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Resumo
A leucemia linfocítica aguda (LLA), neoplasia frequente na infância, é uma doença clonal e heterogênea, definida por diferentes parâmetros imunofenotípicos resultantes de polimorfismos genéticos, únicos a cada ocorrência. A desregulação do ciclo celular durante a hematopoiese favorece a expressão anormal de citocinas e mediadores inflamatórios contribuindo para a manifestação e desfecho clínico desse tumor. O perfil dos níveis de citocinas encontrados nas amostras de sangue periférico e plasma de medula óssea de pacientes pediátricos portadores de LLA tipo B, apresenta como resultado níveis semelhantes entre medula óssea e sangue periférico, sugerindo que estas citocinas decorrem do processo neoplásico instalado na medula óssea, que origina o sangue. A análise pareada revela que pacientes com níveis elevados de citocinas no sangue também apresentaram níveis altos na medula óssea. Já na avaliação estatística através da correlação de Spearman evidenciou que quanto maior os níveis de fator de crescimento transformador beta 1 (TGF-β), maior os níveis de interferon gama (IFN-() e de fator de necrose tumoral alfa (TNF-α), tanto para plasma como para medula óssea, indicando que esta citocina influencia a produção de interferon e TNF-α nas células tumorais de pacientes com LLA. Quando comparados os níveis de citocinas em sangue periférico dos pacientes vivos versus pacientes que foram a óbito, verificou-se aumento progressivo nas relações TGF-β, IFN-(, TNF-α, principalmente no tocante ao TNF-alfa. Ressalta-se que todos os pacientes que foram a óbito, tiveram como causa a sepse, tornando notória a necessidade do fortalecimento da terapia de prevenção, suporte e tratamento de infecções como fator fundamental no controle desses pacientes.
Introdução
Dentro do que é conhecido, observa-se que a LLA origina-se de uma parada de maturação no desenvolvimento normal da célula tronco hematopoética ou qualquer célula progenitora imatura em diferente estágio de diferenciação. Dessa forma, a célula neoplásica apresenta, então, capacidade ilimitada de proliferação e ou resistência a apoptose. Na LLA, a leucemogênese é multifatorial e os mecanismos envolvidos não são plenamente conhecidos. Entretanto, fatores externos como radiação ionizante e não-ionizante, agentes químicos como benzeno, pesticidas, tabaco, quimioterápicos, bem como agentes infecciosos, somados à fatores intrínsecos genéticos parecem estar envolvidos. A significativa heterogeneidade da LLA pode ser explicada devido à complexidade do processo de desenvolvimento fisiológico da célula tronco hematopoética até o linfócito B maduro. Esse processo resulta de sinalizações celulares originárias de citocinas exógenas e receptores de Imunoglobulinas de células B, bem como da programação genética e transcricional intrínsecas. A desregulação do ciclo celular pode ocorrer em qualquer passo de tal processo, provavelmente por vias celulares fisiológicas anormalmente expressas em determinado momento (Pei & Jordan, 2012).
Material e Métodos

Após assinatura de termo de consentimento livre e esclarecido, amostras de sangue periférico e medula óssea foram coletadas no dia do diagnótico da doença. Uma alíquota foi encaminhada para realização de imunofenotipagem e confirmação do diagnóstico de LLA. As amostras foram centrifugadas e as análises de citocinas conduzidas no plasma através de kits comerciais (E-Biosciences, USA). Foram quantificados níveis de TGF-β1, IFN-( e TNF-α. Dados de prontuários foram consultados visando estabelecer correlações clinicopatológicas. Os resultados foram tabulados e analisados estatisticamente no software GraphPad Prism versão 5.0. Considerou-se como significante valores de p menores que 0.05. Este projeto foi aprovado pelo comitê de Ética Institucional (CAAE 24498213.0.0000.5231).
Resultados e Discussão
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              Figura 1 – Perfil dos níveis de citocinas encontrados nas amostras de sangue periférico e plasma de medula óssea de pacientes pediátricos portadores de leucemia linfocítica aguda B.


Os resultados mostram níveis semelhantes entre medula óssea e sangue periférico, o que sugere que estas citocinas são resultantes do processo neoplásico instalado na medula óssea, que origina o sangue. Uma análise pareada demonstrou que pacientes com níveis elevados de citocinas no sangue também apresentaram níveis altos na medula óssea. A imunidade contra tumores mediada pelas células pode aumentar pela expressão de citocinas e coestimuladores em células tumorais e pelo tratamento de indivíduos com tumores por meio de citocinas, que estimulam a proliferação e a diferenciação de linfócitos T e de células Natural Killer (NK). Neste caso, os pacientes estavam fora do período de tratamento (ao diagnóstico) e por isso a variação de citocinas observada se deve provavelmente à fisiopatologia da doença. IFN-( e TNF-α são descritos como agentes antitumorais eficientes em modelos animais (Logan et al., 2007; Abbas et al., 2011) sugerindo um possível papel antitumoral nos pacientes estudados. 






Na análise estatística através da correlação de Spearman verificou-se que quanto maior os níveis de TGF-β, maior os níveis de IFN-( e de TNF-α, tanto para plasma como para medula óssea. Este dado sugere que esta citocina deva influenciar a produção de interferon e TNF nas células tumorais de pacientes com LLA. O TNF- alfa possui efeito citotóxico direto em várias células tumorais, sem uma ação tóxica sobre as células normais (Danjun & Wei, 2002).



Nesse contexto, enquadra-se como a citocina anti-tumoral mais eficaz,  tendo como mecanismo principal a indução da apoptose de células de tumor (Jian-Qing & Li-Qiang, 2009). O papel do TNF- α em tumor é muito complexo. Sabe-se ainda que a produção endógena de TNF- α durante o tratamento está associado a sua resistência à quimioterapia. Segundo a literatura, há uma correlação positiva entre a contagem de células blásticas no sangue periférico e o aumento da produção TNF-α (Potapnev et al., 2003). Além disso, um nível sérico elevado de TNF-α pode ser um preditor de recidiva precoce da doença (Jian-Qing & Li-Qiang, 2009). Drabko et al., (2008), demostraram que o nível sérico de TNF-α foi aumentada em crianças com LLA em comparação ao grupo controle. No mesmo sentido, Potapnev et al., (2003) detectaram elevados níveis plasmáticos de TNF-α na LLA infantil em comparação com crianças saudáveis ​​que não apresentaram resposta significativa com o tratamento. Estes achados indicam que possivelmente as citocinas avaliadas nestes pacientes tenham origem medular e potencialmente em células neoplásicas, já que as mesmas predominam como linhagem celular ativa neste microambiente.
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Figura 2 – Perfil de citocinas em sangue periférico de pacientes vivos e pacientes que foram à óbito portadores de leucemia linfocítica aguda B. Amostras analisadas no dia 15 de coleta, sendo esta a data mais próxima do óbito. Todos pacientes que foram à óbito morreram de sepse.  AR = alto risco ao diagnóstico, BR = baixo risco ao diagnóstico. Resultados expressos em pg/mL

Já quando avaliado os níveis de citocinas em sangue periférico dos pacientes vivos em comparação aos que foram à óbito, verificou-se aumento progressivo nas relações TGF-β1, IFN-(, TNF-α, principalmente no que diz respeito ao TNF-alfa. Um fato relevante é a consideração de que todos os pacientes que foram a óbito, tiveram como causa a sepse. Sabe-se que a infecção é uma preocupação relevante no tratamento de pacientes com leucemia aguda após quimioterapia citotóxica. Tendo em vista o déficit inevitável de defesa do hospedeiro durante o tratamento, tem-se, por consequência, a maioria dos pacientes em risco de complicações infecciosas (Giamarellou & Antoniadou, 2001; Hughes et al., 2001)
Dessa forma, é de se esperar que o sucesso terapêutico depende, dentre outras condições, de um controle adequado de tal condição (Giamarellou & Antoniadou, 2001; Hughes et al., 2001). Nesse contexto e, de acordo com o observado nos pacientes do nosso estudo, identificam-se como fatores prognósticos que influenciam a mortalidade associada à infecção em pacientes com leucemia aguda, a presença de septicemia como uma das causas de morte mais comuns (Yoo et al., 2005). Portanto, a intensificação da terapia de suporte, prevenção e tratamento imediato de infecções torna-se um fator extremamente importante na gestão destes pacientes.
Conclusões
A produção e liberação atípica de citocinas e mediadores inflamatórios em pacientes portadores de LLA tipo B, embora sem diferença estatística significativa entre os níveis detectados no plasma da medula óssea e sangue periférico, podem estar contribuindo para a manifestação e desfecho clínico dessa neoplasia. Chama atenção, principalmente, quando considerado seus aumentos nos óbitos decorrentes da presença de infecção, a qual é uma preocupação relevante no tratamento de pacientes com leucemia aguda após quimioterapia citotóxica. Ressalta-se o fato de que tais informações carecem de estudos mais amplos para que tal relação possa ser definitivamente estabelecida.
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