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RESUMO

A Leucemia Linféide Aguda de células precursoras B (LLA-B) € o cancer mais
comum na infancia e promove um ambiente proé-inflamatério nos tecidos dos
pacientes. A adiponectina € um horménio produzido principalmente pelo tecido
adiposo que, além de apresentar papel anti-inflamatério, além de importantes
fungdes metabdlicas. Muito é sabido sobre os impactos da Leucemia e seus
tratamentos sobre os testiculos, mas pouco se sabe dos impactos sobre a préstata.
Neste projeto avaliamos o impacto da progressao da LLA-B sobre o tecido prostatico
de animais selvagens (C57BL/6) e de animais nocaute para gene da adiponectina
(KO). A nossa hipotese é que alteragdes causadas pela Leucemia no organismo
afetam o tecido prostatico e que animais sem adiponectina podem ser mais
impactados pelos efeitos da Leucemia. Para isso, animais KO e selvagens com seis
semanas poés-desmame foram inoculados com 2.000 células leucémicas de
LLA-IL7R murina via veia caudal e ficaram expostos a células leucémicas por 3 e 4
semanas. Resultados obtidos em nosso laboratério mostraram que camundongos
C57 e camundongos KO morreram devido a progressédo da doenga em dias variados
e apresentaram perda brusca de peso e caquexia em periodos aproximados de
tempo. As analises do tecido prostatico revelaram que os animais dos grupos
leucémicos, apresentaram altas taxas de proliferagcdo celular, principalmente no
grupo nocaute pela falta da adiponectina. Em ultima analise podemos sugerir que a
auséncia da adiponectina favorece a progressao da leucemia e interfere nas vias de
controle homeostatico da prostata, porém estudos mais aprofundados se fazem
necessarios para uma melhor compreensao da funcéao da adiponectina em relacao a

Leucemia Linféide Aguda do tipo B e seus impactos no tecido prostatico.

Palavras-chave: préstata, adiponectina, leucemia, caquexia.



ABSTRACT

Acute Lymphoblastic Leukemia of B-cell Precursors (ALL-B) is the most common cancer
in childhood and promotes a pro-inflammatory environment in the patient’s tissue.
Adiponectin is a hormone primarily produced by adipose tissue that, in addition to
playing an anti-inflammatory role, also has significant metabolic functions. While much
is known about the impacts of leukemia and its treatments on the testicles, little is
known about the impacts on the prostate. In this project, we assessed the impact of
ALL-B progression on prostatic tissue in mice with a knockout for the adiponectin gene
(KO) and in wild-type mice (C57BL/6). Our hypothesis is that the changes caused by
leukemia do not affect prostatic tissue and that animals without adiponectin may be
more impacted by the effects of leukemia. To investigate this, KO and wild-type animals,
six weeks post-weaning, were inoculated with 2,000 murine LLA-IL7R leukemic cells,
via the tail vein and stayed exposed to the leukemic cells for 3 and 4 weeks. As the
disease progressed, signs of cachexia and structural and behavioral changes in the
animals were observed, and they were euthanized. Preliminary results obtained in our
laboratory demonstrated that both C57 mice and KO mice died due to disease
progression on varying days. Mice inoculated with the disease experienced a sudden
loss of weight and cachexia. Analysis of prostatic tissue revealed that animals in the
leukemic groups showed high cell proliferation, especially in the knockout group due to
the lack of adiponectin. The greater presence of mast cells in the prostate stroma may
characterize an increased inflammatory process in the prostatic tissue. Ultimately, we
can suggest that the absence of adiponectin favors the progression of leukemia and
interferes with prostate homeostatic control pathways, but further studies are necessary
to better understand the function of adiponectin in relation to Acute Lymphoid Leukemia

type B and its impacts on prostate tissue.

Keywords: adiponectin, leukemia, cachexia.



Lista de Figuras

Figura 1. Anatomia da prostata humanaederoedor.............cooiiiiiiiiii i, 11
Figura 2. Organizacao tecidual da prostata..............cooiiiii 12
Figura 3. Esquema representativos do desenvolvimento da prostata em roedores.....13
Figura 4. Distribuigao proporcional dos 10 tipo de cancer mais incidentes................. 14
Figura 5. Estagios de maturacao e selegao dos linfécitos tipo B.............c.coooiiini. 17
Figura 6. Estrutura da adiponectina e suas diferentes formas oligoméricas............... 20
Figura 7. Desenho experimental......... ... 24
Figura 8. Mouse Grimace Scale PoSter.............coiiiii i, 26

Figura 9. Grafico de alteragbes comportamentais apresentadas no aminais

Figura 10. Grafico de alteragdes comportamentais apresentadas no

=0 ] 1= 31
Figura 11. Curva de sobrevivéncia de Kaplan Meier................ccooiiiiiiiiiiiii . 32

Figura 12. Consumo de agua e ragao dos grupos experimentais avaliados desde o
(0[S0 gF=1 0 4 [ 33

Figura 13. Grafico A média do peso dos tecidos adiposos subcutaneos coletados dos

animais ao final do eXperimeNnto. ..........ooi it 33

Figura 14. Média de peso corporal dos animais ao decorrer do

L2301 1 =Y 0 (o 34
Figura 15. indices de eficiéncia e conservacéo alimentar dos animais ........................ 35

Figura 16. Imagens representativas da imunomarcacédo para PCNA .......................... 36



Figura 17.Grafico dos nucleos imunomarcados para PCNA.............cooiiiiiiiiiiiin, 37

Figura 18. Analise de expressao génica por
1T | O 38
Figura 19. Grafico dos nucleos imunomarcados para o receptor de androgeno........... 39
Figura 20.Analise de expresséo génica por RT-QPCR.........c.coiiiiiiiiiiee 40
Figura 21. Cortes Histoldgicos corados com hematoxilina e
=0 ] - 41

Figura 22. Imagens representativas dos cortes histolégicos de lobos prostaticos dos

diferentes grupos experimentais corados com Azul de toluidina......................cooeienets 42



Lista de Tabelas

Tabela 1. Estimativa para o ano de 2023 das taxas brutas e ajustadas de incidéncia por
TO0 Ml habItANTES. .. ..o e 16

Tabela 2. Subtipos de Leucemia Linféide Agudas de células B classificadas pela

Tabela 3. Lista de primers utilizados nas reagées de qPCR...........c.coiiiiiiiiiiiiiiiinns. 29

Tabela 4. Parametros biométricos do grupo AKO....... ..o, 34



Lista de Abreviaturas

ATP - Adenosina Trifosfato.

PSA - Antigeno Prostatico Especifico.
PV e VP - Préstata Ventral.

PA e AP - Prostata Anterior.

PD e DP - Prostata Dorsal.

PL LP - Prostata Lateral.

PDL - Prostata Dorsolateral.

USG - Ultrassonografia de Préstata.
AR - Receptor de Andrégeno.

Shh - Sonic Hedgehog.

Fgf - Fator de Crescimento de Fibroblasto .
HPB - Hiperplasia Prostatica Benigna .
CaP - Cancer de Préstata.

LLA-B - Leucemia Linféide Aguda Tipo B.
INCA - Instituto Nacional de Céncer.
VDJ - Recombinagao Somatica.

ICCC - International Classification of Childhood Cancer.
LMA - Leucemia Mieldide Aguda.

LMC - Leucemia Mieldide Cronica.
CLL - Leucemia Linféide Crdnica.

LLA - Leucemia Linféide Aguda.
ACS-American Cancer Society.

OMS - Organizac&o Mundial de Saude.
SNC - Sistema Nervoso Central.

LMW - Low Molecular Weight.

MMW- Medium Molecular Weight.
HMW - High Molecular Weight.

IL - Interleucina.

TNF - Fator de Necrose Tumoral .

C57 — C57BL/6.

C57C - C57BL/6 Controle.

C57L - C57BL/6 Leucémico.



AKO - Nocaute para Adiponectina.

AKOC - Nocaute para Adiponectina Controle.

AKOL - Nocaute para Adiponectina Leucémico.

DBCA - Diretriz Brasileira para o Cuidado e a Utilizagado de Animais em Atividades de
Ensino ou de Pesquisa Cientifica.

CONCEA - Conselho Nacional de Controle de Experimentagéo Animal.

PCNA - Antigeno Nuclear de Proliferagao Celular.

RNA - Acido Ribonucleico.

cDNA - Acido Desoxirribonucleico Complementar.

RT-PCR - Reacgédo em Cadeia da Polimerase em tempo real.

PBS - Tampao Fosfato-salino.

AdipoR1 - Receptor de Adiponectina 1.

AdipoR2 - Receptor de Adiponectina 2.



SUMARIO

Y01 7Y 5[ T 10
1. INTRODUGAD. ......ueeieiiiereineiseeesseessessssesssesssessssssssesssessssssssesssessssssssesssessssesssesssessssesssessssssssesssesssnssssanns 10
1.2 A GlANAUIE ProStatiCa.....eeeecuieeiiii ettt ettt ettt ettt st e st e st e st e e sabe e e sabe e e abeesnabeeenareas 10
R O T ol =T ae [N 0T 1 = = OSSP 14
IS 1o o Yol o L3R T o 2 = TSR PT 16
1.4 Leucemia Linfoide AgUda Tip0 B (LLA-B)...ccccuiiiieeiciiiee ettt ee ettt ettt e e et e e e e ette e e e s entaee e e eeneaneeeeanes 17
I Vo oY aTTotd o F I =T U Lol =T o o1 - TS USSP 19
2. OBJETIVOS.....cciiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiiiiiissiisssissesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 22
D O] o =Y 1Yo I G 1Ly U 22
D A 0 o [y AV o I Y o =T ol 1 ol 13RS 22
3 DESAFIOS CIENTIFICOS, TECNOLOGICOS E METODOLOGICOS..........cceeueurururmrnenecesesssssnsneesnsssssssnenes 23
3.1 Animais e procedimentos EXPErIMENTAIS........uuiiiiiiiiee e et e e e e esre e e e errre e e e s ebeee e e esabeeeaeeanens 23
R s do] e ole] Lol =y { o Y=T g T o 1= o1 = SR 23
3.3 Anadlise comportamental dOS @NIMaAiS......c.uueiiiiiiiiieiiiiiiee e e s e e e s e e e s sarre e e e ssareees 25
3.4 Andlise histopatoldgica das prostatas dos CamuUNAONZOS.......ceeeecuiieieeeiiiiee et 27
3.5 EXEragao de RNAS tOTaIS. ..uuuiieiiciiieeieiiiiee ettt e st ee e et e e e e sttt e e e e sbte e e e s sbtee e e e sbbeeeeesntaeesesnteneeesnseens 28
TN S 28 T | 2 1 S PSPPSRSO 28
3.7 ANALISE EStALISTICA. . uueiiiiiiiiie ettt e e e e s bee e e e s b e e e e e areeas 29
4 RESULTADOS.......ceiieiiiiiisssnnssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssseessesseeeseeesseesseesseessssnn 30
4.1 Analise Comportamental e Curva de Sobrevivéncia Kaplan Meier.......cccceeiiveicciiiiieieeeee e, 30
4.2 Determinagses biomeEtricas @ NULMICIONAIS. .. .uuiiiiicuiiiee it e e e e e s errre e e e esraeeeeeennes 32
4.3 Andlise histopatoldgica das préstatas dos camundoNnNgosS..........ceveeveeiviieiiiiiieeiieeiiee e eeee e, 36
4.4 Analise de expressdo g€nica POr RT-0PCR......cccuiiiiiiiiiiie ettt e e st e e s s sabre e e s ssaeraeee s 40
4.5 Analises Morfoldgicas @ MOrfOMELIICaS. .....cc.uiiii it e e e e e e erae e e e e bae e e e enees 41
5 DISCUSSAD......ceeeueerreerrernesssessessssessessesessessesesssssesessestesessessssessestsssstensssestensssessesessessessssssessessssesssssssess 43
(o Lol 1LY Yo OO a7
7 DADOS COMPLEMENTARES.......ccciiitiiiiniiiniiiieiiiianiciieiiiesiisaiiissieissierssssissssessssssssersssssssssssnsssssssssassessns 47

8 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS.......c.cotrteererreertsseestssessssssessssssessssssesssssssssssessnssssnssssssssssssssssssensssens 50



10

1. INTRODUGAO
1.1 A Glandula Prostatica

A prostata € a maior glandula sexual acesséria do sistema genital masculino,
atualmente os cientistas falam sobre a presenca de uma glandula homdéloga a préstata no
sistema genital feminino, chamada de glandula de Skene. A prostata € caracterizada como
uma glandula simples e anelada composta por tecido fibroso, muscular liso e constituida de
trinta a cinquenta glandulas tubulo alveolares, as quais langam seu conteudo na uretra
prostatica através de ductos excretores (KIERSZERBAUM & TRES 2012). E responsavel
pela secrecdo do liquido leitoso acidifero, que compde 25% do volume do sémen.
Composto por diversas substancias importantes para a motilidade, nutricao e viabilidade do
espermatozdide. O liquido prostatico apresenta diversas enzimas proteoliticas
responsaveis por decompor as proteinas de coagulagdo, enzimas tais como o
pepsinogénio, a lisozima, a amilase, a hialuronidase e o antigeno prostatico especifico
(PSA), podemos encontrar no meio do liquido leitoso o acido citrico frequentemente
utilizado pelo espermatozoide na producdo de ATP via ciclo de Krebs (TORTORA &
DERRICKSON 2010).

Anatomicamente a prostata é localizada inferiormente a bexiga urinaria e € atravessada
pela uretra, em humanos trata-se de uma estrutura segregada em trés zonas: zona de
transicdo, compreende cerca de 25% do tecido prostatico, zona central (equivalente a 5%
do tecido prostatico) e a zona periférica, que corresponde a 70% da glandula e € a principal
zona de ocorréncia de cancer (BURDEN et al., 2006). A préostata de roedores, como
camundongos, ndo é compacta, sendo composta por pares distintos de lobos: lobos
ventrais (PV), lobos dorsais (PD), lobos laterais (PL) e lobos anteriores (PA), sendo que os
lobos dorsais e laterais sdo frequentemente referidos como lobos dorsolaterais (PDL)
(Figura 1) (BOSLAND, 1998). Usado como modelos geneticamente modificados para
estudos, os camundongos possuem homologias funcionais e histolégicas em comparagao
com a préstata dos humanos, os lobos anteriores sdo homodlogos as glandulas da zona
central, enquanto os lobos dorsolaterais sdo considerados homologos as glandulas da zona
periférica da préstata humana (ROY-BURMAN et al., 2004).



A. Préstata Humana B. Préstata de Camundongo

Ductos Deferentes

Vesiculas
Seminais

Zona
Central

Bexiga

Zona
Periférica

Zona de

Transicdo
Lobo

Anterior

Lateral Lobo Dorsal

Uretra ~————" Uretra

Figura 1. (A) Esquema representativo de uma préstata humana adulta mostrando a uretra e a bexiga, zona
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central, zona periférica e zona de transicdo. (B) Esquema representativo de uma préstata de camundongo, os
quatros principais lobos prostaticos do camundongo, com uma organizagao similar: prostata lateral, prostata
dorsal, préstata ventral e préstata anterior (Adaptacdo de AARON; FRANCO; HAYWARD, 2016).

Assim como na prostata humana, a préostata de roedores possui estruturas
tubulo-alveolares que sao revestidas por células epiteliais simples. A populacdo de células
epiteliais encontradas na prostata podem ser: as células secretoras/luminais, sdo as mais
numerosas e tém a importante fungcdo de secretar as proteinas que compdem o fluido
prostatico; as basais, que embora menos frequentes, desempenham um papel vital na
proliferagdo celular e na manutengédo das diferentes populagdes celulares da glandula; as
intermediarias, que possuem caracteristicas intermediarias entre as células secretoras e
basais; as neuroenddcrinas, responsaveis por orquestrar o desenvolvimento e a
manutencao da prostata, além de secretar diversos fatores de crescimento. (TOIVANEN &
SHEN, 2017). O estroma da prostata é constituido por células musculares lisas,
fibroblastos, neurénios, vasos sanguineos, mastocitos e macréfagos. Além disso, a matriz
extracelular do estroma é rica em componentes como colageno do tipo IV, laminina, fibras
reticulares, fibras elasticas, proteoglicanos e glicoproteinas (Figura 2) (MCNEAL, 1988;
TOIVANEN & SHEN, 2017; YACOUB & OTO, 2018).



Células Células Células
Intermediarias Luminais/Secretoras Neuroendécrinas

Células Basais

Membrana
Basal

Célula
Muscular Lisa

Estroma Epitélio

Fibroblasto  cgjyla endotelial Neurdnio

Figura 2. Imagem representativa da organizagéo tecidual da prostata, sendo representado os componentes do
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epitélio e do estroma, imagem adaptada de TOIVANEN e SHEN (2017).

O desenvolvimento da préstata em seres humanos ocorre por volta da 9,52 semana de
gestacdo, enquanto em roedores, como camundongos e ratos, comeg¢a no 17° dia de
gestacdo para camundongos e no 18° dia para ratos (CUNHA et al.,, 1987, 2018). Em
ambas as espécies, a formacédo da préstata segue um processo altamente conservado
conhecido como "Morfogénese de Ramificagao", no qual pequenos brotos se projetam a
partir do epitélio do seio urogenital (SUG) e se ramificam no mesénquima circundante
(FRANCIS; SWAIN, 2018; THOMSON, 2008). Enquanto em humanos a maior parte do
desenvolvimento prostatico ocorre durante o periodo intrauterino, em roedores, a maior
parte acontece nos primeiros 15 dias de vida apds o nascimento (SCARANO et al., 2018).
No entanto, em ambas as espécies, o processo de desenvolvimento prostatico se completa
com a chegada da puberdade (MARKER et al., 2003).

Nos roedores, o inicio do desenvolvimento prostatico ocorre entre o 13° e 0 14° dia de
gestacdo, quando as células de Leydig dos testiculos fetais comegam a produzir
testosterona, atingindo um pico de concentragao hormonal no 15° dia de gestagao (CUNHA
et al., 2018; TIMMS, 2008). Em resposta a esse aumento nos niveis hormonais, uma regiao
especifica do epitélio do SUG no 15,5° dia de gestagao passa por uma alteragdo em seu
padrdo de sinalizagao intracelular, desencadeada pela ativagdo do Receptor de Andrégeno
(AR). Essas células se tornardo as células da préstata, um processo chamado de
determinagdo. As vias de sinalizagao ativadas nesse momento incluem p63, Wnt e Sonic
hedgehog (Shh) (PRINS & PUTZ, 2008; SCARANO et al., 2018; TOIVANEN & SHEN,
2017).

Para a formacgao dos primeiros brotos prostaticos, ocorre a sinalizagao paracrina entre



o epitélio e 0 mesénquima, ativando as vias de Fatores de Crescimento de Fibroblasto
(Faf), Wnt e Sox9 (FRANCIS & SWAIN, 2018; PRINS & PUTZ, 2008). Nos roedores, o
alongamento, a ramificacdo e a canalizagdo dos ductos prostaticos ocorrem no periodo
neonatal, enquanto em seres humanos isso ocorre durante o desenvolvimento intrauterino.
Para essa etapa, sdo essenciais a ativagdo das vias Hox, Nkx3.1, Fgf, Wnt, Bmp e Notch,
que coordenam a proliferacdo e a ramificagdo da prostata (ABATE-SHEN, 2008; PRINS &
PUTZ, 2008; SCARANO et al., 2018; ZHU et al., 2007).

A diferenciacao celular na préstata ocorre durante a puberdade, momento em que as
células comegam a expressar Ar, Pten, FoxA1, Hox, Nkx3.1 e Fgf. Esse processo é crucial
para que a prostata alcance sua maturidade (CUNHA et al., 2018; FRANCIS & SWAIN,
2018; MARKER et al., 2003) (Figura 3).

’ LR
Morfogénese d QJ N
prgstata ) : / /&%’ \Q)o ‘e Qbé%o
/ 4 Lo <

Ramificagio e canalizagio

Brotamento dos ductos

citodiferenciacaio Maturacao
Desenvolvimento |

Desenvolvimento
da prostata de FETAL NEONATAL

roedores

Figura 3. Esquema representativo do desenvolvimento da préstata em roedores e humanos, adaptado de
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SCARANO et al., (2018)

Além de desempenhar um papel crucial na fertilidade, a prostata atrai consideravel
interesse da comunidade médica e cientifica, devido a alta incidéncia de patologias
associadas a ela, com destaque para a Hiperplasia Prostatica Benigna (HPB) e o Cancer
de Proéstata (CaP) (BANERJEE et al., 2018). O Céancer de préstata (CaP) e a Leucemia
Linféide Aguda (LLA-B) doencas humanas podem se tornar neoplasias nesses modelos
experimentais devido a alteragbes genéticas, mesmo sendo um modelo frequentemente
utilizado, precisamos levar em consideracao as diferengas histolégicas e anatdmicas entre

esses orgaos, apesar de serem homologos em fungao. Além do CaP a préstata pode ser



acometida por outras doengas como, hiperplasia prostatica benigna, prostatite bacteriana e

prostatodinia.

1.2 Cancer de prostata

O Instituto Nacional do Cancer (INCA,2023) demonstra que, o cancer de prostata
(CaP) é o tipo mais comum entre a populagdo masculina (Figura 4), sendo o segundo mais
incidente e em causa de mortes no mundo, atras apenas do cancer de pele ndo melanoma,
com 72 mil casos novos estimados a cada ano do proximo triénio (Tabela 1). No Brasil o
CaP se tornou o mais frequente entre a populagdo masculina, tornando assim sua
estimativa a cada triénio de 62,95 casos novos a cada 100 mil homens. Ha estimativas
mundiais alarmantes de, aproximadamente, 1,7 milhdo de novos casos e 500 mil mortes
até o ano de 2030 (CENTER et al., 2012).

Prostata 71730 30,0% Homens Mulheres ~ Mama feminina 73.610 30,1%
Colon e reto 21.970 9,2% Célon e reto 23.660 9,7%
Traqueia, bronguio e pulmo. 18.020 7,5% Colo do dtero 17.010 7,0%
Estomago 13.340 5,6% Traqueia, bronquio e pulmdo. 14.540 6,0%
Cavidade oral 10.900 4,6% Glindula trreoide 14.160 5,8%
Esofago 8.200 3,4% Estomago 8.140 3,3%
Bexiga 7.870 3,3% Corpo do Gtero 7.840 3,2%
Laringe 6.570 2,7% Ovario 7.310 3,0%
Linfoma ndo Hodgkin 6.420 2,7% Pancreas 5.690 2,3%
Figado 6.390 2,7% Linfoma ndo Hodgkin 5.620 2,3%

Figura 4. Distribuicdo proporcional dos dez tipos de cancer mais incidentes estimados para 2023 por sexo, exceto

pele ndo melanoma no Brasil (Instituto Nacional do Cancer/Ministério da Saude, 2023).

14



ESTIMATIVA DOS CASOS NOVOS

NEOPLASIA MALIGNA
Casos Taxa bruta 'Taxa Casos Taxa bruta »Taxa Casos Taxa bruta 'Taxa
ajustada ajustada ajustada

Mama feminina : : : 73.610 | 66,54 4,89 | 73.610 66,54 41,89
Prostata 71.730 67,86 55,49 - - - 71.730 67,86 55,49
Colon e reto 21.970 20,78 12,43 23.660 | 21,41 11,06 | 45.630 21,10 11,43
Traqueia, bronquio e pulmao 18.020 17,06 12,73 14.540 13,15 9,26 32.560 15,06 10,52
Estémago 13.340 12,63 9,51 8.140 7,36 4,92 21,480 9,94 7,08

Colo do ttero : : : 17.010 15,38 13,25 17.010 15,38 13,25
Glandula_tireoide 2.500 2,33 1,84 14.160 12,79 6,68 16.660 7,68 4,83

Cavidade oral 10.500 10,30 7,64 4,200 3,83 2,61 15.100 6,99 4,95

Linfoma no Hodgkin 6.420 6,08 4,55 5.620 5,08 3,00 12.040 5,57 3,79

Leucemias 6.250 5,90 4,75 5.290 4,78 3,95 11.540 5,33 4,43

Sistema nervoso central 6.110 5,80 4,56 5.380 4,85 3,80 11.490 5,31 4,33

Bexiga 7.870 7,45 3,96 3,500 3,14 1,58 11.370 5,25 2,75

Eséfago 8.200 7,76 5,46 2.790 2,49 1,43 10.990 5,07 3,38

Pancreas 5.290 5,00 3,74 5.690 5,15 3,22 10.980 5,07 3,31

Figado 6.390 6,06 5,18 4.310 3,89 3,14 10.700 4,95 4,29

Pele melanoma 4,640 4,37 2,24 4,340 3,90 1,56 8.980 4,13 1,88

Corpo do titero : : : 7.840 7,08 4,13 7.840 7,08 4,13

Laringe 6.570 6,21 5,07 1.220 1,09 0,72 7.790 3,59 2,68

Ovario : : : 7.310 6,62 5,01 7.310 6,62 5,01

Linfoma de Hodgkin 1.500 1,40 0,84 1.580 1,41 0,78 3.080 1,41 0,75

Outras localizacdes 41.730 39,49 26,17 33,970 | 30,69 19,70 | 75.700 34,99 21,9
:‘;‘i"‘;:"l:::'r’n';"a’ excetopele | 539 430 | 226,56 | 185,61 | 244.160 | 220,75 | 154,08 | 483.590 | 223,59 | 169,63
Pele nio melanoma 101.920 | 96,44 : 118.570 | 107,21 : 220,490 | 101,95

Todas as neoplasias 341.350 | 323,00 : 362.730 | 327,9 : 704,080 | 325,53

Tabela 1. Estimativa para o ano de 2023 das taxas brutas e ajustadas de incidéncia por 100 mil habitantes e do
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numero de casos novos de cancer, segundo sexo e localizagdo primaria (Instituto Nacional de
Cancer/Ministério da Saude, 2022)

A progressao da doenca ainda ndo é bem conhecida, a despeito do conhecimento de
alguns fatores prognosticos. Sabe-se que alguns tipos podem crescer de forma rapida,
espalhar-se para outros 6rgéos e levar a morte, enquanto outros possuem comportamento
indolente, crescendo de forma lenta, sem chegar a apresentar sinais durante a vida e nem
a ameagcar a saude do homem (BELL et al., 2015; SCHRODER et al., 2014). Considera-se
fatores de risco, homens acima de 55 anos, excesso de peso ou obesidade,
hereditariedade e tabagismo de uso prolongado.

O CaP apresenta evolugao silenciosa e segundo o INCA em grande parte das vezes
ndo apresentam sinais e sintomas, podendo nao ser identificados, dificuldade em urinar,
necessidade de urinar diversas vezes durante curtos periodos do dia ou noite, presenca de
sangue na urina, podem e devem ser considerados como sinais de alerta para a realizagao

de exames.



1.3 Linfécitos tipo B
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Células tronco pluripotentes da medula 6ssea sdo progenitoras de células mielbides e
linféides, sendo que a segunda linhagem da origem aos linfécitos T e B. Os linfocitos T
migram da medula para o timo onde passam por sele¢cado e maturagao e apds a maturagao
deixam o timo sao liberados na circulagao. Ja as células que se diferenciam gerando os
linfécitos B permanecem na medula até a sua maturagéao total migrando pela circulagéo até
os orgaos linfoides secundarios (ABBAS, 2013., 2015).

O linfécito B é o unico tipo celular capaz de reconhecer antigenos, multiplicando-se e
ativando-se em plasmdcitos e produzindo anticorpos, e assim sendo o mediador das
respostas das células imunes humorais (ABBAS, 2015). Quando falamos sobre o processo
de maturacdo de linfécitos B, devemos lembrar que ocorre principalmente na medula
Ossea, os progenitores comprometidos com a linhagem de células B proliferam dando
origem a um grande numero de precursores de linfécitos B, chamados de células Pro-B.
Tais células n&o expressam lg, com isso, sua diferenciagdo ocorre pela sua expressao de
moléculas restritas as linhagens B, como CD19 e CD10, as células passam pelo processo
do rearranjo somatico (VDJ) produtivos no I6cus de cadeia pesada e desenvolvem células
pré-B. Caracterizado por ser o estagio que apresenta maior expressao de cadeias pesadas
M de Ig, estimulando a células pré-B a maturarem em células B imaturas (Figura 5). O
linfécito B expressando IgM é chamado de célula B imatura, futuramente passando pelo
processo final de maturagcdo que pode ocorrer dentro do baco ou dentro da medula 6ssea,
as células imaturas passam a co-expressar IgD juntamente com o IgM, o que capacita o
linfocito a responder aos estimulos de antigenos, segundo ABBAS, 2013 nao se sabe ao
certo a razdo e o porque ambas as classes de receptores serem necessarias. A célula ao
passar a expressar IgM* e IgD* se torna uma célula B madura ou um linfécito B maduro,
apos todo esse processo o0 que resta sao células B maduras e saudaveis que sao capazes
de reconhecer praticamente todos os antigenos microbianos, a maioria das células B
maduras sdo chamadas de células B foliculares por serem encontradas em sua maioria
dentro dos linfonodos e foliculos do baco, ainda existem as células B de zona marginal, tais
células encontradas exclusivamente na zona marginal do bago, sdo produzidas com
diversidade limitada, e possuem resposta rapida a antigenos microbianos oriundos do

sangue produzindo anticorpos IgM com maior rapidez (ABBAS, 2015).



Pré-BCR IgM

IgM |
N g gD
./.." - N .//' ; - N\
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Gene da cadeia H Gene da cadeia H recombinada  Splicing alternativo da
DNA dalinha DNA dalinha recombinada (VDJ) (VDJ); Gene k ou A; mRNA p e k o transcri¢cdo primaria para
germinativa germinativa mRNA u A formar mRNA C p e Co

U citoplasmatico e y
associado ao receptor Membrana IgM (cadeia leve p +
Nenhuma Nenhuma de pré-B ou A) Membrana IgM e IgD

Figura 5. Estagios de maturagao e selegao dos linfécitos B. A maturagéo dos linfocitos B sequenciais. O pré-BCR
consiste em uma proteina associada a uma membrana Ig p ligada a duas outras proteinas chamadas
substitutos de cadeias leves, porque podem tomar o lugar de uma molécula completa de Ig. O BCR é receptor

de células B. (Adaptado de ABBAS, LICHTMAN, PILLAI 2013).

1.4 Leucemia Linfoide Aguda Tipo B (LLA-B)

Segundo o Instituto Nacional de Céancer (INCA, 2023) a leucemia € uma doenca

maligna que acomete os globulos brancos, de origem desconhecida, se apresenta com o

acumulo de ceélulas doentes da medula 6ssea, que substituem as células sanguineas

normais. Na Leucemia uma ou mais células sanguineas que ainda n&o atingiram sua

maturagdo sofrem mutagdes genéticas que as transformam em células tumorais

cancerosas, acometendo o mau funcionamento celular, multiplicando-se rapidamente. Por

possuir altas taxas proliferativas, os blastos competem por espaco com as células

saudaveis na circulagdo e na medula, os acumulos celulares geram a substituicdo das

células saudaveis da medula por células cancerosas, causando desequilibrio homeostatico.

Existem mais de 12 tipos de leucemias, a leucemia mieloide aguda (LMA), a leucemia

mieloide cronica (LMC), leucemia linfocitica ou linfoide cronica (CLL) e a leucemia

linfocitica ou linfoide aguda (LLA), sendo essa ultima o alvo deste estudo. A leucemia é a

neoplasia mais comum da infancia segundo dados do International Classification of

Childhood Cancer (ICCC).
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A incidéncia de LLA no mundo é de aproximadamente 2 a 4 para cada 100.000
criangas com menos de 15 anos, correspondendo quase 25% dos casos de canceres em
criangas, e de 72% dos casos de leucemia, tendo seu pico de incidéncia entre 2 e 5 anos
de idade, segundo a American Cancer Society (ACS) Apos essa idade a incidéncia declina
até a faixa dos 20 anos de idade, podendo aumentar vagarosamente apos os 50 anos.
Cerca de 40% dos casos de leucemia linfoide aguda acontecem em adultos.

Segundo a classificagdo mais recente da Organizagdo Mundial de Saude (OMS), as
LLAs podem ser divididas em dois grandes grupos: leucemia linfoblastica aguda de células
B, que corresponde a 80% dos casos e a leucemia linfoblastica aguda de precursor T. A
Leucemia Linféide Aguda de precursor B (LLA-B) € uma neoplasia maligna resultante da
proliferacdo clonal e acumulativa de células marcadoras associadas aos estagios precoces
da maturacgéo dos linfécitos, representada em grandes quantidades de linfocitos de células
B, séo os responsaveis pela produgao de anticorpos do sistema imunoldgico que auxiliam a
combater infec¢gdes no sangue, o acumulo de células linféides € chamado de linfoma de
células B, caracterizada por ocorrer em adultos e por possuir crescimento lento ou
agressivo, dependendo do tipo de linfoma o tratamento variara.

Partes das caracteristicas sintomaticas desta neoplasia sao atribuidas as
substituicbes das células hematopoiéticas normais por células leucémicas, para ACS
aproximadamente dois tercos das criancas apresentam sintomas inespecificos, tais como
letargia, fadiga e dores Osseas que podem ser confundidas com desconforto 6sseo e
atribuido a fase de crescimento da crianca, os sintomas mais frequentes sao relacionadas
a anemia, mal-estar, baixa tolerancias a exercicios e palidez cutaneomucosa que é
caracterizada pelo descoramento da pele e mucosas causadas pela baixa quantidade de
hemoglobina circulante. A infiltragdo no Sistema Nervoso Central (SNC) que ocorre por vias
hematogénicas e por semeaduras das meninges é muito comum em LLA-B de células
maduras, apresentando sintomas como cefaléia, nausea e vémitos, devido ao aumento da
pressao intracraniana, ao atingir e envolver a medula espinal a sua compressao pode levar

a paraplegia e incontinéncia urinaria e fecal.

O International Classification of Childhood Cancer nos diz que a LLA acomete 6rgaos
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extramedulares, ao qual € comum a recaida da doenca mesmo apos os tratamentos,
testiculos, rins, figado e bago, sdo os mais atingidos conforme a progressdo da doenca.
Algumas LLAs-B podem ser caracterizadas como anormalidades genéticas, ja que podem
ocorrer por alteragcbes cromossOmicas (Tabela 2), outros tipos de neoplasias que fazem

partes deste nicho e requerem diagndsticos diferenciais sado os linfomas de Hodgkin,



ndo-Hodgkin e linfoma de Burkitt.

Tabela 2 - Subtipos de Leucemia Linfoides Agudas de Células B classificadas pela OMS no ano de 2015. (Tabela

adaptada do American Cancer Society, 2023)

Tipode LLA Alteragdoes Cromossdmicas ou Genéticas

Células B com Hipodiplodia As células leucémicas tém menos de 44 cromossomos

Células B com Hiperdiplodia As células leucémicas tém mais de 50 cromossomos

Células B com Translocagéo entre Cromossomo Filadélfia, que cria o gene de fusdo BCR-ABL1 [t(9;22)]

0s cromossomos 9 e 22

Células B com uma Translocagao Entre o cromossomo 11 e outro

Células B com Translocagao Entre os cromossomos 12 e 21 [t(12;21)]

Células B com Translocagao Entre os cromossomos 1 e 19 [t(1;19)]

Células B com Translocagao Entre os cromossomos 5 e 14 [t(5;14)]

Células B com Amplificagéo Uma porg¢ao do cromossomo 21 (iIAMP21)

Células B com Translocagoes Envolvendo certas tirosinas quinases ou receptores de citocinas

1.5 Adiponectina x Leucemia
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O tecido adiposo é cada vez mais reconhecido como o maior érgao enddcrino do
corpo capaz de secretar diversas adipocinas, citocinas e quimiocinas que estao envolvidas
no metabolismo energético e na imunidade (DENG, 2016). A adiponectina é uma adipocina
expressada pelo tecido adiposo, mas pode ser secretada pelo endotélio. Alguns estudos
apontam que a adiponectina € sintetizada por outros tecidos, incluindo osteoblastos,
midcitos, hepatécitos e células epiteliais (OKAMOTO et al., 2006). O tecido adiposo exerce
seus efeitos enddcrinos liberando adipocinas que atuam como mensageiros quimicos
comunicando-se com outros érgaos para controlar uma série de sinais metabdlicos (CHOI;
2020). A adiponectina € uma adipocina existente na forma de subunidades monoméricas
de 30kD, possui estrutura semelhante a proteinas da familia C1q e da familia de TNF, com
um dominio colageno N-terminal e uma cabecga globular (LUO & LIU, 2016; WANG &
SCHERER, 2016).

Composta pela unidao de mondmeros, a adiponectina esta presente nas células

plasmaticas do sangue, possui trés formas (Figura 5): a Low Molecular Weight (LMW-



Baixo peso molecular) com formato de trimero, a Medium Molecular Weight (MMW- Médio
peso molecular) com formato de hexamero, e a High Molecular Weight (HMW- Alto peso
molecular) (LUO; LIU, 2016; TILG; MOSCHEN, 2006).

Trimer
1 18 41 107 244
: . NH = COOH
adiponectin v

Collagen-like Clig-like
Fibrous Globular
Globular Domain Domain Hexamer

adiponectin

HMW

Globular

Figura 6. Estrutura da adiponectina e suas diferentes formas oligoméricas. Retirado de Okamoto et al., 2006.

Numerosos estudos demonstram efeitos sensibilizadores como a insulina,
anti-aterogénicos e anti-inflamatérios (CHOI, 2020). Atua interferindo no funcionamento dos
macrofagos, por inibir a fagocitose e a producao de IL-6 e TNF-Alpha, reduzindo a formacgao e
maturacdo dos linfocitos B, diminuindo a resposta dos linfécitos T, induzindo a producao de
citocinas anti-inflamatdrias, tanto por macréfagos e células dendriticas, como IL-10 e IL-1Ra
(LAGO et al., 2007). Indicando que a adiponectina tem diferentes papéis fisiolégicos de acordo
com a isomeria em tecido efetor (CHOI, 2020). Reconhecer as fungdes das isomerias que
compdem as adiponectinas facilitaria o desenvolvimento de terapias anti-inflamatérias,

disturbios e doengas metabdlicas e autoimunes.

Segundo Angel et al., existe a possivel relagao entre o CaP e a adiponectina, visando
que quanto maior a agressividade do CaP maiores as chances da acgdo antiinflamatodria da
adiponectina sobre as células cancerosas, ja outros estudos apontam que niveis mais baixos
de adiponectina estdo ligados ao aumento do risco de cancer, por nao influenciar
beneficamente a resposta antiinflamatoéria contra as células cancerosas que atingem a prostata,
influenciando muitas vezes pelo estagio que a doenga se apresenta, outro ponto é a caquexia
avancada da doenga pode apresenta maior concentracdo de adiponectina (GOKTAS et
al.,2005).

A adiponectina influencia diretamente na producdo e na maturagcao das células

linfoides do tipo B, dando a compreender que a leucemia linfoide do tipo B, pode ser
20



influenciadas pelas agbes antiinflamatérias da adiponectina, possuindo algum efeito atenuador

na progressao desta neoplasia e nas suas consequéncias sobre o tecido prostatico.
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6 CONCLUSAO
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Em conclusdo podemos afirmar que a instalacdo da LLA-B alterou profundamente o

comportamento dos animais conforme o avango da doenca, além de impactos no

metabolismo que culminam com caquexia e dislipidemia. As analises do tecido prostatico

revelaram que os animais dos grupos leucémicos, passaram a apresentar alta proliferacao

celular, principalmente no grupo nocaute pela falta da adiponectina. A maior presencga de

mastoécitos no estroma prostatico pode caracterizar maior processo inflamatério no tecido

prostatico. Em ultima analise podemos sugerir que a auséncia da adiponectina favorece a

progressao da leucemia e interfere nas vias de controle homeostatico da prostata, porém

estudos mais aprofundados se fazem necessarios para uma melhor compreensido da

funcdo da adiponectina em relagao a Leucemia Linféide Aguda do tipo B e seus impactos

no tecido prostatico.

7 DADOS COMPLEMENTARES

Animais de Nascimento e Eutanasia \nimais
AKO 57BL/6
Controles Jntroles

1 21/05/2022 1/08/2022 2

3 30/10/2022 /01/2023 13

4 20/11/2022 102/2023 14

5 20/11/2022 /02/2023 15

» Nascimento

/05/2022

/01/2023

/01/2023

/01/2023

» Eutanasia

08/2022

04/2023

04/2023

04/2023
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10

11

12

Leucémicos

10

1"

12

13

14

15

25/11/2022

25/11/2022

17/12/2022

17/12/2022

17/12/2022

20/11/2022

20/11/2022

21/05/2022

21/05/2022

21/05/2022

21/05/2022

18/01/2023

18/01/2023

18/01/2023

18/01/2023

18/01/2023

18/01/2023

18/01/2023

/02/2023

1/02/2023

1/03/2023

1/03/2023

1/03/2023

/02/2023

102/2023

1/08/2022

1/08/2022

1/08/2022

1/08/2022

1/04/2023

1/04/2023

1/04/2023

1/04/2023

1/04/2023

i/03/2023

/04/2023

17

19

20

21

22

Icémicos

20

21

22

23

24

25

26

/01/2023

/01/2023

/01/2023

/01/2023

/01/2023

/01/2023

/01/2023

/05/2022

/05/2022

/05/2022

/05/2022

/01/2023

/01/2023

/01/2023

/01/2023

/01/2023

/01/2023

/01/2023

04/2023

04/2023

05/2023

05/2023

05/2023

05/2023

05/2023

08/2022

08/2022

08/2022

08/2022

34/2023

04/2023

04/2023

04/2023

04/2023

04/2023

04/2023
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16

17

18

18/01/2023

18/01/2023

18/01/2023

/04/2023

1/04/2023

1/04/2023

27

28

29

/01/2023

/01/2023

/01/2023

04/2023

04/2023

04/2023
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