment.

In this context, this work caracterized the oxidative stress profiling of patients
newly diagnosed with B-ALL undergoing the induction phase of treatment by comparing plasma
samples from systemic and bone marrow microenvironment, and its meaning in the context of disease
response along diagnosis (D0O) and the subsequent treatment days (D8, D15, D22 and D28) and risk

categorization.

Methods:

Study design

This study has a longitudinal observational design and was approved by the Institutional Ethics Board
(24498213.0.0000.5231). Pediatric patients diagnosed with B-ALL with age between 0-18 years were
recruited from January 2015 to January 2016, after signed consent forms.

All patients were from Institute of Cancer in Londrina, Parana-Brazil, and were ongoing the
chemotherapic schedules recommended by the Brazilian Childhood Leukemia Treatment Group

GBTLI, 2009). Whole blood samples were obtained at diagnosis (DO no treatment), and sequentially in
the eighth (D8), fifteenth (D15), twenty-second (D22) and twenty-eighth (D28) days after starting the
induction phase of treatment. Following the routine sample collection employed by the GBLTI protocol,
for peripheral plasma analysis we collected samples from all treatment intervals, while for bone marrow
plasma it was evaluated samples from DO, D15 and D28.

DO started with corticoid (prednisone), then the folling drugs were introduced: vincristine, prednisone,
daunorrubicin and asparaginase.

All samples (peripheral blood and bone marrow) were centrifuged to obtain plasma (3500 x g, 5 minutes)
and stored at -80 ° C until oxidative stress analyses. Medical records were assessed to obtain clinical
pathological data. For risk categorization were considered as low risk children between 1 and 9 years,

white cells < 50000/mm ®* The others were high risk.
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Investigation of oxidative status
To determine the oxidative status of samples, we gquantified the following parameters:
a) Sulfhydryl groups (SH): Sulfhydryl groups from proteins were evaluated by the method described by
Hu (1994)* adapted by Taylan and Resmi (2010)*2. SH method is based on the reaction of 5,5-dithiobis-
2 nitrobenzoic acid (DTNB) with sulfhydryl groups. Determination was conducted in a microplate reader,
Perkin Elmer®, model EnSpire (Waltham, MA, USA) at 412nm. Results are expressed as puM of
sulfhydryl.
b) Total radical-trapping antioxidant parameter (TRAP): TRAP was evaluated according to the
method described by Repetto et al. (1996)"2 in microplate reader Victor X-3, Perkin Elmer® (Waltham,
MA, USA). Experimental conditions were: running time of 25 minutes, response range from 300 to
620 nm and a temperature of 30°C. This method detects hydro and/or lipossoluble antioxidants present
in serum. The results were expressed as UM trolox.
c) Nitric oxide metabolites (NOx): NO levels were assessed indirectly by determining the plasma
nitrite concentration using an adaptation of the technique described by Navarro-Gonzalvez et al.
(1998) *. This method is based on the reduction of the nitrate present in the sample to nitrite by
oxidation-reduction reactions mediated by the system cadmium-copper reagent. Thereafter, Griess
reagent was added to induce diazotization, forming a colored complex and subsequent detection at 540
nm. The quantification of NOx was made in a microplate reader Asys Expert Plus, Biochrom®
(Holliston, MA, USA). The nitric oxide metabolites concentration was expressed as uM nitrite.
d) Lipid hydroperoxides - chemiluminescence assay (CL-LOOH): CL-LOOH were determined
according to an adaptation of the technique described by Gonzales-Flecha et al *°. (1991) and Panis et
al. (2012)*. This method uses the compound tert-butyl hydroperoxide to start a lipid chain reaction
that can be detected by photon emission during the formation of lipid hydroperoxides. Readings were
performed in a Glomax luminometer (TD 20/20 Turner Designers, E.U.A.) over 1h at 1 readings/s.
Results were expressed as relative units of light (RUL).
3.4 Statistical analysis

Comparisons were perfomed according to the normal distribution of data in the Shapiro-

Wilk test, as well as the homogeneity by Levene's test. Difference among groups were analysed by
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ANOVA folllowed by Tukey's test (parametric data) or Kruskall-Wallis followed by Dunn’d test
(non-parametric data). For the study of minimal residual disease, data were compared by using paired
Student’s t-test. All analyses were performed in the software GraphPad Prism 5.0 (GRAPHPAD

Software, San Diego, CA). A p<0.05 value was considered as significant.

RESULTS
Clinicopathological data of patients is shown in Table 1. A total of 17 patients was
included in this study. The mean age of patients was 7.8 years, and most of patients were male

(52.95%) and caucasian (88.23%).

Table 1 — Clinicopathological characterization of patients.

Number of patients N=17
Mean age at diagnosis (years) 7.8+0.95
Mean BMI (kg/m?) 16.46+0.6
Ethnicity

Caucasian 88.23%
African 11.74%
Gender

Male 52.95%
Female 47.05%
Risk categorization

Low risk at D15 N=13
High risk at D15 N=4
Low risk at D28 N=10
High risk at D28 N=7

Legend: BMI= body mass index, D15 = 15t day of sample collection, D28 = 28" day of sample collection

Table 2 shows the oxidative status of peripheral plasma during the induction phase of treatment. It was
observed significant augment in NOx levels when comparing D8 versus D22. We further observed

increased LOOH at D22 when compared to DO. At D28 we detected increased NOx and LOOH in
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relation to D8 and D28, respectively. Significant reduced SH levels were also observed when

comparing D8 versus D28.

Tabela 2 oxidative status of peripheral plasma during the induction phase of treatment

variables NOXx
(LM)
Moment

DO 6.54
(2.50 — 16.16)

D8 4.64
(2.13-9.15)

D15 4,92
(2.88 - 15.27)
D22 6.60 &
(3.87 — 23.45)
D28 8.54 *
(5.19 - 24.73)

SH
(UM)

354.95

(148.81 — 436.29)

406.70

(144.27 — 604.89)

324.01

(161.51 — 474.90)

329.44

(200.68 — 489.52)

308.56 ¥

(205.32 - 403.68)

TRAP
(UM)

907.98

(690.24 — 1,390.30)

767.29

(579.10 — 1,399.0)

737.84

(566.39 — 1,248.40)

751.96

(517.18 — 1,168.80)

691.35

(574.56 — 1,234.0)

LOOH
(R.L.U)

966 x 10°

(690 x 103 — 3,98 X 103)

1,135 x 103

(880 x103 — 2,235 x 103)

1,185 x 10°

(748 x 103 - 1,819 x 103)

1,562.10° #

(800 x 103 — 4,905 x 103)

1,739 x 10°#

(799 x 103 - 4,666 x 103)

Legend: The results are presented as median (min-max). statistic - Kruskal-Wallis completed
with Dunn’s test. D = day of treatment; NOx (nitric oxide by-products); SH (sulphydryl
groups); TRAP (total radical-trapping antioxidant parameter); LOOH (hydroperoxides) in
peripheral blood. & p < 0.05 D8 X D22; * D8 X D28; ¥ D8 X D28. # D0 X D22; DO X D28.

Regarding the oxidative status of bone marrow plasma (table 3), it was only detected a

significant increase in NOXx levels at D28 in relation to D15.

Tabela 3 Oxidative status of bone marrow plasma during the induction phase of treatment

variables Nox SH TRAP LOOH
(uM) (LM) (MM Trolox) (R.L.U.)

Moment 5.13 330.75 857.17 2,43x10°
DO (3.17- 17.41)  (7270-41833) (9641209 (948x10° - 5,316x107)

D15 4.59 299,21 846.31 2,11x10°
(3.61 — 14.52) (157.90 — 467.18) (538.15 — 1,146.1) (1102)(103 _ 6,16x103)

D28 8.03 # 294,06 775,16 2,200x10°

(4.38 _ 27.47) (238.96 — 324.80) (496.80 - 1,114.90) (1,05x 10° - 7,71X103)

Legend: The results are presented as median (min-max). Statistic - Kruskal-Wallis completed
with Dunn’s test. D = day of treatment; NOXx (nitric oxide by-products); SH (sulphydryl
groups); TRAP (total radical-trapping antioxidant parameter); LOOH (hydroperoxides) in
bone marrow.

#p<0.05D15 X D28

When comparing the oxidative status from peripheral versus bone marrow plasma
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Quadro 1- Comparative analysis of oxidative status from peripheral and boné marrow plasma during the
induction phase of treatment.

DO D15 D28
Variables PB BM PB BM PB BM
Nox 6.54 5.13 4.92 4.59 8.54 8.03
(uM) (2.50 - 16.16) (3.17-17.41) (2.87 - 15.27) (3.61-14.52) (5.19 — 24.73) (4.38 - 27.47)
SH 354.95 330.75 324.01 299.21 308.56 294.06
(M) (148.81-436.29) | (72.70-418.33) | (161.51—474.90) | (157.90-467.18) | (205.32—403.68) | (238.96 —32,80)
TRAP 907.98 857.17 737.84 846.31 691.35 775.16
(UM 690.24 - 1,390.3) | (619.64—1,291.9) | (566.39—1,248.4) | (538.15—1,146.1) | (574.56 —1,234.0) | (496.80-1,114.9)
Trolox)
LOOH 966x10° | 2429x10°# | 1,185x10° | 2,107x10°* | 1,739x10° | 2,200x10°
(R LU ) 690x10° — (948x10° - (748x10° — (1,024x10° - (799x10° — (1~0527xl7ff;03
D 3,98x10%) 5,32x10%) 1,82x10%) 6,16x10%) 4,67x10%) A0

Legend: The results are presented as median (min-max). Statistic — Wilcoxon completed with
Spearman test. D = day of treatment; NOXx (nitric oxide by-products); SH (sulphydryl groups);
TRAP (total radical-trapping antioxidant parameter); LOOH (hydroperoxides) in Peripheral
blood vs. bone marrow. # p <0.05 DO PB X DO BM #; * D15 PB X D15 BM

Aiming to understand if the oxidative paramenters could affect disease outcome, we performed the

analysis of the presence of minimal residual disease (MRD) at D15 and D28 in both peripheral and

bone marrow plasma samples. Our data shows that only LOOH was significantly altered regarding

MRD status (Figure 1). It was observed augmented LOOH in the bone marrow (BM) from positive

DRM patients at D15 in relation to peripheral blood (PB) plasma (PB median 1,129e+006, min

808480 and max 1,669e+006; BM median 2,233e+006, min 1,024e+006, max 6,162e+006, p=0.0131).

Further significant elevation of LOOH was detected when comparing PB from D28 patients with or

without positive MRD (MRD positive median 2,915e+006, min 2,694e+006 and max 3,725e+006;

MRD negative median 1,570e+006, min 799447 and max 1,862e+006, p=0.0006).
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Figure 1: evaluation of lipid peroxidation profile of peripheral and bone marrow plasma concerning
the minimal residual disease status at D15 and D28. MRD= minimal residual disease, PB= peripheral
blood, BM= bone marrow, RUL= relative units light. *p<0,05.

DISCUSSION

The present study shows for the first time that the profiling of lipid peroxidation
metabolites can be altered during the induction phase of B-ALL treatment, and establishes a
comparative vision regarding systemic versus tumor microenvironment. A key finding of our work
concerns the demonstration of an increase in lipid hydroperoxide levels in bone marrow as compared
to peripheral blood from diagnosis up to the 15th day of induction treatment, by which time they had
already received three chemotherapy drugs (prednisone, methrotexate and daunorrubicin).

The comparison between bone marrow and peripheral blood allows a better
understanding of the B-ALL microenvironment, as it is probably under an increased oxidative stress.
It is well known that normal hematopoeisis is dependent on low oxidative stress levels ? and is
negatively affected by its rise, leading to defective cell proliferation processes and possibly cancer
development "2,

ROS production is a crucial phenomenon that can directly affect cellular components as
lipids, proteins and DNA. Therefore, caracterize the oxidative status from both systemic and tumor
microenvironment in B-ALL may help to understand disease behavior. In this context, analysis of
peripheral blood samples by oxidative stress parameters revealed significant increases in NOx and

LOOH on days 22 and 28.

There was no significant difference in lipid hydroperoxide levels at day 28 of induction
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treatment in bone marrow. This is possibly explained by the bone marrow intensive hipocellularity and
the consequent peripheral blood pancytopenia at this stage of treatment, reflecting a common side
effect of non target specific chemotherapeutic drugs *.

Induction treatment consists mainly on the use of corticosteroid, methrotexate,
vincristine, doxorrubicin and L-Asparaginase. The later 4 drugs are known to generate oxidative stress
and are used in high doses to achieve rapid tumor cells erradication ** %. Corticosteroid use has a
crucial role as it may provide tumor cell apoptosis gene expression 2. As such, ALL response to
prednisone only (exclusively used from day 1 to 8 of Induction) is an important prognostic factor and
is defined by a positive blast count on day 8 %.

As for the NOx varying levels observed from day 0 through 28, these may be indicative
of sistemic synthesis alterations as well as peripheral consumption at oxidative stress reactions. A
recent study has demonstrated nitric oxide to slow rat embryogenic stem cell differentiation and
therefore maintaining its pluripotent state 2. This fact might enhance ALL persistence at bone marrow.

NO is frequently asssociated with peroxynitrite molecule generation in oxidative stress
situations, which may completely consume the antioxidant defense molecules for its intense reactivity
'8 This may have accounted for SH low levels at day 28 in peripheral blood, as elevated chemotherapy
drugs levels and its oxidant metabolytes may have decreased patients antioxidant defense molecules.
Chemotherapy drugs are frequentley active upon its metabolism by the kidney and liver P450
enzimatic systems. alchylation and dehydrogenation metabolic processes may be identified by the
presence of its metabolytes in urine, such as carboxiphosphamide. It is found in the urine of patients
receiving cyclophosphamide, which is extensively utilized as part of the treatment in a wide variety of
cancer types .

LOOH high levels in peripheral blood reflects the established oxidative stress in ALL, as
it is the result of higher levels of free radicals in this disease situation. Nevertheless, Devi et al
(2000)* have found normal LOOH plasma levels while analysing different leukemia types against his
own expectation. Accordingly to our results, Battist et al.(2008) % have obtained high LOOH levels in
ALL patients both before and after Induction phase of treatment.

Antioxidant consumption comprehends an important step in oxidative stress
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establishment. Our results show decreased sulphydril molecule levels at the end of Induction
treatment. Several studies have addressed the enzimatic antioxidant molecules” lower levels in
leukemias such as SOD, catalase and glutathion peroxidase ', detected even before treatment %. On
the other hand, Arshi Naz et al. (2013)* have found increased antioxidant enzimatic activity of SOD,
glutathion reductase (GR) and total antioxidant capacity (TAC) in pediatric ALL patients. El-Sabagh
et al (2011)* have also found lower levels of antioxidants GSH, Ascorbic Acid (Vitamin C),
glutathion reductase (GR), catalase and SOD after 3 months of chemotherapy, therefore revealing
oxidative stress in these patients. A review article on redox control in leukemias by Irwin (2011) *®
argues that antioxidant levels may present elevated or diminished according to treatment being applied
and/or reactive oxygen species generation. In this way, it seems that antioxidant consumption occurs
both by the disease and the treatment, as chemotherapy drugs used in ALL treatment protocols are
capable of producing such systemic event 3 despite the lack of studies comparing different times of
Induction such as our study.

Arshi Naz et al. (2013) % have found higher levels of oxidative stress at the end of
Induction treatment in patients with either lymphoid and myeloid acute leukemias, as compared to
their diagnosis status.

Therefore, we conclude that our findings of oxidative stress may be caused not only by
the disease itself but also by the chemotherapy received.

Regarding bone marrow analysis, samples collected at days 0, 15 and 28 per protocol
were analysed comparatively. The only significant finding was an increased NOx level in day 28,
without any variation in antioxidant levels or any other parameter. Our results therefore demonstrate
oxidative stress in the bone marrow. This oxidative stress plays an important role in the chemotherapy
efficacy, as the rise in reactive oxygen species in the tumoral microenvironment enables marrow
hematopoietic stem cells proliferation and reduces its self-renewal capacity 2.

NO produced by the eNOS also plays an important role in the cellular response as it is
implicated in stem cell mobilization from bone marrow. This has been well demonstrated by Li, Lu,
Zhao et al. (2009) ** with the expression of eNOS promoting the migration of mesenchimal stromal

cells (MSC) to the ischemic myocardic muscle and subsequent gain of function. ROS are important
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regulatory molecules in several biological processes, as cell differentiation. Nevertheless, they also
play an important role in detrimental cell growing processes such as apoptosis and DNA damage *.
There have been reports of stem cell aging through cellular decomposition processes after ROS
increased levels, reducing its mytochondrial integrity and self renewal capacity although in a
reversible way *.

Hematopoietis stem cells are capable of differentiating in any type of tissue cells, as well
as being able to produce all of immune defense cells indefinitely. The so called “Niche”
microenvironment provides the ideal conditions to sustain and regulate these cellular processes. Either
extrinsic or intrinsic, this sustained activity is constantly studied as these cells are implicated in
important processes such as tissue repair, inflammation and angiogenesis %,

ROS constitutes itself in an important regulatory mechanism of stem cells, specially the
superoxide anion (O,") and the hydrogen peroxyde (H,0,). We have already argued that normal levels
of ROS are important to maintain cellular physiological functions such as proliferation, migration and
differentiation, whereas excessive levels are pathological. It is a fact that ROS, specially H,0,,
promotes stem cells to abandomn quiescent state *®. In order to better understand the homeostatic
ROS levels that are adequate to promote efficient cell signaling pathways, Yun et al. 3" have proposed
the concept of “redox window” that suggests ROS levels limits enabling adequate cellular responses.

It was observed that there is no statistically significant increase of LOOH at D28
hydroperoxides. It may be due to the fact that, at the end of the induction stage of the chemotherapy
protocol, bone marrow is hypocellular, as a consequence of the severity of treatment. This process is
important for reducing the amount of tumor cells, but also for the normal blood cells, since
unfortunately the drug is not a specific target *®. We have measured the total lipid content from bone
marrow samples, and did not observed any difference among groups during treatment (data not
shown). Thus, it is noted that bone marrow during this hypocellularity stage was not significantly
filled by lipids, suggesting that the lipoperoxidation process in the tumor microenvironment is related
to the oxidation of cell membranes, and does not require free lipids in tumor microenvironment.

On the other hand, it was observed in relation to the lipoperoxidation profile that patients

with positive minimal residual disease in D15 and D28 presented a significant increase of the



38

lipoperoxide levels in the BM and PB, respectively. These findings indicate that the presence of
minimal residual disease, ie the presence of treatment-resistant tumor cells in both bone marrow (D15)
and peripheral blood (D28), may be required for the production of lipoperoxides observed in this study
. MRD occurs significantly in some cases of ALL and is used to classify risk of relapse of patients at
this stage *.

In summary, regarding oxidative stress, there are differences beetween bone
marrow (i.e. tumoral microenvironment) and periferic blood. The presence of minimal residual disease
aggravates the level of oxidative stress. These findings could lead to new therapeutic advances in the
future.
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3 CONCLUSAO

Embora a formacao de espécies radicalares ocorra de forma fisiol6gica, durante
um desequilibrio redox pode ocorrer o estresse oxidativo. A presenca desta
condicdo em individuos com LLA-B seja pela doenca per si ou agravada pelo
tratamento foi comparada pela primeira vez em nivel sisttmico e no
microambiente tumoral na medula. O fato de niveis maiores de lipoperoxidacéo
encontrados na medula em comparacdo ao sangue periférico ao diagnostico
durante diferentes fases do tratamento e na vigéncia da doenga residual minima
talvez possa nos indicar uma nova abordagem terapéutica futura. Novos estudos
deverdo ser realizados para averiguar se a reducdo no nivel de estresse
oxidativo em nivel medular em pacientes com LLA possa apresentar um melhor
prognastico.
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1. TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Titulo da pesquisa:
“Investigacdo dos mecanismos oxidativos potencialmente associados a resposta ao tratamento
quimioterapico da leucemia linfocitica aguda (LLA)”

Prezados pacientes, Pais e/ou Responsaveis:

Gostariamos de convidar seu filho(a) a participar da pesquisa “Investigacdo dos
mecanismos oxidativos potencialmente associados a resposta ao tratamento quimioterapico da
leucemia linfocitica aguda (LLA)”, realizada no Hospital Universitario de Londrina e
Hospital do Cancer de Londrina. O objetivo da pesquisa é melhorar a
compreensao sobre a doenca Leucemia Linfocitica Aguda (LLA) e definir o modo de
funcionamento da célula leucémica, assim permitindo o desenvolvimento de novas
terapias futuras e melhorando o acompanhamento dos pacientes.

Gostariamos de esclarecer que sua participacdo e a do seu filho(a) é totalmente
voluntéaria, e que sua decisdo em participar ou ndo do estudo ndo vai interferir com a
gualidade do tratamento que seu filho(a) recebera nestas Instituicdes. Caso aceite
participar, vocé podera ainda desistir a qualquer momento sem que isto acarrete
gualquer 6nus ou prejuizo a sua pessoa ou a seu filho(a).

A participacdo do seu (sua) filho(a) € muito importante e ela se daria da seguinte
forma: a cada coleta de sangue e/ou medula 6ssea para acompanhamento rotineiro
da crianca (ou seja, que seria realizada para o acompanhamento clinico de qualquer
maneira), um tubo extra de sangue ou medula éssea seria coletado, portanto sem
expor a crian¢a a coletas adicionais aquelas j4 necessarias para o tratamento da
Leucemia. Os riscos associados a coleta de sangue (hematoma, sangramento,
infeccdo, puncao arterial, trombose) ou medula éssea (sangramento, dor) sdo 0s
mesmos com ou sem a participacao no estudo, portanto sem gerar riscos adicionais.
Além disso, o prontuario da crianca seria estudado para as andlises do estudo.
Informamos ainda que as informacdes seréo utilizadas somente para os fins desta
pesquisa e serdo tratadas com o mais absoluto sigilo e confidencialidade, de modo a
preservar a sua identidade.

Os beneficios esperados sdo uma melhor compreensdo da LLA infantil e

contribuicdo no seu diagndostico, tratamento e seguimento.
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Infformamos que o(a) senhor(a) ndo pagara nem sera remunerado por sua
participacdo. Garantimos, no entanto, que todas as despesas decorrentes da
pesquisa serao ressarcidas, quando devidas e decorrentes especificamente de sua
participacdo na pesquisa.

Caso o(a) senhor(a) tenha duvidas ou necessite de maiores esclarecimentos pode
nos contactar ( Dr Fausto Celso Trigo, Departamento de Clinica Médica (Setor
de Hematologia) do Hospital Universitario de Londrina, localizado a Avenida
Robert Koch 60; Telefone 3371-2750 e e-mail faustotrigo@gmail.com), ou
procurar o Comité de Etica

em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos da Universidade Estadual de Londrina, na
Avenida Robert Koch, n® 60, no telefone 33712490 ou por e-mail: cep268@uel.br.
Este termo devera ser preenchido em duas vias de igual teor, sendo uma delas,
devidamente preenchida, assinada e entregue ao(a) senhor(a).

Londrina, de de 201 .
Pesquisador Responsavel
Dr Fausto Celso Trigo
RG: 18164943-3 SSP
Eu, (pai, mae ou responsavel),

tendo sido devidamente esclarecido sobre os procedimentos da pesquisa, concordo

gue meu filho (a) (nome por extenso do sujeito

de pesquisa) participe voluntariamente da pesquisa descrita acima.

Assinatura (ou impressao dactiloscépica) do participante (menor de idade)

Assinatura (ou impresséao dactiloscopica) do pai/mae ou responsavel

Data _ / |/




‘lifﬂ Universidade PARANA
=|[= Fsiadualde Londrina St

COMITE DE ETICA EM PESQUISA ENVOLVENDO SERES HUMANOS
Universidade Estadual de Londrina

Registro CONEP 5231
| Parecer CEP/UEL: |245/2013 ) S
| CAAE: 24498213.0.0000.5231
Data da Relatoria: | 13/12/2013 o o B -
Pesquisador(a): Fausto Celso Trigo
Unridadelc')rgéo: Programa de PG em Patologia l_:f_)gggrirﬁental

Prezado(a) Senhor(a):

O “Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos da
Universidade Estadual de Londrina” (Registro CONEP 5231) — de acordo com as
orientagdes da Resolucao 466/12 do Conselho Nacional de Saude/MS e Resolucdes
Complementares, avaliou o projeto:

“Investigagdo dos mecanismos oxidativos potencialmente associados a
resposta ao tratamento quimioterapico da leucemia linfocitica aguda (LLA)”

Situagédo do Projeto: Aprovado

Informamos que devera ser comunicada, por escrito, qualquer modificacéo que ocorra
no desenvolvimento da pesquisa, bem como devera apresentar ao CEP/UEL, via
Plataforma Brasil, relatorio final da pesquisa.

Londrina, 13 de dezembro de 2013.

Profa. Dra. Alexandrina Aparecida Maciel Cardelli
Coordenadora do Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos
Universidade Estadual de Londrina

Campus Universitdrio: Rodovia Celso Garcia Cid (PR 445). Km 380 - Fone (43) 3371-4000 - PABX - Fax 3328-4440 - Caixa Postal 6001 - CEP 86051-990 - Intemet http:/avwivuel.br
LONDRINA - PARANA - BRASIL
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