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RESUMO

ATIVIDADE DA ENZIMA E-NTPDase E PARAMETROS HEMATOLOGICOS EM
PACIENTES JOVENS COM LEUCEMIA LINFOBLASTICA AGUDA

Leucemias sdo neoplasias hematoldgicas que resultam da expansao clonal de
células-tronco. O hemograma faz parte da rotina de investigagdo de um paciente com
suspeita de ter leucemia. As células leucémicas proliferam-se de forma desordenada
na medula 6ssea substituindo células hematopoiéticas normais, refletindo alteracdes
no hemograma. Estudos mostram que o0s pacientes com leucemia apresentam
alteracdo nas parametros hematolégicos no diagnéstico e também alteracdo no
sistema purinérgico. O sistema purinérgico participa de diversas funcdes celulares,
como proliferacdo e morte celular. A E-NTPDase regula os niveis dos nucleotideos
ATP e ADP gue atuam como agonistas para receptores que desempenham um
importante papel no desenvolvimento e progressdo tumoral. Nesse contexto, o
objetivo deste estudo foi avaliar os parametros hematolégicos basicos do sangue
periférico, a atividade da enzima E-NTPDase em células mononucleares da medula
0ssea e 0s marcadores de membrana de jovens com leucemia linfoblastica aguda do
tipo B. Foram incluidos um total de 22 pacientes e divididos em dois grupos: alto risco
(AR) e risco intermediario e baixo risco (RI/BR) de recidiva da doenca. Os 22 pacientes
tiveram os parametros hematolégicos, numero de leucdcitos, conteudo de
hemoglobina e nimero de plaquetas, analisados na fase de indu¢éo do tratamento. A
atividade de E-NTPDase foi analisada em 11 pacientes em varias etapas do
tratamento e os marcadores de membrana, presentes nas populacdes celulares no
diagndstico, foram analisados em 19 pacientes. Em relagcédo aos valores de referéncia
do hemograma, o nimero de leucécitos, no diagndstico, dos pacientes classificados
como AR mostrou-se significativamente alto e dos pacientes do grupo RI/BR também
apresentaram elevacdao, porém mais proximo do limite do valor de referéncia
(10.000/mm?3). Tal aumento é causado pela proliferacdo excessiva de células
leucémicas na medula éssea que se espalha para o sangue periférico apresentando
esta alteracdo. Essa proliferacdo desordenada de leucécitos diminui a producéo de
eritrocitos e plaquetas. Os dois grupos de pacientes deste estudo apresentaram, no
diagnéstico, contetado de hemoglobina (Hb) e nUmero de plaqueta baixos. A atividade
de E-NTPDase na hidrdlise de ATP e ADP, nas células dos pacientes classificados
como RI/BR de recidiva da doenca, foram maiores em relacéo aos pacientes do grupo
AR. Esses achados diferem dos encontrados na literatura. Entre os marcadores de
membrana presentes, trés pacientes apresentaram presenca da mutacdo no gene
CRLF2. Os resultados obtidos neste estudo somam a outros encontrados na literatura.
Experimentos futuros sdo necessarios para elucidar o perfil do sistema purinérgico em
pacientes com leucemias.

Palavras-chave: Leucemia. Sistema purinérgico. Ectonucleotidases



ABSTRACT

E-NTPDase ENZYME ACTIVITY AND HEMATOLOGICAL PARAMETERS IN
YOUNG PATIENTS WITH ACUTE LYMPHOBLAST LEUKEMIA

Leukemias are hematological neoplasms that result from the clonal expansion of stem
cells. The blood count is part of the routine investigation of a patient suspected of
having leukemia. Leukemic cells proliferate disorderly in the bone marrow replacing
normal hematopoietic cells, reflecting changes in the blood count. Studies show that
patients with leukemia have changes in hematological parameters at diagnosis and
also changes in the purinergic system. The purinergic system participates in several
cellular functions, such as cell proliferation and cell death. E-NTPDase regulates the
levels of ATP and ADP nucleotides that act as agonists for receptors that play an
important role in tumor development and progression. In this context, the aim of this
study was to evaluate the basic hematological parameters of peripheral blood, the
activity of the E-NTPDase enzyme in bone marrow mononuclear cells and the
membrane markers of young people with type B acute lymphoblastic leukemia. A total
of 22 patients and divided into two groups: high risk (RA) and intermediate risk and low
risk (RI/BR) of disease recurrence. The 22 patients had hematological parameters,
number of leukocytes, hemoglobin content and number of platelets analyzed in the
induction phase of treatment. E-NTPDase activity was analyzed in 11 patients at
various stages of treatment and membrane markers, present in cell populations at
diagnosis, were analyzed in 19 patients. Regarding the reference values of the blood
count, the number of leukocytes, at diagnosis, of patients classified as RA was
significantly high and patients in the RI/BR group also showed an increase, but closer
to the limit of the reference value (10,000 /mm3). Such an increase is caused by the
excessive proliferation of leukemic cells in the bone marrow that spreads to the
peripheral blood presenting this alteration. This disordered proliferation of leukocytes
decreases the production of erythrocytes and platelets. The two groups of patients in
this study had, at diagnosis, low hemoglobin (Hb) and platelet numbers. The activity of
E-NTPDase in the hydrolysis of ATP and ADP, in the cells of patients classified as
RI/BR of disease recurrence, were higher compared to patients in the RA group. These
findings differ from those found in the literature. Among the membrane markers
present, three patients had a mutation in the CRLF2 gene. The results obtained in this
study add to others found in the literature. Future experiments are needed to elucidate
the profile of the purinergic system in patients with leukemias.

Keywords Leukemia. Purinergic System. Ectonucleotidases
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1 INTRODUCAO

Neoplasias malignas tém despertado nos pesquisadores o interesse em
avancar na compreensao da fisiopatologia destas doencas, tendo como potencial
aplicacdo desse conhecimento o desenvolvimento de novas abordagens
diagnosticas e terapéuticas. No Brasil, a estimativa para cada ano do triénio 2020-
2022 é de 8.460 novos casos de cancer infantojuvenil, sendo a leucemia a
neoplasia maligna que mais acomete criancas e adolescentes em todo o mundo
(INCA, 2022).

O processo de formacéo das células sanguineas € denominado hematopoiese.
Todas as células sanguineas séo derivadas de células-tronco hematopoiéticas que se
localizam na medula éssea. Essas células-tronco hematopoiéticas sédo capazes de se
autorrenovarem e diferenciarem em progenitores de linhagem linfoide e mieloide, que
também se proliferam e se diferenciam em células maduras totalmente funcionais na
medula 6ssea (WEI et al., 2018).

As leucemias sao neoplasias hematologicas que decorrem da expansao clonal
maligna de um precursor hematopoiético, ou seja, de uma célula-tronco pluripotente,
podendo ter origem em qualquer linhagem hematolégica e em qualquer fase
maturativa capaz de se dividir, afetando, assim, os mecanismos de controle de
diferenciacéo e de proliferacao celular (OLIVEIRA et al., 2016).

Com a perda dos mecanismos de controle da diferenciacao e proliferacéao, as
células hematopoiéticas normais sdo substituidas, na medula éssea, por células
imaturas que se espalham para o sangue periférico. Tais alteracdes manifestam-se
no hemograma com o aumento de leucdcitos, diminuicéo da producao de eritrocitos e
de plaguetas. Estes sédo os principais parametros hematoldgicos analisados no
hemograma de pacientes com suspeita de ter leucemia (MUNIR et al., 2019).

Ao contrario da leucemia adulta, quase todas as leucemias pediatricas sdo
agudas, o que significa que se instalam e agravam-se rapidamente. Elas sdo
classificadas baseando-se no tipo de linhagem celular acometida: linfoide ou mieloide.
Séo divididas em quatro subgrupos principais: leucemia linfoblastica aguda (LLA) e
cronica (LLC), leucemia mieloide aguda (LMA) e crénica (LMC). A LLA e LMA juntas
representam quase 95% das leucemias pediatricas, sendo a LLA mais comum que a
LMA durante a infancia, compreendendo 75% a 80% e 15% a 20% dos casos,
respectivamente (HUNGER et al., 2020).



Sua etiologia ainda é desconhecida; alguns estudos mostram suspeitas da
associacdo de determinados fatores com o risco de desenvolver alguns tipos
especificos da doenga como, por exemplo, fatores genéticos (principalmente a
sindrome de Down) ter associagdo a um risco aumentado de desenvolver a LLA
(HUNGER et al., 2015), mas é provavel que os fatores ambientais, como exposi¢ao a
produtos quimicos, desempenhem um papel significativo no desenvolvimento das
leucemias infantojuvenis (PEREIRA et al., 2017; WHITEHEAD et al., 2016).

Alguns estudos demonstram alteracbes em componentes do sistema
purinérgico em neoplasias. Este sistema consiste na maneira de como uma célula se
comunica com a outra, modulando varios processos fisiologicos, através de trés
componentes principais: enzimas, nucleotideos e nucleosideos extracelulares e
receptores purinérgicos (BURNSTOCK, 2006).

As ectonucleotidases séo a classe de enzimas que participam da sinalizacao
purinérgica regulando os niveis extracelulares de nucleotideos e nucleosideos de
adenosina, que sdo moléculas sinalizadoras. Entre elas destaca-se a E-NTPDase que
€ especifica para nucleotideos e hidrolisam trifosfato de adenina (ATP) em difosfato
de adenosina (ADP). Apds a liberacdo de nucleotideos e nucleosideos no meio
extracelular, é iniciado uma série de respostas celulares através da ativacdo de
receptores especificos. (BURNSTOCK et al., 2013; ZIMMERMANN et al., 2012).

Estes receptores localizados na membrana celular, sdo responsaveis pela
transducdo dos sinais representados pelos nucleotideos e nucleosideos e séo
divididos em receptores do tipo P1 e P2. Os receptores P2 subdividem-se em duas
classes: P2Y e P2X. Os receptores do tipo P2Y sédo ativados por ATP e outros
nucleotideos, enquanto P2X séo ativados somente por ATP. Estudos mostram que 0s
receptores do tipo P2X estdo envolvidos na progressao tumoral, especialmente o
subtipo P2X7, que é expresso na maioria das células tumorais e desempenha um
importante papel regulador de progressao dos tumores (HUANG, et al., 2021; ZHANG,
2021).

As estatisticas mostram que o tratamento do cancer representa um grande
desafio médico. Assim como em paises desenvolvidos, no Brasil o cancer ja
representa a primeira causa de morte (8% do total) entre criangas e adolescentes
(INCA, 2022).

Embora 0 nosso organismo possua mecanismos para o controle e regulacéo

da proliferacdo e morte celular, da adesdo e migracdo de células, quando ocorre a



falha em algum destes mecanismos é que se pode dar inicio ao desenvolvimento de
um cancer. Entre as alteracfes patolégicas que dao potencial invasivo as células
tumorais, a ruptura da resposta inflamatoria e a sinalizagdo purinérgica emergem
como um componente importante da progressao do cancer (BERGAMIN et al., 2012).

Considerando-se as inUmeras variaveis envolvidas nessa doenca, os estudos
para melhorar o entendimento da fisiopatologia e da genética das células neoplasicas
€ estratégia essencial para o conhecimento do progndstico, para o0 acompanhamento
do tratamento, e para que novas abordagens farmacologicas sejam desenvolvidas.
Portanto, o objetivo deste trabalho foi avaliar os parametros hematologicos basicos do
sangue periférico e a atividade da enzima E-NTPDase em células mononucleares de

medula 6ssea de jovens com leucemia.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1Hematopoiese

O processo pelo qual as células sanguineas s&o formadas denomina-se
hematopoiese. A hematopoiese inicia-se durante a vida embrionaria e deve perdurar
por toda a fase adulta ocorrendo diariamente. O local primario que ocorre a
hematopoiese € no saco vitelino do embrido nos primeiros meses da gestacdo. As
células do saco vitelino colonizam o corddo umbilical, a regido aorta-gbnada-
mesonefros (AGM) e, posteriormente, o figado embrionério. Com a ossificagéo e inicio
da formacdo da medula éssea, esta passa a ser o local predominante da
hematopoiese até a fase adulta (KIM, 2010).

A medula 6ssea € um tecido liquido-gelatinoso existente no interior das cavidades
O0sseas. Na medula 6ssea as células-tronco hematopoiéticas (HSCs, hematopoietic
stem cells), precursoras da hematopoiese, localizam-se em microambientes
chamados “nichos de células-tronco”. Os nichos fornecem um microambiente propicio
a manutencado destas e de células progenitoras, promovendo um equilibrio entre a
autorrenovacao e diferenciacéo (WILSON et al. 2009, WILSON, et al. 2006).

Uma célula-tronco hematopoiética pluripotente da origem a outras duas células,
uma célula-filha idéntica com a mesma capacidade de autorrenovacdo e a outra
chamada unidade formadora de colonia (CFU, colony-forming unit). Esta, se diferencia
de modo aleat6rio e amadurece em UFC mieloide que dard origem a granulécitos,
monacitos, eritrécitos e megacariocitos e UFC linfoide que dara origem a linfocitos,
como demonstrado na Figura 1 (OLIVEIRA et al., 2016).
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Figura 2. Representacdo grafica da hematopoiese. CFU (colony-forming unit), GEMM
(granuldcitos, eritrécitos, mondcitos e megacariocitos), GM (granulécitos e mondcitos) EO
(eosindfilo), Meg (megacariécito), G (granuldcitos), M (mondcito), NK (natural Kkiller).
modificada de Oliveira (2016).

2.2 Leucemia linfoblastica aguda

A LLA é um distarbio maligno que se origina de um Unico precursor
hematopoiético comprometido com a linhagem de células B ou T com consequente
acumulo de células imaturas na medula 6ssea denominadas linfoblastos. Esses
distarbios ocorrem por anormalidades genéticas que atrapalham seu processo normal
de maturacao, a interrupcéo da diferenciacéo e proliferacdo da célula transformada.
Como consequéncia, ha acumulo de um clone imaturo resultando na supressao da
hematopoiese normal. Cerca de 80% a 85% da LLA séo da linhagem de células B
(LLA-B), e 15% a 20% da linhagem de células T (LLA-T). Essas alteragBes genéticas
incluem aneuploidia (alteracbes no numero de cromossomos), rearranjos
cromossOmicos que desregulam a expressao génica ou resultam na expressao de
proteinas de fusdo quiméricas, delecdes, inser¢cdes ou trocas de pares de bases no
DNA (HUNGER et al., 2015).
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A LLA-B e LLA-T sao indistinguiveis morfologicamente. A sua diferenciacdo é
feita através da imunofenotipagem por citometria de fluxo, que revela informacoes
essenciais para o diagnéstico, como o estagio de maturacao das populacdes celulares
analisadas, a presenca de células com fenétipo anormal, além de avaliar a presenca
de marcadores (antigenos de superficie celular ou citoplasmatico) associados ao
prognéstico ou até mesmo marcadores que sédo alvos terapéuticos (REGO et al.,
2009).

A analise destes marcadores de superficie celular ou citoplasmaticos, na maioria
dos casos, permite diferenciar as duas linhagens. Os marcadores CD19, CD22 e
CD79a, por exemplo, se expressam especificamente na LLA-B. Ja os marcadores
CDa3 citoplasmatico e cCD3 sao especificos para a LLA-T. A linhagem B pode ainda
ser dividida em quatro subtipos de acordo com o estagio de diferencia¢éo e de acordo
com a classificacdo EGIL em: LLA pro-B (B-1), LLA-B comum (B-Il), LLA pré-B (B-Ill)
e LLA-B madura (B-IV) (HUNGER et al., 2020; FERREIRA, 2017), como visualizado
na tabela 1.

Na infancia, a LLA-B apresenta bom prognéstico, com taxa de remissao
completa (estado de aparente normalidade apds a quimioterapia) maior que 95%.
Historicamente os pacientes com LLA-T apresentam um pior progndstico em
comparacdo com o0s pacientes com LLA-B. Estes resultados melhoraram
gradualmente com o uso de terapia intensificada, porém os pacientes com LLA-T
continuam a experimentar um risco menor de sobrevida apés recidiva. Sendo assim,
€ fundamental identificar vias moleculares aberrantes e alvos para intervencao
terapéutica para LLA-T. As lesdes genéticas na LLA-T sdo diversas e complexas e
uma variedade de alteracdes contribuem na patogénese de varios subtipos de LLA-T
(COOPER et al., 2015; PUI et al., 2015).

C'aségl‘ia‘?ao cyTdT | CD34 | cyCD79a | CD19 | CD10 | cylgM | sigM | cyCD22
Pr6-B (B-I) " * * ’ i i i '
B-comum (B-II) * i * ' ’ i i i
Pré-B (B-Ill) " i * ' ’ " i i
B-madura (B-1V) i ) * * " " i i

Tabela 1. Marcadores especificos que estabelecem a classificagcdo EGIL (1995) dos
subtipos celulares nas LLA-B. Abreviacdes: Cy, citoplasma; s, superficie.
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Vérios grupos de pesquisa nacionais e internacionais foram estabelecidos a fim
de conduzir pesquisas colaborativas para aprimorar as estratégias de tratamento
vigentes e melhorar os seus resultados. As informacfes obtidas nestes estudos
colaborativos ajudaram a decifrar a heterogeneidade da LLA para melhorar o
tratamento personalizado, o que deve contribuir para aumentar a taxa de cura atual e
a qualidade de vida de criancgas e adolescentes com LLA (PUI et al., 2015).

Os protocolos terapéuticos consistem em um regime quimioterapico com
multiplos farmacos que varia conforme o subtipo da leucemia. Essa combinacéo de
farmacos tém a funcdo de inibir a proliferacdo, a diferenciacdo, a divisdo e o0s
processos de biossintese de compostos, facilitando a morte celular. O protocolo de
tratamento do grupo Europeu Berlim-Frankfurt-Munster (BFM) para o manejo da LLA
na crianca e adolescente, preconiza uma terapia de aproximadamente 27 meses,
escalonada em fase de inducgéo, consolidagéo, reinducao, manutencao (SCHRAPPE
et al., 2009). Na fase de inducdo os pacientes sao distribuidos por grupos de risco de
recaida da doenca. Pacientes classificados como baixo risco (BR) sdo aqueles que
apresentam 0s seguintes critérios:

1) <1.000 blastos/uL no sangue periférico (SP) do 8° dia de tratamento (D8).

2) Idade 21 e <6 anos.

3) Contagem de leucécitos no SP <20.000/pL.

4) Exame de doenca residual minima (DRM) no aspirado de medula éssea (MO)
<0.1% no 15° e 33° dia de tratamento (D15 e D33).

Pacientes classificados como alto risco (AR) apresentam algum dos seguintes
critérios:

1) DRM >10% na medula éssea do D15.

2) Sangue periférico no D8 = 1.000 blastos/pL.

3) Translocagao t(9;22) [BCR/ABL], t(4;11) [MLL/AF4) ou hipoploidia <44.

Todos os pacientes que nao forem estratificados como BR ou AR, sao
considerados de risco intermediario (RI) (SCHRAPPE et al., 2010).

Outro protocolo terapéutico utilizado para o tratamento da LLA infantojuvenil € o
RE-LLA-2005 que preconiza um tratamento de 116 semanas para 0S pacientes
classificados em BR e 120 semanas para pacientes classificados como AR e RI. As
fases de tratamento para os pacientes BR e RI sdo divididas em inducao,

consolidagdo, manutencéo primaria, reinducao |, manutencédo A e manutencgao B; para
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os pacientes de AR é dividido em inducdo, consolidacdo, manutencao primaria,
reinducéo I, manutencéo A, reinducao Il, manutencdo A e manutencédo B (PEDROSA
et al., 2002).

Durante a fase de inducdo do protocolo RE-LLA-2005 os pacientes sao
primeiramente classificados em grupos de risco provisorio e posteriormente em grupo
definitivo de recaida da doenca seguindo os critérios abaixo:

Grupo BR provisorio:

1) Idade >1 e <10 e nimero de leucdcitos <50.000/mm?3 ou nimero de leucécitos
>50.000 com indice de DNA 21.16 <1.60 ou fusdo TEL-AMLL.

N&o devem ter nenhum dos achados:

2) 25 leucdcitos/mm? no liquido cefalorraquidiano (LCR) com blastos identificados
ou paralisia de nervos cranianos,

3) Infiltracao testicular (evidenciada por ultrassonografia),

4) Achados genéticos adversos t(9;22) ou fusdo BCR-ABL, t(1;19) com fuséo
E2A-PBX, rearranjo MLL ou hipoploidia (<45 cromossomos),

5) Resposta precoce pobre 25% de linfoblastos na medula 6ssea (morfologia) ou
mais de 0,01% por citometria de fluxo no 19° da inducao.

6) Idade igual ou maior que 10 anos.

Grupos AR provisorio:

1) Pacientes que nao tenha nenhum dos critérios do BR.

A classificacdo dos grupos em risco definitivo é definido pelo resultado da DRM
do dia 19, confirmada no dia 26.

Grupo BR definitivo:

1) Todos os pacientes classificados provisoriamente como BR e com DRM
negativa no D19 e no D26.

Grupo RI definitivo:

1) Todos os pacientes classificados provisoriamente como BR e com DRM
positiva entre 0,01% - 4,99%.

Grupo AR definitivo:

2) Todos os pacientes classificados provisoriamente como AR (independente do
resultado da DRM) ou de BR com DRM positiva igual ou maior que 5%.

Esta classificacdo é informacdo necessaria para ajustar a intensidade do
tratamento conforme o risco individual (SCHRAPPE et al., 2010).
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A identificacdo de leucemia residual apds o inicio da terapia, denominada
doenca residual minima ou mensuravel (DRM), emergiu como um dos fatores
prognosticos mais importantes para pacientes com leucemia aguda (WOOD, 2020). A
citometria de fluxo, técnica pela qual séo realizados os estudos de DRM, consiste em
analisar parametros hematoldgicos e funcionais simultaneamente em uma Unica
célula (MCKINNON, 2018; WOOD, 2020).

Ideias sobre a biologia heterogénea da LLA e o monitoramento da DRM
ajudaram a refinar a terapia com base no risco de recidiva para maximizar a cura e

minimizar a toxicidade medicamentosa (BHOJWANI et al., 2015).

2.3 Sistema purinérgico

A sinalizacao purinérgica é uma via de comunicacdao celular, ou seja, como uma
célula comunica-se com a outras células a partir de sinais por elas emitidos, mediada
por nucleotideos e nucleosideos extracelulares. Esses sinais determinam quando e
como uma célula deve agir, tornando possivel a integracdo das células de um
organismo multicelular (SAVIO et al., 2021)

A sinalizacao purinérgica € uma importante via moduladora de varios processos
fisiolégicos, envolvida em muitos mecanismos neuronais e ndo neuronais e em
eventos de curta e longa duracao, incluindo secre¢éo exdcrina e enddcrina, respostas
imunes, inflamacdo, dor, agregacdo plaquetaria, vasodilatacdo mediada pelo
endotélio, proliferacéo e morte celular (BURNSTOCK, 2006).

Este sistema é constituido por trés componentes principais: enzimas,
nucleotideos e nucleosideos extracelulares e receptores purinérgicos (Figura 2)
(JUNGER, 2011).
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Figura 2. Componentes da sinalizacdo purinérgica. A ativagédo e estimulacdo do receptor
formil-peptidio (FPRs) pelo receptor N-formil-metionil-leucil-fenilalanina (fMLP) leva a
abertura de hemicanais panexina 1 e a liberacdo de ATP que promove a ativagédo autocrina
de receptores P2. As ectonucleotidases ENTPDs e CD73 promovem a hidrélise de ATP e a
formacdo de adenosina que ativa os receptores P1. A adenosina pode ser convertida a
inosina pela enzima adenosina desaminase ou pode ser recaptada através de
transportadores de nucleosideos (ENTs). Adaptada de Junger (2011).

2.3.1 Ectonucleotidases, nucleotideos e nucleosideos extracelulares

As ectonucleotidases sdo uma classe de enzimas que participam da sinalizagéo
purinérgica. Estas enzimas atuam na regulacdo dos niveis extracelulares dos
nucleotideos e nucleosideos de adenina, que sdo moléculas sinalizadoras; portanto,
ao controlar os niveis de moléculas sinalizadoras, regulam a atividade dos receptores
purinérgicos. Dentre as ectonucleotidases destacam-se trés principais grupos:
ectonucleosideo trifosfato difosfohidrolase (E-NTPDase; CD39), ecto-5-nucleotidase
(E-5’-NT; CD73), e ecto-adenosina desaminase (E-ADA) (Figura 2) (ZIMMERMANN
et al., 2012).

Estas enzimas encontram-se ancoradas a membrana celular, possuindo seu
sitio ativo voltado para o meio extracelular (ZIMMERMANN, 2011). As E-NTPDases

sdo especificas para nucleotideos e hidrolisam trifosfato de adenosina (ATP) em
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difosfato de adenosina (ADP), até formacao do nucleotideo monofosfato de adenosina
(AMP) (ZIMMERMANN et al., 2012; ZIMMERMANN, 2001). Ja a enzima E-5-NT
hidrolisa preferencialmente monofosfato de adenosina (AMP) em adenosina (ADO)
(FERRARI et al., 2016).

As E-NTPDases e E-5-NT, também conhecidas pelos antigenos de superficie
CD39 e CD73, respectivamente; determinam respostas celulares especificas aos
receptores purinérgicos pois sdo encontradas em diversos tipos celulares como
plaquetas, células endoteliais, neurénios, células musculares lisas dos vasos e células
da glia (ZIMMERMANN, 1996).

Além destas, a enzima E-ADA também participa da regulacdo dos niveis
extracelulares de adenosina através da hidrélise da ADO em inosina (ZIMMERMANN,
2001; ZIMMERMANN, 1996). Quanto a sua distribuicdo, apesar da E-ADA estar
presente em todos os tipos celulares, sua atividade é mais alta no timo, tecidos
linfoides e linfocitos periféricos (FRANCO et al., 1997; CODERO et al., 2001).

Os nucleotideos e nucleosideos de adenina atuam como moléculas sinalizadoras
envolvidas em uma ampla gama de efeitos biol6gicos. Apos a liberagcdo no meio
extracelular, os nucleotideos e nucleosideos de adenina iniciam uma série de
respostas celulares através da ativacdo de receptores especificos localizados na
membrana celular e posteriormente sdo metabolizados através da acdo das
ectonucleotidases que fazem a converséo de ATP até ADO (ZIMMERMANN, 2001).

O nucleotideo ATP é agonista de receptores purinérgicos ionotrépicos P2X e
P2Y; os nucleotideos ADP e os nucleosideos ADO sdo agonistas de receptores
metabotropicos P2Y e P1, respectivamente (BURNSTOCK et al., 2013).

2.3.2 Receptores purinérgicos

Os receptores purinérgicos, responsaveis pela transducdo dos sinais
representados pelos nucleotideos e nucleosideos extracelulares encontram-se
localizados na membrana celular e séo divididos em receptores do tipo P1 e P2. Os
receptores P2 subdividem-se em duas classes: P2Y e P2X (BURNSTOCK et al.,
2013).

Os receptores P1 pertencem ao grupo dos receptores metabotropicos acoplados

a proteina G e sao ativados pelo nucleosideo adenosina. Subdividem-se em quatro
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tipos: A1, A2a, A2s € Az e sdo amplamente expressos em células do sistema nervoso
(neurbnios, astrocitos, oligodendrocitos e microglia) e em células de érgdos como:
coracao, pulméao, bexiga, testiculos, baco, figado e intestino (BURNSTOCK, 2012).

Assim como os receptores P1, os receptores P2Y sdo acoplados a proteina G e
possuem oito subtipos: P2Y1,2,4,6,11,12,13 e 14 (BURNSTOCK et al., 2013).

Receptores P2X séo ligados a canais ibnicos (ionotrépicos) permeaveis a Na*, K*
e Ca?*, ativados por ATP e possuem sete subtipos (P2X1.7). Estes receptores sdo
expressos em varios tipos celulares, incluindo células do sistema imune, como
macrofagos, monacitos e linfécitos (WHITE et al., 2006; DI VIRGILIO, 2012).

Comparado com o0s demais receptores, o subtipo P2X7 possui algumas
caracteristicas excepcionais, como a necessidade de alta concentracdo (> 100 pM)
de ATP extracelular para ser ativado e a capacidade de formar um poro na membrana
celular quando ativado por ATP em altas concentracdes ou por exposicao prolongada
a esse agonista. Esse poro membranar permite o transporte bidirecional de cations de
acordo com o gradiente eletroquimico, bem como a passagem de moléculas com peso
molecular variado a depender do tipo de célula (CARROLL et al., 2009; KHAKH et al.,
2012).

Mecanismos imunossupressores operam na maioria dos tumores, o que torna
a imunidade antitumoral ineficaz. A adenosina é um imunossupressor potente que é
gerada no microambiente tumoral pela hidrélise de ATP extracelular. O ATP em altas
concentracdes ativam receptores P2X7 o0 que os tornam alvo para o direcionamento
de tratamento anticancer (DI VIRGILIO, 2018).

O receptor P2X7 é expresso em varias células do sistema imunolégico como
linfocitos, neutrofilos, macrofagos, mastocitos e células dentriticas, portanto €
considerado um importante regulador da inflamacéo e da imunidade (JACOB et al.,
2013).

2.4 Parametros hematoldgicos, sinalizacdo purinérgica e cancer

No sangue periférico é feita uma analise dos parametros hematologicos através
do hemograma completo. Este € o primeiro exame feito em pacientes com suspeita
de ter leucemia. O hemograma reflete alteracdes na medula 6ssea causadas pelas

células leucémicas. Os achados, por vezes, sdo tdo caracteristicos que permitem
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restringir com confianca seu diferencial diagndstico para um tipo especifico de
leucemia. O diagnostico precoce leva ao tratamento no inicio do desenvolvimento do
cancer, o que, por sua vez, diminui a morbidade e mortalidade (OLIVEIRA et al., 2016;
MUNIR et al., 2019).

Apesar de a classificacdo morfolégica das leucemias agudas terem um
diagnéstico baseado eminentemente nos valores de blastos e do componente
maturativo das varias linhagens celulares na medula 6ssea, a avaliacdo do sangue
periférico é indispensavel. Além disso, ndo é aconselhavel avaliar os dados do
mielograma sem a avaliacdo prévia do sangue periférico, posto que sua concluséao
requer dados do hemograma (OLIVEIRA et al., 2016).

Na leucemia aguda as células proliferam-se de forma descontrolada na medula
Ossea substituindo células hematopoiéticas normais. A proliferacdo excessiva de
células leucémicas se espalham para o sangue periférico, isto €, manifesta-se como
aumento da contagem total de leucocitos (CTL) no hemograma. A infiltracdo de
células imaturas na medula 6ssea causa diminuicdo da eritropoiese, que se manifesta
no hemograma como anemia (conteudo de hemoglobina reduzido). A anemia € um
achado importante em quase todas as leucemias, sejam agudas ou crénicas, e tem
importancia progndéstica. A trombocitopenia (reducdo da contagem de plaquetas)
devido a substituicdo de células leucémicas na medula 6ssea € um achado comum
em quase todas as leucemias (MUNIR et al., 2019).

O interesse pelo conhecimento acerca do potencial terapéutico da sinalizacao
purinérgica para o tratamento do cancer aumenta a cada dia. Alguns estudos
demonstram alteracbes em componentes do sistema purinérgico em diversas
neoplasias. Em comparacdo com as células saudaveis, as células tumorais
apresentam uma quantidade de ATP mais alta (AHMANN et al., 1987).

Os sinais gerados por ATP extracelular e adenosina sao transduzidos por
receptores P2 e P1, respectivamente. Portanto, a sinalizacdo purinérgica afeta todos
os aspectos da imunidade e inflamacéo, pois praticamente todas as células imunes
expressam os receptores P2 e P1. Segundo estudos, € altamente provavel que o
sistema purinérgico tenha um papel importante na progressado tumoral, contribuindo
para o crescimento celular e suprimindo a responde imune antitumoral, dada a
concentracéo elevada de ATP e adenosina no microambiente tumoral (DI VIRGILIO,
2018). A atividade antineoplasica dos nucleotideos ATP e ADP foi demostrada pela

primeira vez em 1983, onde estas moléculas produziram a interrup¢ao do crescimento
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das células tumorais na fase S do seu ciclo seguido pela morte da mesma
(REPAPORT, 1983).

Outros estudos revelam a acdo antineoplasica de nucleotideos extracelulares
em diversos tipos de cancer, como o cancer colorretal, leucemia, cancer de esofago,
cancer de pele e células escamosas, em células tumorais de Ehrlich, cancer de
pulmédo, cervical, células hepaticas, cancer de préstata, cancer de bexiga,
retinoblastoma, neuroblastoma, glioma e melanoma. As células leucémicas, assim
como as células de outros tipos de neoplasias, liberam uma quantidade alta de ATP
em comparacdo com a maioria das células saudaveis, portanto, as estratégias de
destroem o ATP aumentam a atividade anticancer (BURNSTOCK et al., 2013).

A adenosina, gerada no microambiente tumoral pela hidrélise de ATP, é
considerada o0 agente imunossupressor mais potente. Os receptores P2X7, ativados
pelas altas concentracfes de ATP, sdo potentes alvos para um tratamento anticancer,
levando empresas farmacéuticas a desenvolverem inibidores seletivos de pequenas
moléculas de P2X7 (DI VIRGILIO, 2018).

O receptor P2X7 também pode ser usado no monitoramento da terapia para
leucemia pediatrica, uma vez que evidenciaram sua superexpressdo em leucemias
agudas pediatricas, sendo 0s niveis mais altos de P2X7 detectados em pacientes com
recaida da doenca e diminuicdo na fase de remissdo completa (CHONG et al., 2010;
BURNSTOCK et al., 2013).

Um estudo desenvolvido por Zimmermann e colaboradores (2017) a fim de
avaliar a atividade e a expressdo de enzimas do sistema purinérgico, associado a
avaliacao dos niveis de citocinas, em linfécitos periféricos e soro, de criangas com LLA
do tipo B, revelou que as mudancas observadas nas atividades das ectonucleotidases
E-NTPDase e E-ADA, ao diagnoéstico, demonstram uma forte contribuicdo da
sinalizacdo purinérgica na modulagdo de células imunes, de modo a equilibrar os
perfis imunossupressores e inflamatério resultantes da LLA. Tal associacéo se da pelo
fato de no inicio haver um microambiente inflamatorio que pode ter facilitado a
proliferacdo de células neoplasicas e que com a terapia inicial foram revertidos, em
parte, tendo como consequéncia a reduc¢do na contagem de leucocitos e linfoblastos.

Zanin et al. (2006) verificaram a atividade da enzima E-NTPDase em linfécitos
periféricos de pacientes com leucemia linfocitica cronica (LLC) e observaram que a
hidrolise de ATP e ADP ¢ alterada nos linfocitos destes pacientes. Os resultados

mostraram um forte aumento na atividade da enzima E-NTPDase, principalmente em
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pacientes com um quadro avancado de LLC. Assim, os autores sugerem que O
aumento na atividade da enzima pode levar a uma diminuicdo nos niveis de ATP que
€ o suficiente para evitar a morte celular pela ativacao dos receptores P2X7 e portanto,
contribuem para a resisténcia das células leucémicas frente as acgdes liticas do ATP.
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3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral

Avaliar os parametros hematolégicos béasicos do sangue periférico, a atividade
da enzima E-NTPDase em células mononucleares da medula 6ssea e os marcadores

de membrana de jovens com leucemia linfoblastica aguda do tipo B.

3.2 Objetivos especificos

- Coletar, de prontuarios e banco de dados, as seguintes informacfes: sexo, raca,
data de nascimento, data do diagnostico, data do inicio do tratamento, protocolo de
tratamento e grupo de risco.

- Coletar, de prontuarios e banco de dados, os parametros hematologicos: nimero de
leucdcitos, contetdo de hemoglobina e nimero de plaguetas no sangue periférico do
diagnéstico (D0) e inducéo do tratamento (D15/19 e D26/33).

- Quantificar a atividade da enzima E-NTPDase em células mononucleares isoladas

da medula 6ssea dos jovens no diagndstico e acompanhamento do tratamento.

- Coletar, de prontuarios e banco de dados, os marcadores de membrana presentes

nas populacdes celulares analisadas através da imunofenotipagem no diagndstico.

- Comparar em todas as andlises os grupos classificados em alto risco, risco
intermediario e baixo risco de recaida conforme preconiza cada protocolo terapéutico

utilizado no paciente.
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4 MATERIAIS E METODOS

Os patrticipantes deste estudo foram jovens (0 a 19 anos), acompanhados no
Centro de Tratamento Onco-Hematologico Infantil (CETOHI) do Hospital Regional de
Mato Grosso do Sul (HRMS) e diagnosticados com LLA-B. Foram incluidos um total
de 22 participantes. Conforme classificacéo de risco dos protocolos terapéuticos, 0os
pacientes foram divididos em alto risco (AR), risco intermediario (RI) e baixo risco (BR)
de recidiva da doenca. Os 22 pacientes tiveram os parametros hematologicos (nimero
de leucdcitos, conteudo de hemoglobina e numero de plaguetas) analisados, sendo 7
classificados como AR e 15 como RI/BR. Do total de pacientes, em 11 foi analisada a
atividade da enzima E-NTPDase em células mononucleares da medula 6ssea, sendo
8 para AR e 3 para RI/BR. Quanto aos marcadores de membrana presentes na
populacéo celular do diagnéstico, foram analisados em 19 participantes, sendo 9 para
AR e 10 para RI/BR.

Os seguintes critérios foram utilizados para a exclusdo de participantes do
estudo: pacientes diagnosticados com LLA-T, LMA, com idade superior a 19 anos ao
diagndstico, que fizeram uso prévio de corticoides, com sindrome de Down, doenca
infectocontagiosa e/ou doencas autoimunes.

Todos 0s responsaveis legais e 0s participantes assinaram o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido - TCLE e Termo de Assentimento Livre e
Esclarecido — TALE, respectivamente, aceitando a participa¢ao no estudo.

Essa pesquisa foi submetida ao sistema CEP-CONEP por meio da Plataforma
Brasil, base nacional e unificada de registro das pesquisas envolvendo seres
humanos, sendo aprovada dia 17 de dezembro de 2019 (numero do parecer:
3.777.015 e CAAE: 26551219.0.0000.0021) (Anexo A).

4.1 Dados coletados de prontuarios e banco de dados

Através de um instrumento de coleta de dados, foram coletados dos prontuarios
e banco de dados “Software MV PEP 2.0” disponiveis no CETOHI, informacdes
epidemiologicas, parametros hematoldgicos como numero leucocitos (mm?), contetdo
de hemoglobina (g/dL) e numero de plaguetas (mm?). O hemograma foi realizado pelo
Laboratério de Analises Clinicas — LAC do Hospital Regional de Mato Grosso do Sul

— HRMS em aparelho automatizado (Sysmex, XN 3000) e possui como valor de
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referéncia para leucécitos 5.000-10.000/mm3, hemoglobina 12,0-16,0 g/dL (sexo
feminino) e 13,5-17,5 g/dL (sexo masculino) e plaguetas 140.000-400.000/mm3. Os
resultados hematologicos utilizados foram da fase de inducdo do tratamento,
conforme cada protocolo preconiza, DO para todos os pacientes, D15 e D26 para
pacientes tratados com o protocolo RE-LLA-2005 e D19 e D33 para os pacientes
tratados com o protocolo BFM-2009. Os marcadores de membrana presentes na
populacdo celular analisados pela imunofenotipagem do diagndstico (D0O) foram os:
CD10, CD20, CD34, CD19, CD38, Cb66c, CD123, CD13, CD33, CD13, CD71, CD9,
CRLF2, CD127, CD45, CD58, CD22, CD81, nuTdT, HLADR e CD25. O exame de

imunofenotipagem foi realizado por laboratérios terceirizados.

4.2 Coleta de medula 6ssea

As coletas de medula 6ssea foram realizadas por médicos no CETOHI.
Aproximadamente 8 ml foram coletados para este estudo. O volume de amostra obtido
foi armazenado sob refrigeracédo (4-8°C) até que as células mononucleares fossem

separadas.

4.3 Ensaios e procedimentos experimentais

Todos os testes e procedimentos descritos a seguir foram realizados no

Laboratério de Bioquimica Geral e Microrganismos (INBIO) da UFMS.

4.3.1 Isolamento de células mononucleares da medula 6ssea

O isolamento das células mononucleares da medula 6ssea (BMMC) foi
realizado em uma amostra de medula 6ssea coletada com EDTA e separada por
gradientes de densidade Ficoll-Hypaque conforme descrito abaixo.

Trés tubos Falcon foram separados e identificados (F1, F2 e F3). A medula
ossea foi transferida para F1 com solucéo fisiologica 0,9% na proporcdo 1:1. Essa
suspensao celular foi adicionada em F2 contendo 3 ml de Ficoll-Hypaque e
imediatamente centrifugada a 400 x g por 30 minutos a temperatura ambiente. Com a
centrifugacdo houve a formacdo de um gradiente com uma camada intermediaria

composta pelas células mononucleares (linfécitos e mondcitos) entre as camadas de
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plasma e Histopaque®-1077. Esse gradiente foi aspirado e transferido para F3. Em
F3 foi adicionado 10 ml de solucéo fisiologica 0.9%, afim de lavar as células, e entéo
centrifugado a 250 x g por 10 minutos. O sobrenadante foi aspirado e descartado e o
sedimento celular resultante da centrifugacéo ressuspendido com 5ml de solucéo para
uma segunda centrifugacéo (250 x g por 10 minutos). Apds a segunda centrifugacao
novamente o sobrenadante foi descartado e o sedimento celular ressuspendido com
0,4 mL de solucdo fisiolégica 0,9%. Quando havia presenca de eritrOcitos era
acrescentado, ap6s a primeira centrifugacdo, tampdo hemolitico EDTA-cloreto de

amonio e centrifugado a 250 x g por 10 minutos, para remover 0s eritrocitos.

4.3.2 Conteudo de proteina

Para a determinacao da atividade da enzima E-NTPDase foi necessario corrigir
o conteudo de proteina das amostras e manter na faixa de 0,1 a 0,2 mg/mL.

A quantificagdo de proteinas foi realizada de acordo com a metodologia
descrita por Bradford (1976) usando albumina de soro bovino como padrao.

4.3.3 Quantificacdo da atividade da enzima E-NTPDase

A hidrélise de ATP e ADP pela E-NTPDase foi determinada como descrito por
Leal et al. (2005). O sistema da reacédo consistiu em 120 mM de NaCl, 5 mM de KCI,
60 mM de Glicose, 50 mM de tampéao Tris-HCI (pH 8,0) e 0,5 mM de CaClz, em um
volume final de 200 pL. O ensaio foi realizado usando microplacas contendo 160 pL
de sistema e 20 uL da preparacdo suspensa de células mononucleares da medula
0ssea. A microplaca foi pré-incubada por 10 minutos a 37°C.

Apbs a pré-incubacéo a reacéo foi iniciada pela adigdo de 20 pL de substrato
(ATP ou ADP a 20 mM) e o tempo de incubacao foi de 70 minutos. As reagdes foram
interrompidas transferindo 20 L da reagdo em uma “placa espelho” contendo 20 pL
de acido tricloroacético (TCA) a 10%.

As atividades enzimaticas foram medidas pela quantidade de fosfato inorgéanico
(Pi) liberado durante as reacbes. O Pi liberado foi quantificado usando verde de

malaquita como reagente colorimétrico e KH2POs4 como padrdo. A leitura da
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absorbancia foi realizada a 630 nm. Todas as amostras foram analisadas em triplicata

e a atividade especifica foi expressa em nmol de Pi liberado/minuto/mg de proteina.

4.4 Andlise estatistica

Todas as variaveis foram testadas quanto a distribuicdo normal e
homogeneidade das variancias. Os resultados obtidos foram analisados pelo teste t
de Student, ANOVA de uma via, seguida pelo teste post hoc de Tukey e Kruskal-Wallis
seguido do teste post hoc de Dunn’s. Os resultados foram considerados significativos

quando p < 0,05.



5 RESULTADOS

5.1 Andlises hematoldgicas

Dados hematoldgicos do sangue periférico de 22 pacientes com LLA-B foram
analisados, sendo 7 classificados como AR e 15 como RI/BR de recidiva. Em relacéo
ao valor de referéncia do hemograma para leucécitos (5.000-10.000/mm?3), foi
observado aumento significativo em DO nos pacientes classificados como AR (Tabela
2). Nos dias de tratamento D15/19 e D26/33, observa-se uma normalizagdo no

namero de leucocitos nos dois grupos (AR e RI/BR).

NUMERO DE LEUCOCITOS

5.000 - 10.000/mm°

Média e Desvio Padrao

(n=14}

AR 41.070 + 26.742
(=T}
DO
RieBR 14221 + 5978
(n=15}
AR 3014 +1.118
(n=7)
D15/19
Rl eBR
e 2061 +518,2
AR 5530 + 2 465
(n=7)
D26/33
RleBR

3216 + 551 6%

Tabela 2. Nimero de leucécitos (mm?®) em sangue periférico no DO, D15/19 e D26/33 dos
grupos AR e RI/BR. Os resultados estdo apresentados na forma de média + desvio padréo
da média. A andlise dos dados foi realizada por meio do teste t tests. (***) indica uma diferenca
significativa (p<0,001). Valor de referéncia para leucécitos: 5.000-10.000/mm3,
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Em relacdo ao valor de referéncia para o conteudo de hemoglobina, 12,0-16,0
g/dL para o sexo feminino e 13,5-17,5 g/dL para o sexo masculino, e o numero de
plaguetas, 140.000-400.000/mm?3, os resultados no DO dos grupos AR e RI/BR
apresentaram valores baixos também em relagdo com os demais dias de tratamento
(D15/19 e D26/33) (Tabela 3).

CONTEUDO DE HEMOGLOBINA
Média e Desvio Padrao
12.0-16.0 g/dL (fem.)
13,5-17.5 g/dL (masc.)
AR 6,086 +1,1230
(n=7)
DO
RieBR 6,053 + 0,5344
(n=15}
AR 10,100 + 0,4214
(n=7)
D15/19
Rl eBR
e 9,136 + 0,4551
AR 9,286 + 0,7414
(n=7)
D26/33
RieBR 0,686 + 0,4064
(n=14}

Tabela 3. Média e desvio padrédo do contetdo de hemoglobina (g/dL) em sangue periférico
no DO, D15/19 e D26/33 nos grupos AR e RI/BR. A analise dos dados foi realizada por meio
do teste t tests. Valor de referéncia para hemoglobina: 12,0-16,0 g/dL (sexo feminino) e 13,5-
17,5 g/dL (sexo masculino).

Na tabela 4 pode-se observar que a média do niumero de plaguetas, em
comparacdo com seu valor de referéncia no hemograma (140.000 — 400.000 mm?),
foi menor no DO dos pacientes classificados nos dois grupos (RI/BR). Nos dias D15/19
e D26/33 observa-se um aumento significante no numero de plaquetas (Figuras 3 e
4).
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NUMERO DE PLAQUETAS
Média e Desvio Padrao
140.000 - 400.000/mm’
AR 54.000 + 26.104
(n=T}
DO
RieBR 43600 + 8.099*
in=15)
AR 136.000 + 57.102
n=7}
D15/19
Rie BR 177.643 + 41,280
(n=14)
AR 231.429 + 61.011
(=7}
D26/33
Rie BR 273286 + 27.484
(n=14}

Tabela 4. Média e desvio padrdo do nimero de plaquetas (mm?) em sangue periférico no DO,
D15/19 e D26/33 nos grupos AR e RI/BR. A andlise dos dados foi realizada por meio do teste
t tests. (*) indica uma diferenca significativa (p<0,05). Valor de referéncia para plaquetas:
140.000-400.000/mm3.

N 500000 -
1S
*
g 400000 4
(2]
©
3 300000 -
o
s
o
o 200000 -
k=)
[}
° 100000 -
1S
=]
b4
0- T

DO D15/19 D26/33

Figura 3. Numero de plaquetas (mm?®) em sangue periférico do grupo AR no DO, D15/19 e
D26/33. A andlise dos dados foi realizada por meio do teste ANOVA de uma via seguido de
Tukey. (*) indica uma diferenca significativa (p<0,05). Valor de referéncia para plaquetas:
140.000-400.000mmé,
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Figura 4. NiUmero de plaquetas (mm?) em sangue periférico do grupo RI/BR no DO, D15/19 e
D26/33. A andlise dos dados foi realizada por meio do teste Kruskal-Wallis seguido do teste
post hoc de Dunn’s. (*) indica uma diferenca significativa (p<0,05) e (****) indica uma diferenca
significativa (p<0,0001). Valor de referéncia para plaquetas: 140.000-400.000mm?,

Nos dias D15/19 e D26/33 de tratamento, 0s numeros de leucdcitos, conteddo
de hemoglobina e nimero de plaquetas, representados pelas tabelas 2, 3 e 4,
respectivamente, tanto para o grupo de AR como RI/BR, pode-se observar, em
relacdo aos valores de referéncias para cada parametro que o hemograma traz e em
comparacao com o DO, que houve uma diminui¢do nos niumeros de leucécitos e um
aumento nos numeros de plaquetas, mostrando uma normalidade dos resultados.
Houve também um aumento no conteddo de hemoglobina, porém, em comparacao

com o valor de referéncia, os resultados ainda apresentaram-se baixos.

5.2 Atividade da E-NTPDase

A andlise da atividade da enzima E-NTPDase em BMMC foi realizada em 11
pacientes diagnosticados com LLA-B em diferentes estagios de tratamento. Dos 11
pacientes analisados, 8 foram classificados como AR e 3 como RI/BR. A média e
desvio padrédo dos resultados obtidos, dos grupos AR e RI/BR, para a atividade da

enzima E-NTPDase (ATP e ADP), estdo expressos em nmol de Pi/min/mg de proteina
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na tabela 5. Observa-se uma média maior da atividade de E-NTPDase tanto para ATP
como para ADP no grupo dos pacientes classificados como RI/BR, em comparacéo
com os demais. Os pacientes do grupo AR, em relagéo ao grupo RI/BR, foram os que
apresentaram a média mais baixa para a hidrélise de ADP.

MNucleotideos
] (nmol de Pilmin/mg de proteina)
Pacientes
ATP ADP
AR 0,053 + 0,014 0,045 + 0,012
(n=8)
R'::j}R 0,094 + 0,042 0,059 + 0,030

Tabela 5. Média e desvio padrdo da atividade da enzima E-NTPDase (ATP e ADP)
em células mononucleares de medula 6ssea de pacientes com LLA-B, nos grupos
AR (n=8) e RI/BR (n=3).

5.3 Marcadores de membrana

Das imunofenotipagens realizadas no diagnostico (D0), utilizamos os
marcadores de membrana presentes nas populacdes celulares de medula 6ssea de
19 pacientes classificados em AR (n=9), RI/BR (n=10) (Tabela 6).

Entre os pacientes estudados, além dos marcadores comuns que sao quase
sempre encontrados na LLA-B (CD19, CD10, HLADR, TdT), observa-se presenca de
intensidade positivo moderado (++) da mutacdo do gene CRLF2 nos pacientes 02
(AR) e 04 (BR) e presenca de intensidade negativo a positivo fraco em parte da
populacao (-/++) no paciente 03 (RI).
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MARCADORES
MEMBRANA

PACIENTES

AR

Rl

BR

m

02

12

13

19

22

31

03

23

24

25

26

15 28

CO10

+++

+++

+++

+++

+i++

+++++H

+++

+++

+++

+++

+++

+ +++

+++

CD20

++

=M+

+i++

++1++H

CD34

++

++

+++

++

+++

CD19

++

++

+++

++

++

+++

++

+++

++

++

+++

++

++

++

CD3g

++

++

+++

++

+++

++

++

+++

+++

++

+ +++

C D66

++

+i++

++

CD23

+++

++

++

++

++

CD13+CD33

CD13

CD33

++

++

CD71

Cha

++

++

++[+++H

CRLF2

++

++

CM27

CD45

++

++

-+

CD58

+++

+++

+++

+++

++

++[++H

++

+++ +++

CDa2

++

++

++

++

++

++

+/++

++

++

++

++

++

CDa1

++

+++

+++

++

++

++

+++

++

++

++

nuTdT

++

++

+i++

+++

++

++

HLADR

|+ +]+

CD25

+

+

Tabela 6. Marcadores de membrana presentes nas populacdes celulares de medula éssea analisadas ao diagndstico. Intensidade do marcador
antigénico: -/+ (negativo a positivo fraco em parte da populacao), -/+/++ (negativo a positivo heterogéneo em parte da populacdo), + (positivo
fraco), ++ (positivo moderado), +++ (positivo forte), ++++ (positivo muito forte), +/++ (positivo heterogéneo), +/++/+++ (positivo heterogéneo),
++/+++ (positivo heterogéneo).
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6 DISCUSSAO

As leucemias sao neoplasias hematoldgicas que possuem anormalidades
citogenéticas somaticas consideradas como alteragBes fundadoras no processo de
leucemogénese. Considerando que esta é uma neoplasia prevalente em criancgas, 0s
estudos dessa doenca melhoram o entendimento da fisiopatologia e genética das
células neoplasicas, impactando nas taxas de sobrevida livre de eventos (PUI et al.,
2013; FERREIRA, 2017). Apesar desses achados e do sucesso ao tratamento,
demonstrado por diversos protocolos internacionais, para cerca de 20% dos
pacientes, o tratamento pode falhar ou h& recidiva da doenca (PUI et al., 2013;
BRANDALISE et al., 2011).

Em meio a exames complexos, parte da rotina de investigacdo de um paciente
com suspeita de ter leucemia, é o hemograma completo realizado por analisadores
hematolégicos automatizados. Os achados do hemograma nas leucemias elucidam
mecanismos patogenéticos da doenca. O presente estudo revela que o nimero de
leucécitos dos pacientes analisados do grupo AR, estava significativamente maior no
diagnéstico (D0), em relacdo ao valor de referéncia. Pacientes do grupo RI/BR
também apresentaram elevacdo no namero de leucécitos, porém mais proximo do
limite do valor de referéncia (10.000/mm?3). Tal parametro também apresentou-se mais
baixo no DO dos dois grupos quando comparado com os valores nos dias D15/19 e
D26/33 de tratamento. Esse aumento € causado pela proliferacdo excessiva de
células leucémicas na medula 6ssea que se espalham para o sangue periférico
apresentando numero de leucdcitos alto.

Em um estudo utilizando o analisador de hematologia DxH 800 (Beckman
Coulter Inc, Brea, CA), que é capaz de reconhecer diretamente as caracteristicas
morfoldgicas indicativas dos subtipos de leucécitos e coletar dados de populacéo
celular, foi demonstrado que a contagem de leucdcitos foi significativamente maior em
30 pacientes com leucemia do que no controle realizado com 20 pacientes saudaveis
(YASHIM et al., 2021).

Além disso, o conteudo de homoglobina (Hb) e o nimero de plaquetas, no
diagnostico, nos grupos AR e RI/BR, em relacdo aos valores de referéncia do
hemograma, apresentaram-se baixos, mostrando que os pacientes deste estudo eram
anémicos e plaquetopénicos. Este padrao € o mesmo relatado em literatura. Achados

semelhantes foram observados por Munir e colaboradores (2019) que realizaram um
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estudo com 109 pacientes com leucemias agudas e cronicas e observou que todos o0s
pacientes com LLA apresentaram CTL aumentada, conteudo de Hb e numero de
plaguetas reduzidos.

Os mesmos parametros foram estudados por Naeem em 50 pacientes recém
diagnosticados com LLA B e T e os resultados apresentaram-se semelhantes, sendo
CTL aumentada em 58% dos casos, Hb baixa em 74% dos casos, mas baixa
contagem de plaquetas apenas em 12% de todos os casos (NAEEM et al., 2015).

Yashim, além de demonstrar que o numero de leucécitos é alto em sangue
leucémico, também demonstrou que todos os parametros hematolégicos foram
menores em comparacdo ao controle, exceto para mondcitos e basdfilos. Esse
achado é consistente com varios estudos que associaram leucdcitos elevados e
plaguetas reduzidos a infeccdo por leucemia, resultando em uma proliferacdo de
leucdcitos incomum na medula éssea (YASHIM et al., 2021).

Tais alteracdes ocorrem pelo fato de as leucemias serem caracterizadas pela
proliferacdo exacerbada de células leucémicas, isto é, células leucocitérias imaturas
oriundas da medula éssea, que com a evolucdo da doenca atingem frequentemente
0 sangue periférico e outros érgdos. Uma proliferacdo desordenada de leucécitos, por
estes desajustes na medula 6ssea, diminui a producdo de plaquetas e eritrocitos
(OLIVEIRA et al., 2016).

Ao passo que o tratamento quimioterapico € iniciado, podemos observar
mudancas significativas nos resultados do hemograma, em relagéo aos valores de
referéncia para cada parametro. A contagem do conteddo de Hb e numero de
plaguetas nos trés grupos, tanto nos dias 15 e 19 de tratamento (D15/19) quanto nos
dias 26 e 33 (D26/33) aumentaram, e 0 niumero de leucdcitos diminuiu, mostrando
uma eficacia do tratamento quimioterapico, que tem como objetivo destruir as células
leucémicas fazendo com que a medula 6ssea volte a produzir células normais. Assim,
este estudo constatou que alteracdes nos parametros hematoldgicos iniciais foram
significativamente associadas a leucemia, pois o exame de hemograma para 0s
parametros analisados, mostrou um estado de aparente normalidade apds a
guimioterapia.

No presente estudo, também foi analisada, em células mononucleares de
medula 6ssea de jovens com LLA-B, a atividade da enzima E-NTPDase através da

hidrolise de ATP e ADP. Os nucleotideos ATP e ADP sdao componentes normais do
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meio extracelular que exercem uma variedade de efeitos fisioldgicos sobre células
hematopoiéticas e ndo hematopoiéticas.

Nossos resultados indicaram que a atividade de E-NTPDase na hidrélise de
ATP e ADP, nas células dos pacientes classificados como RI/BR de recidiva da
doenca, foram maiores em relacéo aos pacientes do grupo AR. Esses resultados séo
diferentes dos encontrados por Zanin e colaboradores (2006), que observaram a
hidrélise de ATP e ADP alterada em linfécitos periféricos de pacientes com um quadro
avancado de LLC e associaram este aumento da atividade da enzima como
contribuicdo para a resisténcia das células leucémicas pela diminuicdo nos niveis de
ATP, que seria o suficiente para evitar a morte celular.

O ATP em altas concentracdes liberado no meio extracelular pelas células
leucémicas, ativa os receptores P2X7. Altos niveis deste receptor foram encontrados
em pacientes com recaida doenca e a diminuicao foi observada na fase de remissao
completa (CHONG, 2010). A expressao deste receptor também foi associada com a
gravidade da leucemia por Adinolfi et al. (2002), onde a expresséo de P2X7 foi maior
em pacientes com a forma mais grave da LLC. Dois dos pacientes deste grupo
estavam em tratamento, um ja havia finalizado e nenhum deles apresentou recidiva
da doenca, o que, se ao contrario, poderia explicar tal alteracdo encontrada em
comparacao com a literatura.

Os linfécitos estao envolvidos no combate as células cancerosas, entdo ATP é
liberado no meio extracelular elevando os niveis plasméaticos. A atividade de E-
NTPDase e E-ADA em linfdcitos periféricos de pacientes pediatricos com LLA-B,
foram estudadas por Zimmermann e colaboradores, e observaram a atividade
reduzida de E-NTPDase nas reacoes de hidrolise de ADP no 15° dia de tratamento.
Os autores concluiram que a hidrolise reduzida poderia representar um possivel
defeito funcional nos linfécitos (ZIMMERMANN et al., 2017). A hidrélise de ADP nos
pacientes deste estudo, mostrou-se mais baixa no paciente do grupo AR, em
comparagao com os grupos RI/BR.

Varios estudos indicam que ha alteracbes nos componentes da sinalizacao
purinérgica em pacientes com diferentes tipos de leucemia, porém o perfil de
ectoenzimas nas células da medula 6ssea ainda é desconhecido. Os pacientes
classificados como AR, apresentaram um numero de leucocitos, em sangue periférico,
significativamente maior em DO em comparacdo com o valor de referéncia do

hemograma e com o grupo RI/BR. Esse mesmo grupo apresentou uma atividade
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menor da enzima E-NTPDase, tanto na hidrolise de ATP como ADP. Estes resultados
discordam dos resultados esperados para este estudo e dos resultados encontrados
na literatura. Faz-se necessario mais pesquisas a respeito das ectonucleotidases em
células mononucleares de medula éssea.

Os pacientes 02 (AR), 03 e 04 (RI/BR), apresentaram entre os marcadores de
membrana pesquisados ao diagnostico, na intensidade positivo moderado (++),
(pacientes 02 e 04) e intensidade negativo a positivo fraco em parte da populacao (-
/++) (paciente 03), positividade para a mutac¢do do gene CRLF2. CRLF2 é um membro
da super familia do receptor de hematopoetina, que forma um receptor com cadeia
alfa do receptor de IL-7Ra para a citocina TSLP. Na presenca de TSLP ha ativagao
de células dendriticas, estimulando respostas inflamatorias TH2 (FERREIRA, 2017).
A superexpresséo de CRLF2 ocorre em 15% dos casos de LLA no adulto e na crianga
(YODA et al., 2010; TASIAN et al., 2011).

A alta expressdo de CRLF2 se correlaciona com marcadores de LLA de alto
risco, bem como a sobrevida baixa nos pacientes. Ge e colaboradores (2016),
descobriram que a alta expressdao de CRLF2 estd correlacionada com fatores
prognésticos desfavoraveis nos pacientes adulto com LLA. O paciente 04 foi
classificado como BR e teve uma boa resposta ao tratamento. O paciente 02 foi
classificado no grupo AR. Curiosamente este mesmo paciente apresentou uma
recidiva da doenca, o que concorda com o progndstico desfavoravel que os estudos

revelam.
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7 CONCLUSAO

Na identificacdo e investigacado das leucemias, além dos critérios morfologicos,
imunofenotipicos e citogenéticos, o conhecimento do padrdo de parametros
hematolégicos basicos, como a contagem de leucécitos, hemoglobina e plaquetas &
necessario, pois reduz o diferencial diagnostico para conhecer o subtipo de leucemia
levando a um diagndstico precoce e consequentemente a diminuicdo da morbidade e
mortalidade. Em relacéo aos valores de referéncia do hemograma, os pacientes deste
estudo apresentaram, no diagnostico, numero de leucdcitos alto, contagem de
hemoglobina e nimero de plaquetas baixos, e com a normalizacdo destes resultados,
apos o inicio do tratamento quimioterdpico, constatou que as alteracbes nos
pardmetros hematolégicos iniciais foram significativamente associadas a leucemia.

Embora o perfil de ectoenzimas nas células da medula éssea seja ainda
desconhecido, esta cada vez mais evidente que esta classe de enzimas desempenha
um papel importante nos sistemas imunologicos e inflamatorios. A atividade de E-
NTPDase, nas hidrélises de ATP e ADP, em BMMC de jovens com LLA-B, mostrou-
se mais alto nos pacientes classificados como RI/BR. Esses resultados obtidos
somam a outros estudos encontrados na literatura. Experimentos futuros sao

necessarios para elucidar o perfil do sistema purinérgico em pacientes com leucemias.
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FPARECER CONSUBSTANCIADD DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESGLISA

Tiulo da Pesquisa: Afividade de enzimas do sistema purnérgico em celulas monocudieares de medula
dssea de jovens com keucemia.,

Pesquisador: FLAVIA CASTRO SOUTO

Area Tematica:

Versaoc: 1

CAAF: 2551212.0.0000.0021

Instituigio Proponente: Universidade Federal de Mato Grosso do Sul - UFMS
Patrocinador Principal: Financamento Proprio

DADDS O PARECER
Momero do Parecer: 3.777.015

Apresentacao do Projeto:

Sera feito uma avaliagao da atividade de enzimas do sistema purinérgico de jovens (0 a 19 anos) com
leuscemias tratados no Centro de Tratamento Onco-Hematoldgico-Infantil - CETOHI situado no Hospital
Regicnal de Mato Grosso do Sul - HRMS. Para isso, na coleta de medula dssea de rotina sera coletado um
volume excedente de aproximadamente 8ml para a realizagdo desta pesquisa. Além da medula ossea
também sera coletado informagies dos participantes disponiveis em prontuarios e banco de dades
arquivados no CETOH. O isolamento das cehulas que serdo analisadas podera ser fefto tanio no Laboratanio
dio CETOHI como no laboratorio de Bioquimica do Instituto de Biociéncia - INBID. A contagem celular,
identficagdo das populagdes celulares e a andlise da express3o de CO3E, COT2 e P2XTR celulares sera
realizado no Laboratdrio de Analises Clinicas - LAC do HRMS.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario: Avaliar a atividade das enzimas E-NTPDase, E-5-NT, & E-ADA em c2lulas
mononucleares de medula ossea de jovens com leucemia.

Objetivo Secundario;

- Coletar, de prontuarios e banco de dados, as seguintes informagdes: sexo. raga, data de nascimento, data
do dizgnostico, data do micio do ratamento, protocolo de tratamento, esquema terapSautico, grupo de risco,
resultados de exames [aboratonais e de imagem.- Cuantitcar 3
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atividade das enzimas E-MTPDase, E-5-NT. e E-ADA em cehulas mononuclearss isoladas da medula dssea
de jovens com leucemia.- Analisar a express3o das proteinas C030 (E-NTPDase). CD73 (E-5-NT) e do
receptor purinérgico F2X7 em ceélulas mononucleares de medula dssea de jovens com leucemia.-
Diferenciar & guantifcar as células presentes em cada separacdo.- Realizar todas as analises propostas
antes do tratamento (dia 0, DO}, nos dias 15 (D15), 23 (D23}, e logo apos 104 semanas de tratamento.

Avaliag3o dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

& coleta de medula dssea dos participantes envolve riscos como o desenvolvimento de hermatoma e dor no
local da pungdo. Para minimizar os riscos inerentes & coleta da amestra, esta sera realizada por
profissionais habilitados que tomardo todos os cuidados necessarios para evitar o sofrimento dos
participantes. Contudo, estes pacientes ja tem que fazer a pungo para avaliagio da leucemia. A obtengao
das informagdes dos participantes também envolve risco, como 3 exposicao das informagdes destes. Para
proteger a privacidade e a confidencialidade das informagdes dos participantes, a sua identidade sera
mantida em sigho & as suas informagdes serdo coletadas em um instrumento que ndo contém campo para a
sua identificagio.

Beneficios:

A participac3o nesta pesquisa trara beneficios indiretos aos participantes. a analise dos resultados deste
estudo quando confrontados com o5 demais exames obfidos através dos prontuarios e banco de dados
poderdo conduzir 3 mais pesquisas, nortear novas estrategias terapéuticas, e identificar na expressao e nas
atividades analisadas possiveis marcadores diagndsticos.

Comentarios e Consideragtes sobre a Pesquisa:

& analise dos resultados deste estudo quando confrontados com os demais exames cbtidos atraves dos
prontuarios e banco de dados poderdo nortear novas estratégias terapSuticas, e identficar na expressio e
nas atividades analisadas possiveis marcadones diagnasticos.

Consideragies sobre os Termos de apresentagao obrigatdriac

Foram apresentados o5 seguinbes (emos:

1.Temo de Consenfimento Livre & Esdlarecido, TCLE.

2 Temo de Assentiments Livre & Esclarecido, TALE.

3 Autorizag3o da Comissio de ética em Pesquisa ho Hospital Regional de Mato Grosso do Sul
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{assinada pelo Or. Jose Jilio Saraiva Gongalves).

4 Protocolo de avaliagio trabalhos cientificos assinados pelo coordenados do HRMS.

§_Autorizacao do Centro de tratamento onco-Hematdlogico infantil- CETOHI para coleta de 8 mi de medula
dssea, dados de prontuarios e banco de dados & uso de centrifuga instalada no Lsboratorio.

_AutorizacSo pelo setor de bioguimica do instituto de biociéncia-INBIO para a utilizagdo de reagentes e
equipamentos como pHmetro, especirofometro, centriguga, banho maria, refrigeradores & congeladores,
agitadores magnéticos, capela de exaustdo e destiador,

7 Autorzagao do laboratono de analises clinicas-LAC do HRMS para a utilizagao dos aparelhos Sysmex, XN
3000 de hematologia e BD, FacsCalitur de Citometria de fluxe, para a contagem de leucocitos
identificagdo das populagdes celulares.

3. Instrumento de coleta de dados

8. Temno de compromisse para utlizagao de informagdes de prontudnios em projetos de pesquisa.

10. Termo de compromisso para utlizacao de informacdes de banco de dados em projetos de pesquisa
{software MV PEP 2.0 utiizadoe no centro de tratamento onco-hematologico infantil- CETOHI do hospital
regional de Mato Grosso do Sul)

11.Declaragdo de uso de material biologico e dados coletados.

Recomendagies:
o projets necessita a readequacio na redacdo do TCLE e do TALE.

1-Mo fim da segunda pagina do TCLE DOS RESPONSAVEIS LEGAIS e dos participantes maiores de 18
anos e no TALE. Suprimir o campo de assinatura (Mome completo do responsawel pelo participante. )
2-Me TCLE DOS PARTICIPANTES MAIORES DE 1B AMOS, alterar o termo RUBRICA DO
REPRESEMTANTE LEGAL por rubrica do participante. E tambem o campo de assinatura do responsavel
pele participante por Assinatura do participante.

Conclustes ou Pendéncias e Lista de Inadequagtes:

0 projeto de pesquisa apresentado foi considerado Aprovado. Entretanto, como foi recomendado
adequagdes pontuais, solicta-se que, apos atender tais recomendagdes, o pesquisador envie a0 CEF. via
plataforma Brasil como notificacio as adequagdes realizadas.
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ANEXO B

Diretrizes para autores da Revista Brasileira de Ciéncias da Saude - RBCS

A Revista Brasileira de Ciéncias da Saude - RBCS € uma publicacao cientifica dirigida
a producédo académica, na area de Ciéncias da Saude. Publica, estudos cientificos inseridos
na realidade brasileira, em lingua portuguesa, e divulga contribuicées visando a melhoria da
qualidade do Ensino, da Investigacdo Cientifica e da Assisténcia a Saude no Brasil.
Atualmente esta indexada na Base Lilacs/BVS.

Poderéao ser submetidos para avaliacao, artigos para publicacdo nas seguintes secoes:
a) Pesquisa, b) Revisdes, (submissbes suspensas a partir de 25 de maio de 2015), c) Relato
de Caso e Relato de Experiéncia (submissdes suspensas a partir de 25 de maio de 2015), d)
Ensino, e) Metodologia, f) Carta ao Editor.

Todo trabalho recebe no ato da submissdo um numero de identificagdo (ID) que deve
ser usado nas consultas ao Editor, no assunto da mensagem e do titulo de cada documento
enviado para a revista. Independente da seccdo € necessario anexar 0S seguintes
documentos:

1. Carta de Transferéncia de Direitos Autorais assinada por todos os autores (conforme
modelo);

2. Copia do Parecer do CEP (quando for o caso);

3. Lista de Autores e Afiliacdo (Nomes completos, sem abreviaturas. Deve estar na ordem a
ser usada na publicacdo. Afiliagdo: Indicar o vinculo profissional detalhando funcéo/cargo,
Programa, Departamento e Instituicdo com Cidade, Estado e Pais.

4. Endereco postal completo do autor a ser indicado como contato na publicagdo. (Rua,
numero, complemento, Bairro, Cidade, Estado, Pais e CEP, bem como endereco eletrdnico
(email).

5. Declaragéo de Conflitos de Interesse assinada por todos os autores (conforme modelo);

6. O ORCID de cada autor presente no manuscrito.

MODELO DE DECLARACAO DE CONFLITO DE INTERESSES

Ao Editor Cientifico da Revista Brasileira de Ciéncias da Saude Declaragao de Conflitos de
Interesse Eu, NO6s (nome (nomes) por extenso), autor (es) do manuscrito intitulado (titulo), declaro
(amos) que possuo (imos) () ou ndo possuo (imos) () conflito de interesse de ordem: () financeiro, ()
comercial, () politico, () académico e, () pessoal, Declaro (amos) também que o apoio financeiro e
(ou) material recebido para o desenvolvimento deste trabalho estéo claramente informados no texto.

As relagbes de qualquer tipo que possam levar a conflito de interesse estdo completamente
manifestadas abaixo.

Local, data: .................... Y e de i, de 201...

Autores: (nomes e assinaturas)

Aspectos Eticos: Todo artigo que envolver individuos humanos deve vir acompanhado
de Copia de Parecer de Comité de Etica em Pesquisa - CEP. N&o deve ser usado nome do
paciente, iniciais, nUmeros de registros, inclusive registro hospitalar, no texto e em nenhuma
ilustracdo. Artigos envolvendo experimentacdo animal devem explicitar que estdo de acordo
com a legislac&o internacional ou normas nacionais e da instituicdo para de uso de animais
em pesquisa.

SecOes Pesquisa: Esta secdo consta de artigos inéditos, contribuigcbes originais
resultante de observac¢des experimentais, de estudos de natureza epidemioldgica, ou outros,
representando novos resultados ou o progresso nos diversos campos das Ciéncias da Saude.
Os artigos enviados para esta secédo terdo prioridade sobre os demais. Esta secdo esta
formalmente dividida nos seguintes itens: Introducdo, Metodologia, Resultados, Discusséao,
Concluséo, Referéncias, além de Resumo e Abstract.
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Relato de Caso: Relato de caso clinico altamente informativo ou incomum constando
de trés itens: Introducdo, Relato e Comentérios. As Referéncias devem ser restritas as
essenciais, no maximo a dez. Metodologia: Secdo dedicada a artigos descritivos sobre
métodos estatisticos, fisicos, quimicos, citolégicos etc., aplicados a pesquisa cientifica na area
de Ciéncias da Saude. Esta secdo consta de trés itens: Introducéo, sobre os fundamentos
tedricos do método; Método, descricdo do método propriamente dito e Aplicacdo, sobre as
aplicacBes préticas do mesmo.

Ensino: Secdo composta de artigos descritivos de relevancia sobre aspectos técnicos
e avaliativos do ensino ou sobre propostas educacionais inovadoras na area de Ciéncias da
Salde. Esta secdo consta de trés itens: Introducdo, sobre fundamentos teéricos e contexto
da proposta; Proposta, descricdo do objeto e Aplicacdo, contando comentarios sobre a
aplicabilidade e resultados (quando houver).

Carta ao Editor: Secéo reservada ao comentario critico e opinativo exclusivamente
sobre artigo publicado na Revista Brasileira de Ciéncias da Saude. Os Editores avaliardo a
pertinéncia da critica e sendo considerada de interesse geral, sera dada aos autores do artigo
em questdo, o direito de réplica, a qual sera publicada no mesmo numero da Revista. A Carta
ndo devera ultrapassar a uma pagina (300 palavras de texto). Itens da secdo Pesquisa
Introducéo: Neste item s&o caracterizados, de modo sumario, o problema estudado, as
hipoteses levantadas, a importancia do estudo e os objetivos.

Metodologia: Descricdo da amostra e processo de amostragem, especificando o
namero de observagfes, variaveis, métodos de averiguagdo e de andlise estatistica dos
dados. Resultados: A apresentacao dos resultados deve ser de maneira sequencial e racional,
usar tabelas, quadros e figuras (ilustracdes/graficos). As ilustracées devem ser inseridas no
texto submetido.

Discussdo: Os resultados mais importantes devem ser analisados criticamente,
interpretados e quando for possivel, comparados com dados semelhantes aos da literatura.
Informacgdes citadas nos itens anteriores s6 devem ser mencionadas quando absolutamente
necessarias.

Concluséo: As conclusdes devem responder de modo sucinto e direto aos objetivos
propostos. Recomendac¢fes quando apropriadas podem ser incluidas no final deste item.

Dimensdes: O texto completo (titulo, autores, resumo, abstract, corpo do trabalho com
figuras e referencias) deve estar contido em 15 paginas, digitadas em word com margens de
2,5, espaco 1,5 e fonte arial 11.

Julgamento: Todo artigo submetido a Revista serd primeiramente apreciado pela
Comissao Editorial nos seus aspectos gerais e normativos. Havendo alguma irregularidade
sera devolvido aos autores para correcdo, ndo havendo, sera encaminhado aos consultores
externos para apreciacao especializada do contetdo. Os pareceres dos consultores seréo
encaminhados aos respectivos autores para eventuais ajustes. Excepcionalmente quando se
tratar de assunto muito especializado, os autores poderdo sugerir, a Comissao Editorial da
Revista, dois consultores com reconhecimento nacional ou internacional e que sejam externos
as suas respectivas instituicoes.

Resumo e Abstract: O Resumo/Absctract devera, obrigatoriamente, ser estruturado,
isto é, ser subdividido nos seguintes itens descritos como necessarios para cada cessao,
como por exemplo: Pesquisa: Objetivo, Metodologia, Resultados e Concluséo, descritos, de
modo claro e objetivo. O Resumo/Abstract deve ser escrito em espago simples, sem
paragrafos, citacdes bibliograficas ou notas e ter entre 200 e 250 palavras.

Descritores e Descriptors: A base de escolha dos Descritores podera ser a area e sub-
area de trabalho originadas a partir do titulo, tipo de abordagem e tipo de resultado, os mais
relevantes para indexacdo. A escolha dos Descritores devera seguir, obrigatoriamente, o
DeCS (Descritores de Ciéncias da Saude) da BIREME, o qual podera ser acessado na
Internet, através do site www.bireme.org ou www.bireme.br O nimero minimo obrigatério de
Descritores sera de trés e 0 maximo de seis, podendo ou ndo colocar qualificadores de cada
descritor.
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Agradecimentos: Quando houver este item, deve ser reservado para citacdo de
pessoas que prestaram ajuda técnica, mas que nao foram caracterizadas como co-autoras,
ou instituicdes financiadoras e de apoio material.

Figuras: Sao consideradas Figuras todas as ilustracfes do tipo fotografias, gréficos,
mapas, desenhos profissionais etc. As Figuras e seus titulos devem ser inseridos no texto
submetido, no local definido pelo autor. Devem ser numeradas em algarismos arabicos, de
modo consecutivo ha ordem em que aparecerem no texto. Fotografias do rosto ou do corpo
inteiro de pacientes quando indispensaveis devem vir acompanhadas de permissédo por
escrito do paciente ou do seu responsavel legal, além do Parecer da Comité de ética em
Pesquisa. Como norma do periédico, apenas fotos inéditas, ndo publicadas, serdo aceitas
como ilustracdes. Quando forem usados nimeros, letras e setas nas ilustracdes, estas devem
ser mencionadas devidamente no titulo das mesmas. Os titulos das Figuras devem ser,
também, auto-explicativos. Os graficos devem ser apresentados sempre referidos em funcao
de eixos cartesianos.

Citacdo Bibliografica: O sistema de citacdo adotado é o numeérico, isto é, uma
numeracao unica, consecutiva, em algarismos arabicos, sobrescrita em relacdo ao texto, e
que remetendo a relagéo de referéncias ao final do trabalho. Exemplos de citagdo numérica:
Atencdo: Numeros sobrescritos ao texto. Esta condicdo é influenciada pela idadell - (uma
referéncia) Esta condicéo é influenciada pelaidadel1,12 - (duas referéncia consecutivas) Esta
condigdo é influenciada pela idade11,13 - (duas referéncia ndo consecutivas) Esta condicédo
é influenciada pela idade11-13 - (mais de duas referéncia consecutivas) Em casos especificos
podera ser usada a citagédo do autor.

Referéncias Bibliogréaficas: Usar entre 20 e 30 referéncias. As referéncias devem ser
normalizadas com base no estilo conhecido como Normas de “Vancouver’, o Uniform
Requirements for Manuscripts Submitted to Biomedical Journals: Writing and Editing for
Biomedical Publication, ordenadas por ordem de entrada e numeradas. Para publicacfes com
até seis autores, todos devem ser citados; quando estiver acima de seis, somente citar 0s seis
primeiros, acrescido da expressao “et al”.

Artigo cientifico em periddico: 13. Costa ACO, Moimaz SAS, Garbin AJIl, Garbin CAS.
Plano de carreira, cargos e salarios: ferramenta favoravel a valorizagdo dos recursos humanos
em saude publica. Odontol. Clin.-Cient. 2010; 9(2):119-23. (N&o inserir o link, nem o DOI)
Livro: 13. Tobar F, Yalour MR. Como fazer teses em saude publica. 22.ed. Rio de Janeiro:
Editora Fiocruz; 2001.

Dissertacfes e Teses: Autor(es), titulo, [Dissertacdo de Mestrado] ou [Tese de
Doutorado]. Cidade: Universidade (ou Instituicdo); ano. NUmero de péaginas total seguido da
letra p(300p).

Referéncia em meio eletrénico: deve-se mencionar todos os elementos essenciais
disponiveis na homepage. Além disso, deve-se acrescentar a expressao Disponivel em /
Available in: seguida da expressdo Acesso em / Access in: data do acesso: dia, més e ano.
Titulo abreviado - lista de abreviaturas de peridédicos da Index Medicus (base de dados
Medline), pode ser consultada no endereco:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=journals Lista de abreviaturas dos titulos de
periodicos nacionais e latino-americanos consulte o site: http://portal.revistas.bvs.br

Declaracéo de Direito Autoral

Eu (NG6s), abaixo assinado(s) transfiro(erimos) todos os direitos autorais do artigo
intitulado (titulo) & Revista Brasileira de Ciéncias da Saude - RBCS. Declaro(amos) ainda que
o trabalho é original e que nao esta sendo considerado para publicacdo em outra revista, quer
seja no formato impresso ou no eletrénico. Temos ciéncia de que a revista se reserva o direito
de efetuar nos originais alteragdes de ordem normativa, ortogréafica e gramatical com vistas a
manter o padrao culto da lingua, respeitando, contudo, o estilo dos autores e que 0s originais
ndo serdo devolvidos aos autores. (Completar com a Declaracdo de Auséncia/Presenca de
Conflitos de Interesse)



