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RESUMO

Apesar dos avangos terapéuticos, 25% das criangcas com leucemia linfoblastica aguda
(LLA) recaem durante o tratamento devido a diversos mecanismos celulares intrinsecos. Estudos
relatam que a alta expressdo de genes antiapoptdticos e de resisténcia a multiplas drogas estdo
associados com falhas terapéuticas em varios tipos de neoplasias, incluindo as leucemias. Todavia,
ha uma caréncia de estudos que demonstrem a influéncia da expressao desses genes na resposta a
terapia de inducdo em pacientes com leucemia linfoblastica aguda de células B (LLA-B). Assim,
o presente estudo teve como objetivo caracterizar a expressdao de genes de resisténcia a multiplas
drogas (ABCBI, ABCCI, MVP) e genes antiapoptoticos (7P53 e BCL2) no progndstico clinico de
pacientes com LLA-B diagnosticados na Fundacdo Hospitalar de Hematologia ¢ Hemoterapia do
Amazonas (HEMOAM) e comparar seus niveis de expressdo aos de criangas saudaveis. Foi
realizado um estudo longitudinal do tipo prospectivo, no qual foram incluidos amostras de medula
6ssea (MO) e sangue periférico (SP) de 17 pacientes pediatricos com LLA-B, de faixa etaria geral
e ambos os sexos, durante a terapia de indu¢ado, sendo coletadas ao diagnostico (D0) e no final da
terapia (D35). Adicionalmente, foi coletado amostras de SP de 17 criancas saudaveis, atendidas no
ambulatorial da Fundagdo HEMOAM. A detec¢do da expressao dos genes (ABCBI, ABCCI, MVP,
TP53, BCL2) ocorreu através da técnica de PCR quantitativa em tempo real (QPCR) utilizando
sondas de expressdo Tagman. Foi observado que os genes antiapoptdticos BCL2 e TP53
demonstraram serem mais expressos em pacientes com LLA-B em compara¢do a individuos
saudaveis no SP. Além disso, niveis de expressdo dos genes de resisténcia ABCB1, ABCC1 e MVP
diminuiram na medula 6ssea ao D35 da terapia de inducdo, contrapondo o aumento na expressao
de ABCCI e MVP no D35 em comparacdo com DO de amostras de sangue periférico desses
pacientes. Por fim, observamos que individuos saudédveis expressaram niveis mais elevado de MVP
em comparacao a pacientes com LLA. Ao final do estudo, observamos que a avali¢cdo da expressao
dos genes ABCB1,ABCC1, MVP, BCL2 e TP53 podem auxiliar na avaliacdo do prognostico desses
pacientes, contribuindo na deteccdo de possiveis biomarcadores moleculares e na criacdo de
terapias alvos de forma agregada a quimioterapia atual. No entanto, investigagdes futuras sdo
necessarias para o melhor entendimento do impacto da expressao desse genes na remissao medular

nesses pacientes, gerando dados que contribuam com aumento da taxa de sobrevida na LLA-B.

Palavras-chave: LLA; ABCB1; ABCC1; MVP; TP53; BCL2
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ABSTRACT

Despite therapeutic advances, 25% of children with acute lymphoblastic leukemia (ALL) relapse
during treatment due to various intrinsic cellular switches. Studies report that the high expression
of anti-apoptotic genes and resistance to multiple drugs are types associated with therapeutic
failures in several neoplasms, including leukemias. However, there is a lack of studies
demonstrating the influence of the expression of these genes on the response to induction therapy
in patients with B-cell acute lymphoblastic leukemia (B-ALL). Thus, the present study aimed to
characterize the expression of multi-drug resistance genes (ABCB1, ABCC1, MVP) and anti-
apoptotic genes (TP53 and BCL2) in the clinical prognosis of patients with B-ALL projected at
Fundagao Hospitalar de Hematologia e Hemoterapia do Amazonas (HEMOAM) and compare their
expression levels to those of healthy children. A prospective longitudinal study was carried out, in
which bone marrow (BM) and peripheral blood (SP) were included in 17 pediatric patients with B-
ALL, of general age group and gender, during induction therapy, being collected at diagnosis (D0)
and at the end of therapy (D35). In addition, a SP sample was collected from 17 healthy children,
attended at the HEMOAM Foundation outpatient clinic. Detection of gene expression (ABCBI,
ABCCI1, MVP, TP53, BCL2) was performed using the quantitative real-time PCR (qPCR)
technique using Tagman expression probes. It was observed that the anti-apoptotic genes BCL2
and TP53 were more expressed in patients with B-ALL compared to healthy subjects in SP.
Furthermore, levels of expression of resistance genes ABCB1, ABCC1 and MVP decreased in the
bone marrow at D35 of the induction therapy, counteracting the increase in expression of ABCC1
and MVP at D35 compared to DO of reference blood from those patients. Finally, we observed that
healthy individuals expressed higher levels of MVP compared to patients with ALL. Finally, we
observed that the evaluation of the expression of the ABCB1, ABCC1, MVP, BCL2 and TP53
genes can help in the evaluation of the prognosis of these patients, contributing to the detection of
possible molecular biomarkers and the creation of targeted therapies in addition to current
chemotherapy. However, future investigations are necessary for a better understanding of the
impact of the expression of these genes on medullary remission in these patients, generating data

that contribute to an increase in the survival rate in A-ALL.

Keywords: ALL; ABCB1; ABCCI1; MVP; TP53; BCL2
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INTRODUCAO

A leucemia linfoblastica aguda (LLA) ¢ uma neoplasia hematopoiética caracterizada pela
proliferacao desordenada de linfoblastos na medula 6ssea comprometendo a produ¢do de outras
linhagens celulares, além de acometer o sangue periférico (SP) e 6rgaos como figado e bago (1). O
pico de incidéncia da doenga, ocorre entre 2 a 5 anos de idade afetando predominantemente o sexo
masculino, sendo considerada doenga maligna mais prevalente na infancia constituindo cerca de

75% a 80% de todas as leucemias agudas em idade pediatrica (2)

De acordo com os Registros de Cancer de Base Populacional (RCBP), entre os anos de
1999-2010, observou-se um aumento geral na taxa de incidéncia de leucemia na primeira infancia
na Regido Norte, onde Manaus destacou-se com os maiores nimeros de casos. Para o triénio 2020-
2022 sao estimados para capital do Amazonas, Manaus, aproximadamente 6,28 casos por 100 mil
habitantes para os homens e 5,75 casos por 100 mil habitantes para as mulheres, de acordo com o
Instituto Nacional de Cancer (INCA)(3). Um estudo realizado na capital por Silva-Junior et al
(2019) demonstrou que a maioria dos casos de LLA foi proveniente dos municipios de Manaus,
Tefé e Maués. Além disso, o subtipo B (79,55%) foi predominante em relagdo ao subtipo T

(9,01%), bem como género masculino, baixo grau de escolaridade e renda(3)

Na LLA, os protocolos utilizados para tratamento consistem em trés fases: inducdo a
remissdo, com o objetivo de eliminar a maior quantidade de linfoblastos possiveis (geralmente sdo
usados corticoides, Vicristine, L-asparaginase e Daunoblastina); a fase da consolidagdo da
remissdo, que busca erradicar as células leucémicas residuais através da associagdo de diversos
quimioterapicos e a fase da manuteng¢ao na qual, ocorre um tratamento mais brando e continuo por

meses, afim de prevenir eventos de recaida (4).

Apesar dos avangos terapéuticos, 25% das criangas com LLA apresentam recaidas
ocasionadas pela presenca de células residuais oriundas de alteragdes genéticas (presente em 90%
dos pacientes) e mecanismos de resisténcia quimioterapica (5). Dentre as anomalias genéticas, 50%
sdo translocagdes cromossomicas e influenciam na agressividade da doenga, bem como na resposta
a terapia, além da busca de melhor conduta quimioterapica (6).Outro mecanismo apontado ¢ a
resisténcia a quimioterapia, podendo ser intrinseca (auséncia de resposta ao medicamento antes da
exposi¢ado dele) ou adquirida (resisténcia apds o tratamento). Além disso, ha diversos mecanismos

que ajudam as células neoplasicas a desenvolverem resisténcia a multiplas drogas como efluxo de
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compostos citotoxicos mediados por proteinas transmembrana que levam a diminuicao do acimulo

celular da droga e da sua toxicidade (7).

As bombas de efluxo fortemente relacionadas a resisténcia a multiplas drogas sdo
pertencentes a familia de transportadores ABC (8). Um dos membros dessa familia ¢ o gene de
resisténcia a multiplas drogas (ABCB]I) e codifica a glicoproteina P (PGP) presente na membrana
celular com funcionamento de bomba de efluxo na qual usa a energia da quebra do ATP (Adenosina
Trifosfato) para realizar o transporte ativo de medicamentos quimioterapicos para fora da célula.
Esse mecanismo pode causar a diminui¢do da sua concentragdo citoplasmatica nas células
neoplasicas e promover a resisténcia cruzada a medicamentos que ndo sdo estruturalmente
semelhantes (9). Outros genes envolvidos na resisténcia a medicamentos ¢ o gene da proteina
relacionado a resisténcia a multiplas drogas (ABCCI) (também pertencente a familia ABC) e a
proteina relacionada a resisténcia pulmonar (MVP) que apesar de ndo fazer parte da familia ABC,

¢ amplamente descrito (10).

O mecanismo antiapoptotico também ¢ apontado como uma possivel falha do tratamento
na LLA (12). A apoptose ¢ um tipo de morte celular, controlada pela interacdo entre varias
moléculas, visando a eliminacdo de células indesejadas(11) A expressdao de genes antiapoptoticos
como o gene do linfoma de células B (BCL2) e TP53 desenvolve um papel importante no processo

de regulagdo negativa da apoptose e estao associados com resisténcia ao tratamento da LLA (11,12)

Entretanto, apesar da alta taxa de recaida na LLA na regido norte, hd uma caréncia de
estudos que demonstrem a influéncia da expressdo de genes de resisténcia a multiplas drogas
(ABCBI, ABCCI e MVP) e genes antiapoptoticos (7P53 e BCL2) na resposta a terapia de inducao
em pacientes com leucemia linfoblastica aguda, tornando de grande importancia nosso estudo que
por caracterizar esses genes na populagdo em estudo e fornecer dados clinicos acerca da populagao.
Nosso estudo servira de base para pesquisas futuras que visem a identificacdo de biomarcadores de

progndstico para LLA a fim de contribuir para a melhor conduta terapéutica destes pacientes.

2. REFERENCIAL TEORICO

Os primeiros casos de leucemia foram registrados na literatura no inicio do século XIX. Em

1811, Peter Cullen relatou o caso de um paciente com inflamag¢ao do bago (Esplenite aguda) cujo
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sangue possuia um aspecto leitoso. Alfred Velpeau (1825), em Paris, definiu os sintomas
associados a leucemia ao descrever um caso de uma paciente, na qual o seu sangue estava grosso,
sendo semelhante a pus. Alfred Donné (1844) ao observar o sangue de uma paciente sob a mesma
condi¢do, observou pouca diferenciacdao celular e uma quantidade excessiva de células brancas

chegando a pensar que o sangue tinha sido misturado com pus(13).

No ano de 1845, John Bennett fundador da microscopia clinica francesa definiu a doenca
pelo termo “leucocitemia”, ao observar durante a microscopia um acumulo de leucdcitos
purulentos com pouca diversidade morfologica. Neste mesmo ano, Rudolf Virchow, analisou uma
amostra de sangue e percebeu um desequilibrio entre as células brancas e vermelhas, havendo
grande quantidade de células brancas em relacdo as células vermelhas. Posteriormente, em 1847,
Virchow observou um segundo caso e utilizou o termo “leukhemia” que significa “sangue branco”
para descrever a doencga. No ano de 1850, foi descrito o primeiro caso de leucemia infantil pelo
médico Henry Fuller (14). Na Alemanha, Neumann e Nikolaus Friedreich no ano de 1857,
diferenciaram a leucemia em formas cronicas e agudas, assim como suas variantes esplénicas

(posteriormente denominada por mieloide) e linfaticas (15).

Em relagdo ao tratamento das leucemias, no final da década de 1890, a radioterapia foi
inicialmente utilizada como esquema terapéutico, entretanto, ndo foi obtido resultados eficazes.
Somente em 1948, Sydney Farber e seus colegas, relataram que o agente antifolato aminopterina,
precursor do metotrexato, provocava remissdes tempordrias em criangas com leucemia
linfoblastica aguda (LLA). No decorrer dos anos foram elaborados esquemas terapéuticos a fim de
um melhor tratamento para leucemia. No Brasil, em 1980, iniciou-se o primeiro protocolo
brasileiro multicéntrico de tratamento da LLA infantil, denominado grupo cooperativo brasileiro
de tratamento de leucemia linféide aguda na infancia (GBTLI), sendo o mais atualizado

atualmente(16).

2.1. LEUCEMIAS

As leucemias sdo um grupo heterogéneo de doencas malignas do sangue, no qual um clone
maligno das células-tronco hematopoiéticas resulta na proliferagdo anormal de leucocitos,
ocupando o lugar das células normais e comprometendo o funcionamento das células do sangue.

As leucemias diferem entre si nas suas caracteristicas clinicas, morfolégicas e moleculares, como
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também, na evolugdo e prognostico, sendo classificadas de acordo com o grau de diferenciagio
celular, em leucemias agudas ou cronicas e de acordo com o seu tipo de linhagem celular

predominante envolvido, em mieloide e linfoide (17).

Nas leucemias agudas, encontram-se células anormais imaturas (blastos), que se
desenvolvem de forma acelerada e deixam a medula dssea ainda como células disfuncionais
(Figura 1). Um individuo normal apresenta cerca de 1% a 5% de blastos entre as células presentes
na medula dssea e de acordo com a Organiza¢ao mundial da saude (OMS), para o diagndstico de
leucemia aguda € necessario ter mais de 20% de blastos presentes na medula (18).0s estagios de
desenvolvimento hematopoiético sdo alvos para transformac¢ao maligna da doenga, tais como: a
célula tronco multipotente e as células precursoras mieloides e linfoides, culminando nas leucemias
mieloides e linfoides (19). No mundo, as leucemias sdo a décima causa de morte por cancer, sendo
a leucemia linfobléstica aguda considerada o cancer pedidtrico mais comum e responsavel por 80%

dos casos neste grupo e 20% em adultos (20)

A

Figura 1. A- Representagdo do sangue periférico de um individuo saudavel com presenga de hemacias e trés pequenos
linfoblastos de citoplasma escasso; (B) Aspirado de medula 6ssea de um paciente com leucemia linfoblastica aguda,
no qual observa-se um elevado numero de linfoblastos de tamanho homogéneo.

Fonte: Rodak B et al (2013).

2.1.1 TIPOS DE LEUCEMIA

Segundo a OMS, para as leucemias, temos como base ndo apenas as caracteristicas
morfoldgicas e citoquimicas, como também imunofenotipicas e genético-moleculares. As

leucemias podem ser classificadas de acordo com a linhagem acometida (mieloide ou linfoide) e
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tempo de evolucdo (cronica ou aguda). Desta forma, temos como os principais tipos: leucemia
mieloide aguda (LMA), leucemia mieloide cronica (LMC), leucemia linfoblastica aguda (LLA) e

leucemia linfoide cronica (LLC) (21)

A LLA ¢ considerada a neoplasia hematologica que mais acomete criangas no mundo.
Tem como caracteristica a rapida evolugdo e proliferagdo anormal de células imaturas, culminando
na diminui¢do e interrup¢ao do processo de diferenciagdo dos leucocitos e levando a proliferacao
exacerbada de blastos incapazes de exercer suas fun¢des normais (21,22). A OMS divide a LLA
em dois grandes grupos: leucemia linfoblastica aguda de precursor B, que corresponde a 80% dos

casos, ¢ leucemia linfoblastica aguda de precursor T, a partir de marcadores celulares (22)

Outra classificagdo também aplicada, principalmente em regides com pouco recursos
financeiros, ¢ a do grupo cooperativo Franco Americano-Britanico (FAB) no qual classificaa LLA
em trés subtipos: L1, L2 e L3. Essa classificagdo baseia-se na colorag¢do das células do sangue
periférico, no aspirado ou bidpsia de medula 6ssea pelo método de Wrigth-Giemsa e das reagdes
citoquimicas, tendo como requisitos de identificagdo: a morfologia celular, presenga de nucléolos,

membrana nuclear regular, tamanho da célula e nimero de blastos (20,22).

2.1.2 EPIDEMIOLOGIA

A LLA ¢ a doenga maligna mais comum na infancia, podendo acometer criangas de todas
as faixas etdrias, principalmente até os 5 anos, sendo mais comum em criangas de cor branca e do
género masculino (1). A LLA ¢ a doenga mais frequente em paises industrializados e em areas
urbanas de paises em desenvolvimento. Segundo a OMS, observa-se um niimero maior de casos

em paises desenvolvidos, como demonstrado na Figura 2 (23,24).
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Figura 2.Taxa de incidéncia de leucemia para ambos os sexos (0-19 anos).

Fonte: Globocan (2020)

<1.2

Um estudo epidemiologico de base populacional com 184 paises, realizado por Miranda-
Filho et al (2018) apontou que as maiores taxas de incidéncia de leucemias para ambos os sexos
foram na Australia e Nova Zelandia, seguido da América do Norte e Europa Ocidental, com a

menor incidéncia demonstrada na Africa Ocidental (25).

De acordo com os registros de cancer de base populacional (RCBP), a leucemia em
criangas destaca-se no Brasil com frequéncia entre 25% a 30% de todos os canceres pediatricos, e
entre os anos de 1999-2010, observou-se um aumento geral na taxa de incidéncia de leucemia na
primeira infancia na Regido Norte, onde Manaus destacou-se com os maiores indices de casos(3).
Para o triénio 2020-2022, no Brasil, sdo estimados para capital Manaus 6,28 casos de leucemias
por 100 mil habitantes para os homens e 5,75 casos por 100 mil habitantes para as mulheres(24).
Em um estudo realizado por Silva-Jinior et al (2019), demonstrou que os municipios do interior

que apresentaram a maior frequéncia de casos LLA, além da capital Manaus, foram Tefé e Maués

3).
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2.2. HEMATOPOIESE

Denomina-se hematopoiese, o processo de formagdo, desenvolvimento e maturagdo dos
elementos do sangue, como os eritrocitos, leucocitos e plaquetas. Todas as células sanguineas sao
oriundas de percussores celulares indiferenciados, conhecidos como células hematopoiéticas
pluripotentes. Essas células possuem capacidade de divisdo, autorrenovagdo e diferenciacdo,
podendo dar origem as principais células sanguineas, como eritrocitos, leucécitos e plaquetas. Todo
processo de hematopoiese € regulado por fatores de transcri¢do e crescimento hematopoiético como

estd sendo representado na figura 3 (26).
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2.3. LEUCEMOGENESE

Os mecanismos etiologicos da LLA permanecem desconhecidos, no entanto, acredita-
se que alguns fatores de risco estdo associados com desenvolvimento da doenga, como a exposicao
a agentes quimicos/radiativos (benzeno e radiacdo ionizante, por exemplo), anemia de Fanconi,
infeccdes comuns, alto peso ao nascer, dentre outros que contribuem para o processo de
leucemogénese a partir da susceptibilidade a alteracdes gendmicas, sendo a translocacdo

cromossOmica, o evento molecular mais observado nesta malignidade (27).

A frequéncia da ocorréncia das alteracdes genéticas desencadeadoras da LLA, pode variar
de acordo com a faixa etaria do diagndstico. A t(4;11)(q21;923) que codifica o gene KMT2A-AFF1
¢ presente em cerca de 50-80% dos pacientes lactentes (<1 ano), 2-20% das criangas (2-18 anos),
10% dos pacientes adultos (>18 anos) e estd associada a um prognoéstico desfavoravel. J& o gene
ETV6-RUNXI1, resultante da t(12;21)(p13;q22) € expresso em cerca de 12-15% das criancas, 2%
dos adultos esta relacionado com o prognostico favoravel. A t(1;19)(q23;p13) [E2A-PBX1] esta
associada com um progndstico favoravel e é expressa principalmente em criangas (2-6%), seguidas
dos adultos (3%).0 gene BCR-ABL1,expresso em decorréncia da t(9;22)(q34;q11.2) ¢ identificado
principalmente nos adultos (25%), em menor parcela em criancas (1-3%) e estd correlacionado
com um prognostico desfavoravel. Além disso, a hiperdiploidia ¢ detectada em aproximadamente
20-30% das criangas, 7% dos adultos e estd associada com um progndstico favoravel.Outras
alteracdes responsaveis pelo processo de leucemogénese sao encontradas em menor frequéncia na
LLA. Por fim, a identificagdo dessas mutacdes podem ser uteis na classificagdo do prognostico,
detec¢do da doenga residual mensuravel e na definicdo do tratamento farmacoldgico adequado

nessa populagdo(28).

A partir da aquisicdo de uma ou mais alteragdes genéticas, as células hematopoiéticas
progenitoras de linfocitos (blastos) remodelam a sinalizacdo de diversas vias relacionadas com a
proliferacdo, diferenciacdo e morte celular. Estes eventos favorecem a proliferacdo exacerbada de
blastos ineficientes e resistentes a apoptose na medula 6ssea, resultando na supressdo da producdo
de outros elementos sanguineos, como hemadcias, plaquetas e neutrofilos. Além disso, essas células
anormais podem povoar regides extra-medulares, como bago, figado, testiculos ¢ SNC, podendo

comprometer as funcdes fisiologicas dos 6rgaos relacionados (29-31).
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2.4. DIAGNOSTICO E ESTRATIFICACAO

A triagem dos pacientes com suspeita de LLA ¢ realizada através do hemograma. A maior
parcela (60%) dos individuos com esta doenca manifestam alta leucometria (>100.000/mm?),
embora 25% apresentem contagem <4.000/mm?, com alta expressao de blastos na medula dssea
(>20%) e em casos mais avanc¢ados, no sangue periférico e regides extra-medulares. A partir de
indicios da presenca da doenca, sdo realizados exames celulares, citogenéticos e moleculares que

auxiliam no dianostico e prognostico destes pacientes (16,32).

A distingdo entre os subtipos da leucemia ¢ realizada através deos exames de
imunofenotipagem, mielograma, e analises citogenéticas e moleculares. A andlise citologica da
medula dssea, também conhecida como mielograma, ¢ utilizada na verificagdo da morfologia e
quantificagdo de células leucémicas presentes na regido medular. Pacientes com contagem de
blastos igual ou superior a 20%, comumente sdo categorizados como portadores de leucemia aguda,
no entanto ¢ somente a partir do exame de imunofenotipagem que se garante um diagnostico
preciso (38,39): A imunofenotipagem auxilia na distin¢do das linhagens celulares associadas com
os diferentes fendtipos da LLA, através da detecdo de marcadores celulares especificos (CDs:
clusters of differentiation) de cada subgrupo da doenga. Para isso, ¢ utilizada a técnica de citometria
de fluxo, que garante a determinagdo das linhagens dos linfoblastos nos diferentes estagios de

maturagdo, permitindo a classificacdao da doenca (33).

Os exames de citogenética e biologia molecular sdo pecas fundamentais no contexto da
estratificacdo e tratamento dos pacientes com LLA, pois a identificagdo de alteracdes genéticas
especificas auxilia na categorizacdo destes individuos conforme o risco da doenga. Além disso, a
avaliagdo dessas alteragdes permite a individualizagdo do tratamento antineoplésico. Diversos
agentes alvo-especificos foram desenvolvidos baseados na expressdo de marcadores moleculares
especificos, aumentando a sobrevida dessa populagdo. Em conjunto, estes exames e os citados
anteriormente garantem um diagnostico preciso, possibilitando o tratamento adequado e

aumentando as taxas de remissao desses pacientes(33).

2.5. TRATAMENTOS CONVENCIONAIS PARA LEUCEMIA

Na década de 80, foi inserido no Brasil o primeiro protocolo brasileiro para o tratamento da

LLA, desenvolvendo-se o grupo cooperativo brasileiro de tratamento da leucemia linfoblastica
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aguda na infancia (GBTLI). Desde entdo, foram realizados estudos e aperfeicoamento do protocolo

(GBTLI-80, 82, 85, 93 ¢ 99) ¢ atualmente encontra-se na sexta versao GBTLI -2009 (14,16).

Embora os esquemas terapéuticos possam variar conforme as diretrizes dos centros de
tratamento, os protocolos de tratamento da LLA tém como etapas: Inducdo de remissdo, que
consiste na introducdo de farmacos afim de eliminar a maior quantidade de linfoblastos possiveis,
ou seja, fazer com que a medula 6ssea apresente menos de 5% de blastos e que o sangue periférico
atinja valores normais de leucocitos, neutrofilos, plaquetas e hemoglobina. E em seguida, temos a
fase da consolidacdo da remissdo, que busca erradicar as células leucémicas residuais através da
associacdo de diversos quimioterapicos; por fim, a fase da manutengdo, na qual ocorre um

tratamento mais brando e continuo por meses, afim de prevenir o acontecimento de recaida (34,35).

A maioria dos quimioterapicos agem através da destrui¢do de células cancerosas por meio
de diversos mecanismos inerentes ao ciclo celular (36). As principais classes farmacoldgicas
incluem: agentes alquilantes (formam ligagdes covalentes com o DNA, impedindo sua replicagdo);
antimetabolitos (bloqueiam uma ou mais vias metabodlicas envolvidas na sintese do DNA);
antibidticos citotoxicos (substancias de origem microbiana que evitam a divisdo celular); e
derivados de plantas (agentes quem afetam especificamente a fungdo microtubular e, portanto, na
formacdo do fuso mitdtico) Na LLA, os medicamentos mais utilizados sdo: vincristina,
daunorubicina, citarabina, L-asparaginase/PEG-L-asparaginase, 6-mercaptopurina, metotrexato,
ciclofosfamida, Prednisona, dexametasona e nelarabine(16,37). Nas tabelas 1 ¢ 2 esta sendo
demonstrado as etapas e medicamentos utilizados no tratamento de pacientes com LLA conforme,
o seu grupo de risco. As tabelas estdo baseadas nos critérios estabelecidos pelo protocolo GBTL-
2009. No entanto, a duracdo das etapas e dose de medicamentos podem variar conforme as centros

hospitalares e a resposta terapéutica em cada individuo.



26

Tabela 1. Medicamentos e doses especificadas no protocolo GBTLI-2009 para o tratamento de pacientes de LLA

com baixo risco de recaida.

ETAPA (DURACAO) MEDICAMENTOS (DOSES)

Prednisona (40 mg/m2/dia)
Vincristina (1,5 mg/m2/sem)
L-asparaginase (5000 Ul/m2/dia)
Daunorrubicina (25 mg/m2/semana) MADIT

Indugdo da remissdo (4 semanas)

Ciclofosfamida (1 g/m2/dose)
Consolidacdo da remissdo (2 semanas) Citarabina (75 mg/m2/dose)

6-Mercaptopurina (50 mg/m2/dia) MADIT

Metotrexato (2 g/m2/dose)

Intensificagdo (8 semanas)
6-Mercaptopurina (50 mg/m2/dia) MADIT

Dexametasona (6 mg/m2/dia)
Vincristina (1,5 mg/m2/dose)
Doxorrubicina (30 mg/m2/dose)
L-asparaginase (5000 Ul/m2/dose)
Ciclofosfamida (1 g/m2/dose)
Tioguanina (60 mg/m2/dia) MADIT

Consolidagao tardia (8semanas)

GRUPO 1 GRUPO 2
6-Mercaptopurina (50 6-Mercaptopurina (100
mg/m?2/dia) + meto- trexato |mg/m?2/dia) + metotrexato (200
Manutengao
) ) . (25 mg/m2/dose) continuos. mg/m?2) intermitentes.
(1 ano e meio - pacientes sdo aleatoriamente L
Pulsos de vincristina (1,5 Pulsos de vincristina (1,5

colocados em um dos grupos) . )
mg/m?2/dia) + dexametasona| mg/m?2/dia) + dexametasona

(4mg/m2/dia) (4mg/m2/dia)
MADIT MADIT




27

Tabela 2. Medicamentos e doses especificadas no protocolo GBTLI-2009 para o tratamento de pacientes

de LLA com alto risco de recaida.

ETAPA (DURACAO)

MEDICAMENTOS (DOSES)

Inducao da remissao
(4 semanas - pacientes so ale-

atoriamente colocados em um dos

grupos)

Prednisona (40mg/m2/dia)
Vincristina (1,5mg/m2/sem)
L-asparaginase (5000 Ul/m2/dia)

Daunorrubicina (25 mg/m2/dose)

GRUPO B
Prednisona (40 mg/m2/dia)
GRUPO A
L-asparaginase (5000

Ul/m2/dia)
Daunorrubicina (35
mg/m?2/dose)
MADIT
Metotrexato (1 g/m2/dose)

MADIT

Vincristina (1,5 mg/m2/sem)

Consolidacdo - Bloco A (1 semana)

Metotrexato (2 g/m2/dose)
Tioguanina (100 mg/m?2/dia)
Citarabina (2 g/m2/dose)
Ciclofosfamida (200 mg/m2) MADIT

Consolidagdo - Bloco B (1 semana)

Vincristina (1,5 mg/m2/dose)
Metotrexato (2 g/m2/dose)
6-Mercaptopurina (150 mg/m2/dia)
Citarabina (2 g/m2/dose) MADIT

Intensificacao (8 semanas)

Dexametasona (6 mg/m2/dia)
Vincristina (1,5 mg/m2/dose)
Doxorrubicina (30 mg/m2/dose)
L-asparaginase (5000 Ul/m2/dose)
Ciclofosfamida (1 g/m2/dose)
Citarabina (75 mg/m2/dose)
Tioguanina (60 mg/m2/dia) MADIT

Consolidagdo - Bloco C (1 semana)

Metotrexato (2 g/m2/dose)
6-Mercaptopurina (150 mg/m2/dia)
Etoposido (150 mg/m2/dia)
Citarabina (2 g/m2/dose)

Consolidacdo - Bloco D (1 semana)

Ifosfamida (1,8 g/m2/dia)
Etoposido (150 mg/m2/dia) MADIT
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Dexametasona (6 mg/m2/dia)
Vincristina (1,5 mg/m2/dose)
Doxorrubicina (30 mg/m2/dose)
Consolidacgdo tardia (8 semanas) L-asparaginase (5000 Ul/m2/dose)
Ciclofosfamida (1 g/m2/dose)
Citarabina (75 mg/m2/dose)
Tioguanina (60 mg/m2/dia) MADIT

6-Mercaptopurina (50 mg/m?2/dia) + metotrexato (25 mg/m?2/dose)
Continuos
Manutengao (1 ano ¢ meio) Pulsos de vincristina (1,5 mg/m2/sem) + dexametasona (4
mg/m?2/dia)
MADIT

Apesar dos avangos terapéuticos no tratamento de LLA, aproximadamente 25% das
criangas recaem durante o tratamento. Isso pode ser devido a uma diversidade de fatores como
presenga de anormalidades genéticas, mecanismos envolvidos na expressio de genes de
resisténcia a multiplas drogas, tais como os quimioterapicos usados no tratamento e expressao de

genes antiapoptoticos (38).

2.6. MECANISMOS DE RESISTENCIA A MULTIPLAS DROGAS

A combinacdo de multiplas drogas para o tratamento quimioterapico determinou um avango
na diminuicao das taxas de resisténcia, porém, diversas neoplasias mesmo com o uso de diferentes
tipos de farmacos continuam resistentes(39). Alguns tumores sdo intrinsicamente resistentes ao
tratamento, outros respondem nos estagios iniciais, entretanto, adquirem posteriormente a
resisténcia a multiplas drogas (MDR), causada principalmente, pela agdo de um grupo de proteinas
de membrana, que atuam como bombas de efluxo de drogas que realizam o transporte de moléculas
citotoxicas para fora da célula, mantendo as taxas de concentracdes intracelulares de

quimioterdpicos abaixo das concentragdes citotoxicas desejadas (40).

Duas familias de proteinas estdo implicadas ao fendmeno de MDR, sendo elas a
superfamilia das ATP-binding cassette (transportadoras ABC) que durante o século XX, através do

programa de sequenciamento do genoma humano, proporcionou a descoberta de uma variedade de
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transportadores desta familia, além da familia das human major vault proteins (MVP) que sdo
componentes predominantes de organelas denominadas de vaults. Essas organelas estdo
localizadas principalmente em vesiculas citoplasmaticas, todavia, podem ser encontradas na
membrana nuclear e nos complexos de poros nucleares em pequenas quantidades. A funcdo das
proteinas que compdem a familia das MVP ainda ¢ desconhecida, entretanto, estudos apontam que
devido sua localizacdo, elas sejam responsaveis por realizar um transporte bidirecional de uma
variedade de substratos entre o nucleo e o citoplasma(41).Dentre as proteinas membros desta
familia, a proteina associada a resisténcia pulmonar (MVP) se destaca por ser frequentemente

associada ao fendmeno de MDR(42).

2.7 SUPERFAMILIA ABC

A superfamilia de transportadores ABC constitui uma das maiores familias de proteinas
transmembrana ja descrita na literatura, composta por mais de 40 membros nos seres humanos e
presentes em todas as espécies vivas. Essas proteinas atuam como receptores, canais e
transportadores, estando envolvidas com o transporte de diversas substancias tais como,
hormdnios, lipideos e xenobidticos (8). As proteinas da familia ABC podem ser encontradas tanto
na membrana plasmatica das células quanto no sistema de endomembranas, tais como, nas
membranas do reticulo endoplasmatico, vacuolos digestivos, peroxissomos, na membrana

mitocondrial e no envelope nuclear (43).

Essas proteinas sdo transportadoras dependentes da hidrolise do ATP, elas apresentam
como caracteristica em comum um dominio especifico ABC (ATP-Binding Casett)(44). Dentro do
grupo de proteinas ABC, temos a glicoproteina-P (codificada pelo gene ABCB1) e a proteina
MRP1 (codificada pelo gene ABCC1), ambas se destacam por transportar uma variedade de
moléculas através de membranas bioldgicas tais como, substincias enddgenas, xenobidticos e seus
metabolitos, incluindo vérios conjugados, drogas anticancerigenas, metais pesados, anions
organicos e lipidios. Essas proteinas estdo sendo amplamente associadas a resisténcia a drogas,
devido estarem superexpressas no cancer(45). Na figura 4, estd sendo representado o processo de
funcionamento desses transportadores ABC. Ao realizarem o reconhecimento das moléculas,

ocorre o processo de sensibilizacdo da transcricdo de genes ABC e em caso de aumento da
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expressao das proteinas, ocorre um aumento no efluxo de moléculas resultando, na desintoxicagdo

e resisténcia a multiplas drogas.

Reconhecimento de moléculas
xenobidticas (drogas, por
exemplo) e sensibilizacao da
transcri¢do de genes ABC

Aumento na expressao de
proteinas ABC

moléculas mediado por
transportadores ABC

: Aumento no efluxo de
I
I
I

Desintoxicacao
Resisténcia a multiplas drogas

Molécula xenobictica

[~
@

£ \
{‘ 1 na transcrigao \1
\ de genes ABC J
Sensibilizagdo da . 4
transcri¢do de \ £,//
genes ABC e

1 na expressdo
de proteinas ABC ¢

Figura 4. Representag@o esquematica do funcionamento dos transportadores ABC na célula.

Fonte: Adaptado de Cattaneo et al. (2009).

2.7.1 ABCBI

O gene ABCBI (ATP binding cassette subfamily B member 1) (ID HGNC:40; Refseq:
NM_000927; OMIM:171050) de localizacdo citogenética: 7q21.12, é expresso nas membranas

plasmaticas de varias células e 6rgdos, incluindo o endotélio da barreira hematoencefalica (BHE),

este gene codifica a glicoproteina P, uma transportadora transmembrana que ¢ parte integrante da

barreira hematoencefalica e transporta uma variedade de compostos xenobioticos da células(46) A

glicoproteina P (P-gp) foi descrita pela primeira vez por Juliano e Ling (1976) ao observarem

células ovarianas de hamster chinés e detectaram um fenotipo de resisténcia a farmacos devido um

componente presente na membrana das células, no qual denominaram como uma glicoproteina

de 170kD (glicoproteina P) que estava fortemente envolvida, na alteragdo da permeabilidade de

farmacos (47). Ueda et al. (1986) confirmaram que o gene ABCBI1 anteriormente conhecido como

MDRI1, codifica a glicoproteina P(48).
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Ao medirem o0 RNA ABCBI em tumores humanos e tecidos normais, detectaram que o
gene ¢ expresso em niveis alto, na glandula adrenal e rim; intermediarios no pulmao, figado, jejuno
inferior, colon e reto; baixos em muitos outros tecidos. Este gene também foi expresso em diversos
tumores humanos derivados da glandula adrenal e colén, sugerindo que a avaliagdo dos niveis de
RNA ABCBI seja uma ferramenta significativa para no projeto da quimioterapia(40). A
glicoproteina-P (P-gp) responsavel pela protecao das células de substancias toxicas ou metabolitos
os seus dominios transmembranares sao compostos por seis segmentos abrangentes capazes de
reconhecer e ligar-se a uma variedade de compostos, como drogas quimioterapicas, inibidores de

proteases, imunossupressores, bloqueadores de canais de calcio, dentre outros (49).

Essa proteina apresenta um papel crucial na elimina¢@o de medicamentos administrados por
via oral, por limitar sua biodisponibilidade por efluxo de drogas e absor¢do de substratos do
intestino, como também na excre¢do de substratos na urina, acelerando a depuracao renal (49,50).
Sugere-se que fatores ambientais e genéticos podem influenciar na variabilidade interindividual da
expressao ou fungdo da P-gp e assim, na resposta a terapia medicamentosa visto que, a maioria dos
medicamentos quimioterapicos entram nas células neoplésicas através de difusdo de membrana
celular, o que torna vulneraveis a acdo das bombas de efluxo e evitam que as drogas entrem no
citoplasma. Esse mecanismo pode estar diretamente envolvido nas taxas de recidivas de diversas

doengas, incluindo a leucemia (51).

A alta expressao de ABCB1 tem sido frequentemente observada em tumores humanos ap6s
quimioterapia Estudos apontam que a superexpressao ABCBI1 ¢ considerado um fator sugestivo de
pior resposta a quimioterapia em pacientes com LMC e resisténcia a prednisolona, um dos
medicamentos utilizados no tratamento de pacientes com LLA(51).Sharnouby et al (2010) sugeriu,
que a expressdo de ABCB1 afeta a remissdo completa e as taxas de sobrevida em pacientes com
LLA (52). Além disso, Hirose et al (2009), demonstrou uma correlagdo significativa entre a
expressdao aumentada de ABCBI1 e a proteina codificada pelo gene P-gp com o nivel de resisténcia
a vincristina (VCR), quimioterdpico utilizado no tratamento da LLA(40). Drach et al (2009)
observou que a expressdo de ABCBI esta envolvida ndo apenas em células leucémicas, mas
também em populagdes de células hematopoiéticas normais, como células progenitoras CD34+ e

linfocitos do sague periférico, sendo capazes de expressar um fenotipo multirresistente (53).
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2.7.2 ABCCI

O gene ABCCI (ATP binding cassette subfamily C member 1) (ID HGNC:51; Refseq:
NM _004996; OMIM: 158343) de localizacdo citogenética: 16p13.11, codifica a proteina de
resisténcia multipla-1 (MRP1) que faz parte da familia de transportadores ABC. O MRPI
transporta uma gama estruturalmente diversificada de substincias endogenas, bem como
xenobiodticos e seus metabdlitos, incluindo varios conjugados, medicamentos anticancerigenos,
metais pesados, anions organicos e lipidios (54).A proteina ¢ identificada principalmente na
membrana plasmatica das células e tem como fun¢do, remover agentes citotoxicos da célula por

meio de transporte ativo (40).

A proteina de resisténcia a multiplas drogas, foi descrita pela primeira vez por Cole et al
(1992), ap6s observar a existéncia de um segundo tipo de proteina (MRP1) que também funciona
como bomba de efluxo de drogas, com a¢do de mediar a resisténcia a doxorrubicina, etoposideo,
vincristina, entre outros (45). No entanto, atualmente essa proteina tem sido apontada com um
papel mais amplo que mediar o efluxo de drogas dependente de ATP das células, que faz com que

facilite as mudancas na conformacao da proteina permitindo a passagem do soluto (55,56).

Estudos relatam que a alta expressdo de ABCCI vem sendo associada ao desenvolvimento
de resisténcia a drogas anticancerigenas em varios tipos de tumores e apontada como um fator de
prognodstico desfavoravel em diferentes neoplasias hematologicas ndo tratadas e refratarias a
quimioterapia, incluindo as LMAs e LLAs.(49,64). Em um estudo de feito por Mahjoubi et al.
observou-se que pacientes pediatricos iranianos com Leucemia Linfoblastica Aguda recidivante
tém altos niveis de expressdo génica ABCCI(57). Além disso, no estudo de Mehrvar et al (2019)
revelou uma relacdo entre altas doses de agentes quimioterapicos e a expressdao génica do
transportador ABCC1 em todos os pacientes recidivantes (58). Silveira-Junior et al (2020), indicou
que a deteccao do fendtipo MRPI por citometria de fluxo pode ser um marcador molecular para o
prognostico de pacientes com LMA, visto que, foi observado no estudo uma associa¢do entre a
expressdo de MRPI com achados laboratoriais de 133 pacientes de LMA de diferentes subtipos
(59). O aumento da expressdo de mRNA de ABCC1 foi associado a recaida e a alta contagem de
leucdcitos em pacientes indianos com leucemia linfoblastica aguda, além disso, Gurbuxani et al
(2001) sugere que sao necessarios outros estudos afim da investigacao dos aspectos funcionais do

transporte de drogas por MRP1(60).
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2.8. MPV

O gene MVP (Major Vault Protein) (ID HGNC: 7531; Refseq:NM _005115; OMIM:
605088) de localizacao citogenética: 16p11.2 também ¢ conhecido pela denominagdo de proteina
relacionada a resisténcia pulmonar (LRP). A proteina foi inicialmente identificada em 1986, em
células de linhagem de cancer de pulmao resistentes a antraciclinas que ndo apresentavam aumento
de expressdo de ABCBI (61). Posteriormente, a andlise da sequéncia de aminoacidos da MVP
revelou que esta era, na verdade, a principal proteina da familia das major vault proteins (MVP).
Vaults sdo organelas citoplasmaticas presentes na membrana nuclear € no poro nuclear. A
MVP geralmente estd associada a vesiculas e lisossomos e acredita-se que seja responsavel pela
absor¢do de drogas nas vesiculas citoplasmaticas que provavelmente sdo expulsas da célula por

exocitose (62).

Devido a sua localiza¢do sugestiva na membrana nuclear, sugere-se que a MVP tenha um
efeito no transporte bidirecional de drogas, no qual seu principal alvo ¢ o DNA, desempenhando
um papel importante na resisténcia a drogas(63). Elas podem ser encontradas fisiologicamente no
colon, pulmdes, tibulos proximais renais, cortex e adrenal(62). A MVP pode levar a uma maior ou
menor sensibilidade a quimioterapia em diferentes tipos de tumores, ndo se sabendo ao certo o seu
papel no cancer, porém estudos sugerem que a superexpressao de MVP prediz uma pior resposta a

quimioterapia e prognostico na leucemia mieloide aguda e no carcinoma ovariano(64).

Além disso, a expressdo de MVP também foi associada a uma resposta insatisfatoria a
quimioterapia e uma sobrevida curta, em casos de linfoma de célula B(61). Até 0 momento existem
poucos estudos elucidando os mecanismos de participagdo da MVP no desenvolvimento da
resisténcia a multiplas drogas em neoplasias hematologicas principalmente na leucemia
linfoblastica aguda (65).Segundo Valera et al (2004), apesar dos avangos na taxa de cura de
pacientes com LLA, muitos desses pacientes apresentam recaidas. Ao analisar a expressdo de RNA
mensageiro para o gene MVP por RT-PCR semiquantitativo, observou que o risco relativo de
recaida ou morte foi seis vezes maior entre as criangas com um aumento na expressao de MVP ao
diagndstico(66). Hu et al (2006), demonstrou que pacientes com leucemia aguda que expressaram

mRNA de MRPI e MVP tiveram piores resultados e pior sobrevida em 2 anos(10).
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2.9.GENES ANTIAPOPTOTICOS

Apoptose ¢ um processo biologico criticamente importante que desempenha um papel
essencial no destino celular e na homeostase(67), desencadeada quando ha exposi¢do da célula a
determinados estimulos como lesdo celular, infecgdo e auséncia de fatores de crescimento. Esta
morte celular tem como caracteristica a presenca de condensacdo e fragmentagdo da cromatina
nuclear, além da quebra cromossomal do DNA e formagdo de corpos apoptoéticos contendo
fragmentos de células mortas e membrana plasmatica, que posteriormente serdo fagocitadas por

macrofagos (68).

O processo de apoptose ¢ altamente regulado por vias de sinalizagdo celular e proteinas pro
e antiapotdticas. Mudangas nos genes que reagem a apoptose podem levar ao acumulo de células
neoplasicas, induzindo a taxa de crescimento e destruicdo celular. A apoptose ¢ um importante
fator na patogénese do cancer , visto que as células tumorais podem apresentar alta resisténcia ao
tratamento radioterapico ou quimioterapico, devido ao controle ou inibicdo da via apoptodtica

(69,70).

Existem duas principais vias de ativa¢do da apoptose, denominadas de via intrinseca e
extrinseca. A via intrinseca ou mitocondrial pode ser estimada por diversos fatores, como
quimioterapicos que agem causando danos ao DNA, ruptura de microtibulos e deficiéncia ou
auséncia de fatores de crescimento. Esta via ¢ controlada por genes antiapoptdticos como o BCL-2
e p53. Enquanto a via extrinseca ¢ ativada por receptores de morte, como o fator de necrose tumoral

(TNF), dentre outros (71).

29.1.TP53

O gene TP53 (Tumor Protein p53) (ID HGNC:11998; Refseq:NM 000546; OMIM:
191170) de localizagdo citogenética: 17p13.1 ¢ um regulador chave da apoptose e codifica a
fosfoproteina p53, amplamente associada ao processo carcinogénico no microambiente tumoral. A
p53 funciona como um fator de transcri¢do que tem um papel central na coordenagdo da resposta
celular que ¢ estabilizado e ativado por vérios sinais genotoxicos e de estresse celular, tais como
danos de DNA, hipoxia, perda de adesdo celular, frio, calor, encurtamento telomérico, dentre
outros. Essa proteina também atua regulando outros genes como proteinas da familia BCL-2

(72,73).



35

Os niveis de 7P53 em células normais sdo baixos, porém quando ocorre um estresse ou
danos no DNA, a proteina ¢ estabilizada e se torna ativa. A parada do ciclo, assim como a ativagdo
da apoptose, ¢ dependente de p53 e parece contribuir com a inibi¢ao do desenvolvimento do cancer
em varios estagios (73). A p53 ¢ expressa em aproximadamente 50% dos tumores humanos,
podendo afetar tanto na evolugdo e biologia quanto resposta terapéutica (74). Dependendo de sua
localizagdo no citoplasma ou no nucleo, a p53 pode atuar inibindo ou induzindo o processo de
autofagia, caracterizando importante mecanismo de resisténcia a drogas, além de interagir com
inibidores de mTOR (regulador de crescimento, proliferacdo e sobrevivéncia celular)(75) Estudos
apontam que mutagdes nesse gene estao associadas com o risco de recidivas e progressao da LLA-

T e LLC (76).

Cai et al (2020), demonstrou que a atividade da p53 influencia na iniciagdo da leucemia e
sensibilidade terapéutica aos inibidores farmacoldgicos(75). Segundo Mattsson et al (2018), a alta
expressao de 7P53 em pacientes ap0s transplante de células-tronco hematopoiéticas sinalizam uma
recaida em pacientes pediatricos com LLA, sugerindo um potencial marcador para progndstico

adicional afim de, predizer recidiva apds Transplante(74).

2.9.2. BCL?
O gene BCL2 (B-cell CLL/lymphoma 2) (ID HGNC: 990; Refseq NM 000633 e

OMIM:151430) de localizacdo citogenética: 18q21.33, se trata de um proto-oncogene que codifica
a proteina BCL2 e tem fungao de regulador-chave da via apoptdtica mitocondrial intrinseca. Ngan
et al. (1988) encontraram a proteina BCL2 imunorreativa em células neoplasicas de quase todos os
linfomas foliculares, enquanto nenhuma proteina BCL2 foi detectada em tecido linfoide normal ou

foliculos afetados por processos nao neoplasicos(77).

Em estudos de imunolocalizagdo desenvolvidos por Hockenbery et al. (1990)
demonstraram que a proteina BCL2 localiza-se na membrana mitocondrial interna. A proteina atua
estabilizando o potencial de membrana e reduzindo a permeabilidade(78). Estudos apontam que o
gene BCL2 ¢ um proto-oncogene regulador critico de morte celular programada cuja expressao
frequentemente se torna alterada em canceres humanos (79,80). Em situagdes de estresse celular
como processo de hipdxia, radiagdo e até mesmo a quimioterapia, como demontrado na figura 5

ocorre a inativagdo dos membros antiapoptdticos da familia BCL2 e atiavagdo do membros pro-


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore?term=NM_000633
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apoptoticos efetores desta mesma familia. Esta mudanga reflete no aumento da permeabilidade da
membrana mitocondrial e assim na liberacdo de proteinas que ativam a cascata de caspases

resultando na apoptose (81).
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Figura 5. Ativagdo da via intrinseca da apoptose regulada por membros da familia Bcl-2. Fatores externos e internos
podem acarretar em dano ao DNA, culminando na ativagdo de iniciadores pro-apoptdticos como proteinas BH3 que
ligam-se a proteinas antiapototicas e ativam proteinas pro-apoptoticas efetoras (BAX/BAK) acarretando na
permeabilizacdo da membrana, liberagdo do citocromo C e consequentemente uma cascata de caspases resultando na
apoptose. Genes antiapoptoticos como o BCL2 também, estd sendo demonstrado na figura, atuante na supressao da
oligomerizagdo BAK/BAX e evitando a apoptose. A superexpressao desse gene pode culminar na resiténcia
quimioterapica.

Fonte: Adaptado de Adams et al. (2018).

Altos niveis de BCL2 tém sido correlacionados com fenotipos mais agressivos, tanto no
caso de neoplasias hematologicas como em tumores solidos. Na LMA, a superexpressdao do BCL2

foi associada ao prognostico ruim, conferindo um aumento na sobrevida das células neoplasicas e
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resisténcia a toxicidade dos agentes quimioterapicos (82,83). Shman et al (2008) observou que
pacientes infantis com LMA foram menos sensiveis a apoptose espontanea e tiveram niveis de
expressdo de BCL?2 até 5 vezes maiores (84). Por outro lado, os niveis de expressao do gene BCL?2
tiveram uma correlagdo negativa em pacientes com leucemia linfoblastica aguda(85). Outro estudo
demonstrou que a expressdo de BCL?2 foi correlacionada a sensibilidade a apoptose apds exposicao

a radiacdo ionizante em pacientes com LLA pediatricos (86).

3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL

e Caracterizar a expressdao de genes de resisténcia a multiplas drogas (ABCBI, ABCCI e
MYVP) e antiapoptoticos (TP53 e BCL2) na resposta a terapia de inducdo em pacientes com
leucemia linfoblastica aguda atendidos na Fundagdo HEMOAM.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Identificar os niveis de expressdo dos genes de resisténcia a multiplas drogas (4BCBI,
ABCCI e MVP) e antiapoptoticos (TP53 e BCL2) em pacientes com leucemia linfoblastica
aguda ao DO e D35;

e Comparar os niveis de expressdo dos genes de resisténcia a multiplas drogas (4BCBI,
ABCCI e MVP) e antiapoptoticos (TP53 e BCL2) em pacientes com leucemia linfoblastica

aguda com os niveis expressao em criangas saudaveis atendidas na Fundagio HEMOAM,;

4. MATERIAL E METODOS

4.1. TIPO DE ESTUDO

Trata-se de um estudo longitudinal do tipo prospectivo a fim de avaliar a influéncia da
expressdo de genes de resisténcia a multiplas drogas (ABCBI, ABCCI, MVP) e antiapoptdticos

(TP53 e BCL2) no prognostico de pacientes com leucemia linfobléstica aguda.
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4.2. ASPECTOS ETICOS

Este projeto faz parte de um projeto maior intitulado “Biomarcadores celulares e
moleculares envolvidos na resposta imunologica de pacientes com Leucemia Linfoblastica Aguda:
Novas abordagens aplicadas ao diagndstico, prognostico e terapéutica” coordenado pelo Dr.
Allyson Guimardes da Costa, aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da Fundagao
Hospitalar de Hematologia e Hemoterapia do Amazonas (HEMOAM) sob o seguinte nimero do

parecer: 4.982.395 e data de parecer: 17/09/2021 (Apéndice 02).

4.3. FLUXOGRAMA DE TRABALHO

O fluxograma de atividades realizadas no estudo, estd sendo demonstrado na Figura 6. No
qual foi dividido em 3 etapas: Inclusdo de participantes ( seguindo os critérios de elegebilidade do
grupo caso e grupo controle); Coleta e armazenamento de amostras, para o grupo caso fizemos a
coleta em dois momentos (D0 e D35) sendo amostras de sangue periférico e medula 6ssea. Para o
grupo controle foram realizadas coletas em tempo unico e apenas amostras de sangue periférico;
A etapa de Procedimento abrangeu as atividades como extracdo de RNA, sintese de cDNA,

expressao génica por qPCR, analise e escrita da tese.
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Figura 6. Represencdo esquematica do fluxagrama do estudo dividido em trés etapas: Inclusdo dos participantes;

Coleta de amostras e armazenamento; Procedimento.
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4.4. PACIENTES E AMOSTRAGEM

No grupo caso, foram incluidos 17 pacientes diagnosticados com leucemia linfoblastica
aguda do subtipo B, que procuraram atendimento na Fundagio HEMOAM, no periodo de outubro
de 2021 a dezembro de 2022. Realizamos as coletas de amostras (medula 6ssea e sangue periférico)
em dois diferentes estagios (DO e D35) a fim de avaliar os niveis de expressao génica, durante as
fases de tratamento. No grupo controle, incluimos 17 criancas (menores de 18 anos) que foram
atendidas em consulta ambulatorial de rotina da Fundagio HEMOAM, entre novembro de 2022 a
abril de 2023 e que ndo apresentavam alteragdes na série leucocitaria. Para o grupo controle,

realizamos apenas coleta de amostra do sangue periférico em um unico estagio.

4.5. CRITERIOS DE ELEGIBILIDADE

Foram incluidos no grupo caso, pacientes diagnosticados com LLA (menores de 18 anos),
ambos 0s sexos € que estavam na fase de inducdo, conforme protocolos médicos estabelecidos e
que procuraram atendimento na Fundagio HEMOAM, no periodo de outubro de 2021 a dezembro
de 2022. No grupo controle, foram incluidas criangas (menores de 18 anos) que deram entrada na
Fundagdo HEMOAM entre novembro de 2022 a maio de 2023, para a realizacdo de consulta
ambulatorial de rotina e que ndo apresentavam alteracdes na série leucocitaria. Os participantes de
ambos os grupos, foram incluidos mediante a assinatura do Termo de Consentimento Livre e

Esclarecido (TCLE) ao decidirem participar da pesquisa.

4.5.1. CRITERIOS DE NAO INCLUSAO

Serdo cessados do estudo portadores de qualquer outra doenca hematoldgica, pacientes

maiores de 18 anos, indigenas e que ndo se enquadrem aos nossos critérios de inclusao.

4.5.2.CRITERIOS DE EXCLUSAO
Serdo excluidas amostras coaguladas ou insuficientes para a realizacdo do experimento e

amostras com ma qualidade apds extracdo do material genético.
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4.6. COLETA DE DADOS

Os dados foram coletados através de prontuarios da Fundagio HEMOAM, através do Setor
de atendimento médico ¢ estatistico (SAME) e sistema idoctor sendo eles: dados
sociodemograficos (Idade, género e residéncia), laboratoriais (hemograma, mielograma e

imunofendtipo) e clinicos (protocolo de tratamento, manifestagdes clinicas e 6bito).

4.7. COLETA DE AMOSTRAS

Para o grupo caso, foram coletados aproximadamente 2 mL de amostra ( 2mL medula ¢ssea
e 2 mL de sangue periférico) ao DO e D35. Para o grupo controle, foram coletados
aproximadamente 2mL de amostra de sangue periférico. As amostras foram coletadas em tubos
com sistema a vacuo contendo EDTA (BD Vacutainer® EDTA K?2), pela equipe multidisciplinar

da Fundagio HEMOAM.

Assim realizamos a confirmacdo do diagndstico no grupo caso e analise do hemograma do
grupo controle, convidamos os individuos a participarem da pesquisa e posteriormente aplicagio e
assinatura do TCLE, em seguida as amostras foram encaminhadas ao Laboratdrio de Gendmica da

Fundacdo HEMOAM para processamento ¢ armazenamento pela equipe do projeto.

4.8. OBTENCAO DE CELULAS MONONUCLEADAS

Ap0s a coleta das amostras de medula 6ssea e sangue periférico, realizamos o isolamento
das células mononucleadas de sangue periférico (PBMC) com a lise de hemécias utilizando tampao
de lise. Com o precipitado livre de hemacias, ressuspendemos o pellet com solucdo salina,
homogenizamos, centrifugamos e foi desprezado o sobrenadante. Apds ser retirada a solucgdo
salina, foi adicionado RNA/ater para conservar as amostras em pellet € armazenadas em criotubos

até o momento da extracdo do material genético.

4.9. EXTRACAO DE RNA

O RNA (Acido Ribonucleico) sera extraido usando o reagente Trizol®, conforme descrito

no POPO1 presente em apéndice 04. A quantificacdo de RNA foi determinada usando o
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espectrofotometro Nanodrop 2000c, estabelecendo como valor de concentragdo aceitdvel um valor
acima >60 ng/uL. A pureza do RNA foi determinada pelas relagdes 260/280 e 260/230,
estabelecendo um valor >1,8 como o parametro aceitavel. Além disso a qualidade do RNA extaido
foi posteriormente avaliada em gel de agarose ndo desnaturante a 0,8% corado com brometo de

etidio (Figura 7).

Figura 7. Avaliagdo da integridade do RNA por gel de agarose ndo desnaturante a 0,8%. Observou-se na imagem a
presenca das bandas 28S e 18S, indicando que ndo houve degradacdo e contaminagdo por DNA genomico.

Fonte: Acervo pessoal.

4.10. SINTESE DE ¢cDNA

Foram convertidos 100ng de RNA total em cDNA (DNA complementar) utilizando o Kit

GoScript Reverse Transcription System, conforme o protocolo do fabricante (POP02 - apéndice
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05), para utilizagdo no ensaio de expressao génica os cDNAs sintetizados foram armazenados a -

20°C até a realizagdo da técnica.

4.11. EXPRESSAO GENICA

A deteccao da expressao dos transcritos génicos ocorreu através da técnica de Reacdo em
Cadeia da Polimerase em Tempo Real (PCR — Real Time) na qual, utiliza como marcador
quantitativo as sondas flurescentes TagMan™ da Applied Biosystems, especificas para os genes de
interesse (ABCBI1, ABCCI, MVP, TP53 e BCL2). Como controle para a comparacao da expressao
relativa, utilizamos indicadores para o gene GAPDH As reacdes foram realizadas em duplicatas,
em microplacas de 96 pogos sendo adicionado agua ultrapura (1,25ul), Master Mix universal (§uM)
2x (2,5 pl), sondas TagMan 20x (0,25 pl), e cDNA (1ul) de cada paciente (O procedimento esta
descrito em detalhes no POP03, em apéndice 06).

Amplification Plot

0.00001 1

0.000001
2 4 6 8 10 12 14 16 18 2 2 X X2 2 2 3 ¥ 3B 4 2 4 8 &4 20

Cycle

Figura 8.Curva de amplicagdo gerada para o gene GAPDH de 96 amostras, ilustrando a razdo entre o nivel de
emissdo de luz com o nimero de ciclos.

Fonte: Acervo pessoal.

A amplificacdo das sequéncias de interesse sera realizada no termociclador StepOnePlus e
a leitura da florescéncia serd realizada a partir do software StepOne v2.0, o qual gerd um grafico

exponencial que relaciona o nivel de emissdo de luz com o numero de ciclos, estd sendo



44

demonstrado na Figura 8, na qual inlustra a curva de amplifica¢do gerada para o gene GPDH de
96 amostras. As sondas utilizadas no estudo estdo descritas na Tabela 1, conforme a descri¢ao
dos genes de interesse. Para calcular a expressdo relativa da expressdo génica, sera utilizado o

método de comparagio de Ct (-AACT?).

Tabela 3. Gene de referéncia, localizacao e kit de expressdo génica.

Gene Localizagao Kit de expressao génica
ABCBI 7921.12 Hs00184500 m1
ABCCI 16p13.11 Hs01561518 ml

MVP l6pl1.2 Hs00250049 m1

P53 17p13.1 Hs00153349 ml

BCL2 18g21.33 Hs04986394 s1
GAPDH 12p13.31 Hs02786624 ¢l

4.12. ANALISE DE DADOS

Utilizamos o Execel para tabulagdo dos dados em planilhas. Analises descritivas foram
realizadas para caracterizar a populacdo do estudo. As varidveis categoricas foram comparadas
usando o teste qui-quadrado de Pearson (corre¢do de Yate) ou o teste bicaudal de Fisher e
apresentadas como numero e frequéncia (%) nas tabelas. Variaveis continuas foram exibidas como
mediana e intervalo interquartil (IQR) e testadas para distribuicdo Gaussiana usando o teste
D'Agostino-Pearson. As comparagdes dos valores entre dois grupos independentes foram feitas
por meio do teste de Mann-Whitney, enquanto as comparacdes entre dois grupos dependentes
foram feitas por meio do teste de postos assinados de pares combinados de Wilcoxon. Além disso,
comparagdes multiplas entre trés ou mais grupos foram realizadas usando os testes de Kruskal-
Wallis seguidos pelo teste de Dunn’s. Em todos os casos, foi considerada significancia p < 0,05.

As andlises foram realizada usando o software Graph Pad Prism v.8.0.
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5. RESULTADOS
5.1. CARACTERISTICAS DA POPULACAO EM ESTUDO

As caracteristicas da populagdo em estudo estdo demostradas na Tabela 2. Foram incluidos
no estudo 17 individuos no grupo controle, com idade mediana de 10 anos, além de 17 individuos
no grupo caso, com idade mediana de 6 anos. Foram predominantes, em ambos os grupos de estudo,

os individuos do sexo masculino (53% ¢ 71%).

Em relagdo a residéncia, 76% dos individuos que fizeram parte do grupo caso eram
residentes na capital Manaus, enquanto 24% eram do interior do Amazonas. Todos os individuos
do grupo controle eram provenientes da cidade de Manaus. 65% dos individuos do grupo caso
apresentaram manifestagdes clinicas tais como, anemia (53%) adenomegalia (30%), febre (41%),
outros (18%) (infecgdes, sangramentos, dor Ossea, fadiga, dentre outros) e 35% dos pacientes nao
apresentaram manifestagdes clinicas aparentes. 2 (12%) pacientes incluidos no estudo, sofreram

Obito durante o tratamento.

Os dados laboratoriais dos pacientes com LLA-B demonstraram uma mediana de
Hemoglobina de 7,4 g/dL, Hematocrito de 21,40 g/dL, Leucdcitos de 6.660 g/dL e Plaquetas de
27.000 g/dL. Em relagdo aos dados laboratoriais do grupo controle, foi demonstrado uma mediana
de Hemoglobina de 13,70 g/dL, Hematocrito 40g/dL, Leucocitos 7.860 g/dL e Plaquetas 257.000
g/dL.
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Tabela 4. Avaliagao dos dados sociodemografico, clinicos e laboratoriais dos pacientes com leucemia linfoblastica

aguda e do grupo controle.

Grupo Controle Grupo Casos LLA-B

Variaveis
(n=17) (n=17)
Idade (idade, median [IQR]) 10 [6-14] 6 [3-9]
Género
Masculino, n(%) 9 (53%) 12 (71%)
Feminino, n(%) 8 (47%) 5 (29%)
Residéncia
Manaus, n(%) 17 (100%) 13 (76%)
Interior do Estado do Amazonas, n(%) - 4 (24 %)
Outro Estado, n(%) - -
Manifestacoes clinicas
Sim, n(%) - 11 (65%)
Anemia, n(%) - 9 (53%)
Adenomegalia, n(%) - 5 (30%)
Febre, n(%) - 7 (41%)
Outros, n(%) - 3 (18%)
Nao, n(%) - 6 (35%)
Obito
Sim, n(%) - 2 (12%)
Nao, n(%) - 15 (88%)
Hemoglobina (g/dL, median [IQR]) 13,70 [12,88 -14,25] 7,4 16,3 - 8,9]

Hematocrito (g/dL, median [IQR])
Leucdcitos (g/dL, median [IQR])
Plaquetas (g/dL, median [IQR])

257.000 [19.500 -340.000]

40 [38,4 - 43,5]
7.860 [6.095 - 8.580]

21,40 [18,45 - 26,40]
6.660 [2.305 -119.900]
27.000 [16.000 - 63.000]

5.2. EXPRESSAO DOS GENES DE RESISTENCIA

Na Figura 9. estda demonstrado o nimero de amostras presentes no grupo controle, que

expressaram os genes em estudo. Das quais, 17 (100%) amostras expressaram nosso gene de
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controle endégeno GAPDH, 16 (96%) expressaram o gene BCL2, 7 (41%) TP53, 8 (47%) ABCBI,
4 (23%) ABCC1 e 6 (35%) MVP.

Grupo Controle

20—

Number of samples with
Gene Expression

I
GAPDH BCL2 TP53 ABCB1 ABCC1 MVP

Figura 9. Representacao grafica do niimero de amostras controles de sangue periférico que expressaram os genes:

GAPDH, BCL2, TP53, ABCB1, ABCC1 e MVP.

A Figura 10 representa o nimero amostras de sangue periférico (SP) do grupo caso ao
diagnéstico (DO) (representacdo A) e dia 35 (D35) (representagdo B) que expressaram os genes
GAPDH, BCL2,TP53,ABCB1,ABCCI e MVP. Em ambos os dias (D0 e D35), 100% dos pacientes
expressaram o controle endégeno GAPDH. Em relacdo aos genes antiapoptoticos houve uma
diminui¢do do niimero de amostras que expressaram os genes, a0 DO quando comparadas ao D35.
8 (47%) amostras expressaram o gene BCL2 ao D0 e 5 (29%) amostras expressaram o gene ao

D35. Para o TP53, 5 (29%) e 4 (23%) amostras foram expressas ao D0 e D35 respectivamente.

A quantidade de amostras de sangue periférico que expressaram os genes de resisténcia
ABCBI1 e ABCCI no grupo caso também dimuiram no decorrer do DO ao D35. No dia 0, 18% (3)
das amostras expressaram o gene ABCBI e 29% (5) o gene ABBCI porém, ao dia 35 houve a

expressdo de apenas 1 (6%) amostra de sangue periférico para ambos os genes. O numero de
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amostras que expressaram o gene MVP permaneceu 0 mesmo ao compararmos ambos os dias,

sendo 12% (2) das amostras que expressaram este gene (Figura 10).

Amostras de SP - DO Amostras SP - D35
20 20

10

10+

Gene Expression

Number of samples with
Gene Expression
Number of samples with

. ol 1§ .

GAPDH BCL2 TP53 ABCB1 ABCC1 MVP GAPDH BCL2 TP53 ABCB1 ABCC1 MVP

Figura 10. Representagao grafica do numero de amostras do grupo caso ao DO (A) e D35 (B) do sangue periférico que

expressaram o genes em estudo.

O nimero de amostras de medula 6ssea (BM) que expressaram os genes em estudo, estdo
representadas na Figura 11. Pode ser observado que todas as amostras expressaram o gene
GAPDH em ambos o dias 0 e 35. Também foi possivel obsevar uma dimui¢do na quantidade de
amostras que expressaram os genes BCL2, TP53, ABCBI e MVP no D35 ao compararmos com
DO0. Foram expressas para o gene BCL2 (9/6), TP53 (7/4), ABCBI (4/2), MVP (4/2) amostras ao
DO e D35 respectivamente. O nimero de amostras de medula dssea que expressaram o gene de
resisténcia ABCCI, demonstrou-se igual tanto dia 0 quanto no dia 35, sendo equivalente a 3

amostras (18%).
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Figura 11. Representagdo grafica do nimero de amostras do grupo caso ao D0 (A) e D35 (B) da medula 6ssea que

expressaram o genes em estudo.

5.3. AVALIACAO DOS CICLOS THRESHOLD (CT) POR GENES

A avalicdo dos ciclos de Ciclo Threshold (Ct) por Genes (GAPDH, BCL2, TP53, ABCBI,
ABCCI e MVP), dias (D0 e D35) e tipos de amostras (sangue periférico e medula 6ssea) estd sendo
representado na Figura 12. O Ct reflete ao nimero do ciclo no qual a flurescéncia emitida em uma
reacdo cruza o Threshold (linha limiar), equivalente a uma medida relativa da concentragdo do
alvo na reagdo de qPCR. No qual obsevamos que, para o grupo controle do gene GAPDH (Fig.
12A) a média do Ct foi 27. Enquanto no grupo caso, a média do Ct para o DO e D35 sangue

periférico (PB) foi 28 e 30 respectivamente. As amostras medula ¢ssea apresentaram o Ct 29 (DO0)
e 30 (D35).

A média do Ct do gene ABCCI (Fig. 12B) no grupo controle e amostras D35 do sangue
periférico e medula 6ssea do grupo caso, foram de 30 para ambos os grupos. As amostras DO
apresentaram média de Ct igual a 29. O gene ABCBI1 (Fig. 12C) apresentou as seguintes médias
de Ct: 29 (grupo controle), 32 (DO - PB), 28 (D35 - PB) e (DO - BM), 27 (D35 - BM). Em relacao
a média do Ct para o grupo controle dos genes 7P53 e BCL2, ambos apresentaram média de
aproximadamente 28. O DO (PB e BM ) do gene TP53 teve como Ct médio 27 e ao D35 (PB) a
média foi de 32 enquanto, o D35 BM foi 29 (Fig. 12D). O Ct médio do grupo caso para os genes
BCL?2 (Fig. 12E) e MVP (Fig. 12F) foi de aproximadamente 29 (PB e BM). No grupo controle as
médias do Ct foram BCL2 (27) e MVP (29).
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Figura 12. Avalia¢do da média do Ciclo Threshold (CT) por gene, representados pelas letras: A -GAPDH; B - ABCCI;
C-ABCBI; D - TP53; E - BCL2; F- MVP. Os Ct dos genes alvo foram subdivididos conforme os dias ( DO e D35) e

tipos de amostras: sangue periférico (SP) e medula 6ssea (MO).

5.4. AVALIACAO DA EXPRESSAO DOS GENES ANTIAPOPTOTICOS

Para a quantificagdo relativa foi utilizado o método de Ct comparativo, no qual realizamos

o calculo 2-ddCt para avaliacdo da expressdo génica em amostras de sangue periférico (DO e D35)

e comparamos entre o0s grupos controle e caso (Figura 13). A expressao do gene BCL?2 foi

estatiscamente menor em individuos saudéveis quando comparada com a expressao em pacientes

com LLA ao DO (Diagnostico) e D35 (Durante a fase de indugdo do tratamento). Ao dia 35

observou-se que os pacientes com LLA apresentaram niveis mais altos de BCL2 em amostras de

sangue periférico quando comparadas ao dia 0, mas as diferencas nao foram signfificativas.
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Figura 13. Avaliacdo da expressdo do gene BCL2 em amostras de sangue periférico no grupo caso e controle.

Em seguida, realizamos a analise dos resultados finais da expressdo génica em valores log.
Englobamos todas as amostras (sangue periférico e medula dssea) e seus respectivos tempos (DO
E D35). Utilizamos analise em base log afim de que, tornaria a distribui¢do dos dados simétrica.
Na Figura 14, avaliamos a expressdo do gene BCL no qual demonstrou que os niveis de expressao
do gene eram inferiores em criangas saudaveis quando comparados aos niveis de pacientes com
LLA, tanto em amostras de medula dssea quanto sangue periférico. Além disso, ao fazermos uma
comparagdo entre os tipos de amostras percebemos que, os niveis de expressdo em sangue
periférico decairam entre o dias 0 e 35 enquanto, na medula dssea a expressao aumentou no dia 35

ao compararmos com o dia do diagndstico.
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Figura 14. Avalicao da expressdo diferencial de BCL2 em amostras de sangue periférico e medula dssea, ao dia 0 e

35 de criangas saudaveis e pacientes com LLA.
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Na Figura 15 podemos observar os niveis de expressdao de 7P53 em amostras de sangue
periférico. Demonstrou-se que, a expressao de 7P53 em individuos do grupo controle foram
inferiores aos niveis expressos pelos pacientes de LLA ao DO e D35. Além disto, ao dia 35 os

pacientes apresentaram niveis mais elevados de 7P53 quando comparamos ao dia do diagndstico.
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Figura 15. Avaliacao da expressdo do gene 7P53 em amostras de sangue periférico no grupo caso e controle.

Ao compararmos os niveis de expressao de 7P53 através da andlise por FC log (Figura
16), o grupo controle apresentou niveis de expressdo mais baixos que o DO (medula 6ssea e sangue
periférico) dos pacientes com LLA. No entanto, ao D35 os niveis de expressdao de 7P53 foram
significadamente menores tanto nas amostras de sangue periférico quanto medula 6ssea de

pacientes com LLA.
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Figura 16. Avali¢do da expressao diferencial de 7P53 em amostras de sangue periférico e medula dssea, ao dia 0 e 35

de criangas saudaveis e pacientes com LLA.
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5.5. AVALIACAO DA EXPRESSAO DOS GENES DE RESISTENCIA

Na analise da expressdo génica pelos valores de 2-ddCt para o gene ABCBI foi possivel
observar que o grupo controle expressou o gene em niveis menores quando comparados ao DO de
pacientes com LLA. No entanto, ao D35 durante o tratamento os pacientes com LLA ndo

expressaram mais o gene ABCB1 em amostras de sangue periférico (Figura 17).

Differential expression
10

5_

ddCT ABCB1
o
!

-10 | | |
CG DO D35

Figura 17. Avaliacao da expressdo do gene ABCBI em amostras de sangue periférico no grupo caso e controle.

Ao fazermos a andlise dos resultados finais da expressdo por FC log (representados na
Figura 18), foi possivel confirmar que os niveis de ABCBI em criangas saudaveis foram inferiores
quanto aos de pacientes de LLA. No entanto, ao compararmos a data de diagndstico e o dia 35 do
tratamento, os niveis de expressdo de ABCBI no sangue periférico foram consideravelmente mais
baixos e ao analisarmos as amostras medula Ossea, esses pacientes ndo expressaram os genes no

dia 35.
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Figura 18. Avalicdo da expressdo diferencial de ABCBI em amostras de sangue periférico ¢ medula 6ssea, ao dia 0 e

35 de criangas saudaveis e pacientes com LLA.

Os niveis de ABCCI em amostras de sangue periférico de criangas saudaveis foram
inferiores aos de pacientes com LLA no diagnostico, porém, esse pacientes ndo expressaram o gene

ABCCI no sangue periférico ao dia 35, esses dados estdo sendo demonstrados na Figura 19.
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Figura 19.Avaliagdo da expressdao do gene ABCC1 em amostras de sangue periférico no grupo caso e controle.

Ao fazermos a andlise por FC log obtivemos um outro parametro dos dados (Figura 20). O

qual demonstrou que o grupo controle obteve uma expressdo maior do que o grupo caso € os niveis
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de expressdo em amostras de sangue periférico foram superiores aos da medula dssea. Os niveis de

ABCCI no sangue periférico aumentou no D35 enquanto na medula 6ssea, esses niveis foram

aproximadamente zero.
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Figura 20. Avalicao da expressao diferencial de ABCCI em amostras de sangue periférico e medula 6ssea, ao dia 0 e

35 de criangas saudaveis e pacientes com LLA.

Na avaliagdo da expressdo diferencial de MVP em amostras de sangue periférico (Figura

21), o grupo controle apresentou niveis mais elevados do gene quando comparados ao grupo caso.

Os niveis de MVP desmonstraram-se superiores ao dia 35 quanto ao dia 0.
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Figura 21. Avaliacdo da expressdo do gene MVP em amostras de sangue periférico no grupo caso e controle.
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Através dos parametros apresentados pela analise por FC log na Figura 22, observamos
que os niveis foram mais elavados em criangas saudaveis e que ao D35 os pacientes apresentaram
niveis baixos em comparacdao ao D0 no sague periférico. No entanto, ao olharmos para as amostras
de medula 6ssea desses pacientes percebemos que ao D35 ndo estava ocorrendo expressao do gene

MVP.

Differential expression
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Figura 22. Avalicdo da expressdo diferencial de ABCC1 em amostras de sangue periférico e medula dssea, ao dia 0 e

35 de criangas saudaveis e pacientes com LLA.

6. DISCUSSAO

A manutencao da homoeostase em tecidos normais reflete um equilibrio entre a proliferagdo
celular e a morte celular. Os membros da familia BCL2 e o gene TP53 possuem um papel central
na regulacdo da morte celular programada, controlando sinais intracelulares pro-apoptoticos e
antiapoptoticos. No cancer, a evasdo da apoptose através da desregulacdo de genes ¢ um evento
recorrente, portanto, a inibicdo seletiva de proteinas especificas antiapoptdticas representa uma
oportunidade terapéutica promissora (87). A expressdo aberrante de genes que controlam a
apoptose, como os membros da familia BCL2, representam uma caracteristica recorrente das
células leucémicas que pode levar ao aumento da sobrevivéncia celular e resisténcia a

quimioterapia (88).
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Em um estudo realizado por Cahyadi et al. (2018), avaliando a expressdo de BCL2 em 17
criancas com LLA durante a fase de terapia de indugdo, foi observado que 6 criancas foram ao
obito e 11 conseguiram finalizar a terapia de inducdo. Em concordancia aos resultados apresentados
em nosso estudo, a maioria das criangas também eram do género masculino e apresentavam
manifestagdes clinicas como adenomegalias. Nesse estudo foi observado diminuig¢do da expressao
de BCL2 em medula 6ssea ao diagnostico (22,6%) quando comparado com o final da quimioterapia
(9,9%), no entanto, sem diferenca significativa (p=0,075)(89). Em nosso estudo, houve essa
diminuicdo apenas em amostras do sangue periférico, na medula 6ssea os niveis de BCL2

aumentaram ao dia 35.

Em outro estudo, realizado com pacientes de LMA, o BCL?2 foi superexpresso em 56,6%
(137/242) dos casos e foi associado ao pior prognostico (90). Segundo Zhou et al. (2019) a
expressdao de BCL?2 foi aumentada em pacientes com LMA recém-diagnosticados em comparacao
com os controles saudaveis (91). Em nosso estudo também observamos que o grupo controle
apresentou niveis mais baixos de BCL2 do que os pacientes com LLA-B. Isso pode estar
relacionado aos agentes inibidores de BCL2, que sdo agentes promissores durante o tratamento e
acompanhamento de pacientes com LMA (92). Embora esses dados sejam interessante, nota-se na

LLA-B ainda ha uma caréncia de estudos envolvendo a expressdao de BCL2.

O gene da proteina supressora de tumor 7P53 ¢ um supressor de tumor crucial, responséavel
pela maior defesa contra o crescimento tumoral, pois promove autofagia, sinalizacdo de apoptose,
transcrigdo, respostas imunes ou inflamatorias e estd associado a varios tipos de cancer no entanto,
pouco se sabe sobre sua expressdo em pacientes com leucemia linfobléstica aguda de células B
(LLA-B) (93,94). No presente estudo, os niveis de 7P53 foram mais altos em pacientes com LLA-
B quando comparados a individuos saudaveis porém, esses niveis diminuem significamente ao D35

durante a terapia de indugdo.

Weng et al. (2020) realizou um estudo com 146 criangas com LLA e 23 criangas doadoras
com purpura trombocitopénica idiopatica (PTI) e demonstrou resultados semelhantes aos nossos,
o nivel de mRNA de 7P53 em pacientes com LLA foi maior em comparacao com os doadores PTI
(P =0,019) e o associou como um marcador de progndstico ruim em pacientes com LLA (95). Na

LMA a expressao de 7P53 ¢ utilizada como uma ferramenta de leitura global sensivel e especifica
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para mutagdes 7P53 (96). Estudos apontam que pacientes de LMA com mutagdes no gene 7P53 e

que recebem quimioterapia convencional tém resultados desfavoraveis no tratamento (97).

A quimiorresisténcia ¢ um fator importante na falha do tratamento em pacientes com
leucemia linfoblastica aguda, este mecanismo envolve transportadores de efluxo de drogas
dependentes de ATP como os da familia dos transportadores ABC e MVP (98). Segundo Organista-
Nava et al. (2019) , os niveis de ABCBI foram mais baixos em individuos com Leucemia Aguda
em comparacdo a individuos saudaveis e ndo foi observado diferengas significativas entre a
expressao de ABCCI entre os grupos. No entanto, os pacientes que apresentavam altos niveis de
ABCCI (OR= 5,50, IC 95% = 1,12-27,06) tiveram maior chance de recairem durante o tratamento
(99). Outro estudo, realizado com pacientes de LMA também associaram a alta expressdo de

transportadores ABC a resisténcia a quimioterapica (100).

Nossas descobertas no presente estudo demonstraram que os individuos saudaveis
apresentaram menor expressao de ABCBI em comparacdo com pacientes com LLA-B, sendo que
esses niveis diminuem ao dia 35 (tanto no sangue periférico quanto na medula 6ssea). Em relagdo
aos niveis de ABCC1, o grupo controle apresentou maior expressao do que os pacientes com LLA-
B e os niveis de ABCCI em sangue periféricos ao dia 35 aumentam enquanto na medula ossea os
niveis diminuiram. Nosso estudo apresentou ainda resultados semelhantes ao estudo realizado por
Gurbuxani et al. (2001) que avaliou a expressdo de ABCBI e ABCCI em 167 pacientes com LLA
em diferentes estagios (novos casos, remissao completa e recaidas). Seus resultados mostraram que
o nivel de expressdo de ABCC! foi maior em pacientes com LLA que recairam e aqueles individuos

que expressaram altos niveis de ABCCI ndo atingiram a remissdo completa (101).

O aumento da expressao de MV'P foi relacionado a piora da sobrevida livre de eventos (p =
0,005) em pacientes com LLA (39). Em nosso estudo, o grupo controle apresentou maior expressao
de MVP em comparagdo ao pacientes com LLA. Além disso, os niveis de M VP no sangue periférico
aumentou e na medula dssea diminuiram ao D35, durante a quimioterapia de indugdo. Em outro
estudo, realizado com pacientes com LMA, foi apresentado resultados semelhantes aos nossos,
com niveis de expressdo do MVP sem diferencas significativas, sem nenhum dos parametros
associados a sobrevida global ou livre de recidiva (102). No entanto, outro estudo demonstrou que
a expressao de mRNA de MV'P foi significativamente associada a resisténcia a quimioterapia de

inducdo em pacientes com leucemia aguda (103).
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A avaliacdo da expressdo de genes de resisténcia e antiapoptoticos estdo sendo associadas
ao desenvolvimento de diversos tumores e a criacao de inibidores desses genes como de BCL2 ja
estdo sendo apontados como potenciais estratégias terapéuticas em leucemias agudas. Esses
inibidores podem atuar em mecanismos de escape da quimiorresistencia terapéutica (104,105). O
desenvolvimento desse estudo nos proporcionou um novo olhar para estes genes, apesar dos seus
mecanismos ainda ndo estarem totalmente elucidados na literatura. As fungdes ¢ localizagdes
especificas desses genes e seu uso como biomarcadores moleculares promissores na avaliagdao do
prognostico desses pacientes, pode contribuir para a criacdo de terapias alvos e agreagar a
quimioterapia atual, em busca da remissdo medular nesses pacientes, resultando no aumento da

taxa de sobrevida e cura de doencas malignas agressivas como a LLA.

O presente estudo apresentou algumas limitagdes, tais como o nimero de participantes do
estudo ser relativamente menor, quando comparado a outros estudos prospectivos e a auséncia de
algumas informacdes em protudrios dos pacientes, tais como etnia, renda familiar e recaida.
Embora o presente estudo forneca dados relevantes acerca da expressdo de genes de resisténcia e
antiapoptoticos na LLA, se faz necessdrio outros estudos que busquem contribuir com dados
clinicos e laboratoriais sobre a influéncia desses genes na Leucemia Linfoblastica Aguda de células

B

7. CONCLUSAO

Ao témino deste estudo, podemos concluir que os genes antiapoptoticos BCL-2 e TP53 foram
mais expresso em individuos com LLA-B em comparagdo ao grupo controle. Além disso,
observou-se que os genes ABCBI, ABCC1 e MVP tiveram sua expressao reduzida na medula 6ssea
ao término da terapia de indugdo. Evidenciou ainda que em amostras de sangue periférico, os niveis
de expressdo dos genes ABCCI e MVP foram mais elevados ao D35 em contraste com o DO.
Visualizou-se também, que o grupo controle expressou valores mais elevados do gene MVP em
comparagdo aos pacientes com LLA. No entanto, devido as limitacdes deste projeto, estudos
prospectivos sdo necessarios a fim de elucidar a influéncia destes genes em pacientes portadores

de Leucemia Linfobléstica Aguda de células B.
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9. APENDICE

9.1.APENDICE 01- EQUIPE DO PROJETO

Atividade no Projeto

Nome Formacao Instituicao de Pesquisa
HEMOAM/
Daniele de Sa Pereira Biomedicina Mestranda
UEA
Allyson Guimaraes da Enfermeiro HEMOAM/UEA Orientador
Costa
Adriana Ma1}‘1e1r0 Alle Bidloga HEMOAM/UFAM Coorientadora
Marrie
Andréa MO{lteer Far'mac?ut.lca- HEMOAM/UFAM Colaboradora
Tarrago Bioquimica
: : HEMOAM/
Fabiola Silva Alves Biomédica Colaboradora
Hanna UFAM
Glaucia Lima de Souza Biomédica HEMOAM Colaboradora
Jodo Paulo Diniz Far.mac’eut‘lco- HEMOAM Colaborador
Pimentel Bioquimico
Maria do Perpétuo
Socorro Sampaio Médica HEMOAM Colaboradora

Carvalho

9.2.APENDICE 02 — FINANCIAMENTO DO PROJETO

Material Quantidade Valor unitario Valor final
Microtubos 0,1ml 1 pct (1000) R$ 900,09 R$ 900,09
Luvas de procedimento 5 R$ 20,00 R$ 100,00

Ponteiras com filtro 200ul 30 R$ 70,00 R$ 2.100,00
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Ponteiras com filtro 10ul 50 R$ 60,00 R$ 3.000,00
Kit paxgene blood rna 1 R$ 4.487,00 R$ 4.487,00
Kit quantitec reverse 1 RS 1.934,62 RS 1.934,62
transcription
™
TagMan™ Fast Advanced 1 RS 2.809,00 RS 2.809.00
Master Mix
Placas oticas 96 pogos cod I pet (20) R$1.036,02 R$ 1.036,02
barras enduraplate
Sondas Tagman Expression 5 RS 1.273,60 RS 6.368,00
Assay
Total RS 22.734,73

Financiamento: Este projeto foi desenvolvido com recursos indiretos provenientes de

Projeto de Pesquisa aprovado no Ambito do Programa de Apoio a Consolidagdo das Institui¢des

Estaduais de Ensino e/ou Pesquisa (PRO-ESTADO), Resolugido N° 002/2008, da Fundagdo de

Amparo a Pesquisa do Estado do Amazonas (FAPEAM).

9.3. APENDICE 03 PARECER DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA — CEP-HEMOAM

Este projeto faz parte de um projeto maior denominado Biomarcadores celulares e moleculares

envolvidos na resposta imunologica de pacientes com leucemia linfoblastica aguda: Novas

abordagens aplicadas ao diagnostico, prognostico e terapéutica.
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Titulo da Pesquisa: Blomarcadores celulares e moleculares envolvidos na resposta imunolégica de
paclentes com Leucemlia Linfoblastica Aguda: Novas abordagens aplicadas ao
diagnéstico, progndstico e terapéutica

Pesquisador: Allyson Guimaraes da Costa

Area Tematica:

Verséo: 1

CAAE: 51257921.2.0000.0009

Instituicdo Proponente: Fundacao de Hematologla e Hemoterapla do Amazonas - HEMOAM
Patrocinador Principal: Financlamento Proprio

DADOS DO PARECER
NOmero do Parecer: 4 982 305

Apresentacio do Projeto:

Trata-se de um estudo observacional, do tipo longitudinal, retrospectivo e prospectivo para avallagao dos
componentes celulares @ moleculares envolvidos na resposta imunolégica de pacientes com LLA, durante a
terapla de Indugao da remissao e terapla de consolidagio da remissao dos protocolos de tratamento. As
amostras serdo coletadas na Fundagao HEMOAM, durante os procedimentos de rotina dos pacientes. As
coletas ocomrerso em 4 momentos da quimioterapia de remissao, refendos como: diagnéstico (D0), dia 15 da
terapia de Inducio da remissao (D15), final da terapla de Indugdo da remissdo (D35) e no dia 84 da terapia
de consolidacao da remissao (D84) dos protocolos de tratamento, sendo coletados 2 mL de MO e 3mL de
SP em tubos com sistema a vécuo, contendo anticoagutante EDTA (Ethylenediaminetetraacatic) peta Equipe
Médica da Fundacgio HEMOAM. Serdo Induldas no estudo 158 amostras de DNA e plasma de pacientes
com LLA criopreservadas e 203 amostras de DNA e plasma de doadores de sangue. A identificacio de
blomarcadores imunolégicos como Instrumento preditivo de prognéstico e resposta terapéutica fornecera
medos para Identficar os pacientes que apresentar3o uma boa resposta & quimioterapla ou a auséncia dela,
Indicando neste Gitimo caso, a necessidade de Intervengdes terapéuticas alternativas ou mais assertivas de
manelira antecipada, diminuindo a duracio da exposicio a teraplas Ineficazes e potencialmente toxicas, o
que proporcionara medhores resultados e malor qualidade de vida aos paclentes.



9.4. APENDICE 04 - POP01 EXTRACAO DE RNA

PROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRAO

AIS | BIOMARCADORES CELULARES E
MOLECULARES NA LLA
N° POP: 001
EXTRACAO DE RNA
Revisdo: 001
BCM-LLA
1. OBJETIVO

Isolar o RNA a partir de células mononucleares de medula Ossea.

2. RESPONSABILIDADE
2.1. Alunos de Mestrado e Doutorado (Biomédicos, Enfermeiros, Farmacéuticos-

bioquimicos), e alunos de Iniciagdo Cientifica envolvidos nas pesquisas do Projeto
BCM-LLA.

3. CONSIDERACOES GERAIS:
3.1. Antes de iniciar o procedimento, na antessala de paramentagao do LABGEN 1, o
executor devera colocar os EPIs adequados como jaleco com gorro, mascara, estar

usando sapato fechado adequado e ainda devera envolver os sapatos em propé.
3.2. A extragdo de RNA devera ser feita na bancada de extragdo, na sala de pré:PCR (LABGEN

1)

3.3. Equilibre o tampao de Lise com 1% de 2-mercatoetanol.

3.4. Se houver formagao de precipitado ao adicionar o tampao ATL ou AL, dissolver incubando a
56°C.

4. PROCEDIMENTO:
4.1. Coloque <0,2 mL de amostra de sangue total em um microtubo de 1,5 mL
4.2. Adicione 0,2 mL de tampao de lise preparado com 2-mercaptoetanol.
4.3. Agitar no vortex completamente para romper e lisar as células sanguineas,
entdo centrifugar o lisado a 12.000 x g por 2 minutos a temperatura ambiente.
4.4. Transfira o sobrenadante para um microtubo limpo de 1,5 mL.
4.5. Adicione 200 pL de etanol 100% ao tubo da microcentrifuga.
Dispersar qualquer precipitado por vértex ou pipetagem e para baixo vérias vezes (use
ponteiras de pipeta livres de RNase).
4.6. Transfira a amostra (incluindo qualquer restante precipitado) para o Spin. Centrifugue a

12.000 x g por 15 segundos a temperatura ambiente. Descarte o fluxo.



4.7. Adicione 700 pL de Wash Buffer I ao Spin. Centrifugue a 12.000 x g por 15 segundos a
temperatura ambiente. Descarte o fluxo e o Tubo de coleta. Coloque o Spin em um novo
tubo de coleta.

4.8. Adicione 500 pL de Tampao de Lavagem II com etanol.

4.9. Centrifugue a 12.000 x g por 15 segundos a temperatura ambiente

temperatura. Descarte o fluxo e reinsira o Girar o Cartucho no mesmo Tubo Coletor.

4.10. Repita as etapas 8-9 uma vez.

4.11. Centrifugue o Spin Cartridge a 12.000 x g por 1 minuto a temperatura ambiente para
secar a membrana com RNA anexado. Descarte o tubo de coleta e insira

o Spin Cartridge em um tubo de recuperagao.

4.12. Adicione 30 pL—3 x 100 pL de agua livre de RNase ao centro

do Spin Cartridge.

4.13. Incubar a temperatura ambiente durante 1 minuto.

4.14. Centrifugue o cartucho giratério e o tubo de recuperagao para

2 minutos a >12.000 x g a temperatura ambiente.

Observagdao: Apoés centrifugar, quantificar a amostra utilizando o aparelho Nanodrop
2000/2000c.
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9.5.APENDICE 05 - POP02 SINTESE DE cDNA

PROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRAO

AIS | BIOMARCADORES CELULARES E

MOLECULARES NA LLA
N° POP: 002
SINTESE DE ¢cDNA —
KIT GOSCRIPT REVERSE TRANSCRIPTION SYSTEM Revisio: 001
BCM-LLA Data: 16/01/2023
1 - Preparar em um tubo estéril (sobre o gelo):

RNA total (>1pg) pL
Primer (0,5 pg) 1uL
Agua nuclease free q.s.p. 5 pL pL

2 - Incubar a 70°C por 5 minutos e esfriar a 4°C (no gelo) por, no minimo, 5 minutos;
4 - Centrifugar 10 segundos (spin) em uma microcentrifuga;
5 - Armazenar no gelo até que a mistura de transcri¢do reversa seja adicionada;

6 - Fazer um mix com os seguintes componentes (sobre o gelo):

Tampao 5X 1X 4,0 uL

MgCl2 (25 mM) 3mM 24 uL
dNTP (10 mM) 0,5 mM 1,0 uL
Inibidor de RNAses (20 U) 1U/uL 0,5 uL
Transcriptase Reversa 1,0 pL
Agua nuclease free q.s.p. 15 uL 6,1 uL

7 - Misturar gentilmente (batidinhas) e distribuir 15 pL do mix nos tubos contendo as
amostras;
8 - Incubar a 25°C por 5 minutos (etapa de anelamento); 42°C por 60 minutos (etapa de

extensdo); 70°C por 15 minutos (inativagao da enzima); Armazenar a -20°C.



9.6.APENDICE 06 — POP03 EXPRESSAO GENICA

PROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRAO

AIS | BIOMARCADORES CELULARES E
MOLECULARES NA LLA
N° POP: 012
Expressiao Génica por gPCR, Revisdo: 001
BCM-LLA Data: 20/08/2021

1. OBJETIVO

Determinar a expressao de genes por PCR em tempo real.

2. RESPONSABILIDADE

2.1 Alunos de Mestrado e Doutorado (Biomédicos, Enfermeiros, Farmacéuticos-bioquimicos), €

alunos de Iniciagao Cientifica envolvidos nas pesquisas do Projeto BCM-LLA.

3. CONSIDERACOES GERAIS

3.1.Antes de iniciar o procedimento, na antessala de paramentagdo do LABGEN 1, o executor devera
colocar os EPIs adequados como jaleco com gorro, mascara, estar usando sapato fechado
adequado e ainda devera envolver os sapatos em propé.

3.2. Limpar a area de trabalho com élcool a 70%.

3.3. Utilizar tubos de polipropileno (microtubos) de 1,5 mL que sofreram agdo da U.V no fluxo
laminar para o preparo do Mix.

3.4. Utilizar placa de 96 pogos com lacre adesivo que sofreram a¢ao da UV no fluxo laminar.

4. 1°ETAPA - PREPARO DO MIX

4.1. Retirar os reagentes necessarios pela amplificagao do frizer (-20°C) e colocar no gelo durante a
manipulagao.

4.2. No Fluxo Laminar previamente limpo — preparar a solugao de reagao em microtubo de 1.5mL

estéril de acordo com as instrugdes. A solugdo deve ser preparada apenas para o numero de amostras

a ser amplificados, pois ndo pode ser armazenada.

4.3. Pegar uma placa de 96 pogos especifica para genotipagem e colocar no suporte para placa ou

sob um papel soalha para evitar que o fundo da placa arranhe;

4.4. Distribuir 4 pL/pogo da solugio de reagio (2,5 pL Master Mix, 1,25 pL. Agua DNA/RNAse free,
0,25 pL sonda especifica) com pipeta p-10 (ponteira branca 1-10uL) ou p-20 (ponteira amarela
2-200 pL) na placa de 96-pogos adequada para o equipamento de amplificag@o a ser utilizado.
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ATENCAO: utilizagdo de uma placa ndo adequada ao equipamento de PCR vai resultar na quebra
do equipamento!

5. 2°ETAPA - ADICAO DA AMOSTRA

5.1. Retirar as amostras de cDNA do freezer (-20C) e centrifugar rapidamente (spin: segurar o botao
SHORT por 12°).

5.2. Adicionar a amostra de cDNA — anteriormente centrifugado (Spin) - (segundo necessidade) a
placa de reagdo.

ATENCAO: verificar sempre a presenga do volume antes de transferir o cDNA. Descartar
SEMPRE as ponteiras a cada nova amostra a ser transferida!

5.3. Cobrir a placa de reagdo com adesivo 6tico para PCR em tempo real, sem tocar da parte adesiva.
ATENCAQ: utilizagdo de um adesivo ndo 6ptico nio permite a leitura do equipamento de PCR
em tempo real! Verificar que ndo estejam presentes bolhas de ar entre o adesivo e a placa pois as
bolhas podem interferir com a leitura do equipamento de PCR em tempo real.

5.4. Centrifugar rapidamente (spin: segurar o botdo SHORT por 12”) a placa de reagdo na centrifuga
com o rotor apropriado para rodar placas e utilizar outra placa com 0 mesmo peso para balancear
a centrifuga.

ATENCAOQ: Ao retirar as luvas para utilizar a centrifuga lembre de ndo encostar no adesivo
optico da placa de reagdo! A placa deve ser manipulada apenas pelos lados.

5.5. Levar a placa de reagao ao aparelho PCR em tempo real adequado.

ATENCAQ: eventualmente a placa pode ser armazenada no escuro (papel aluminio) a 4°C para
amplificagdo entre 2-4 horas ou a -20 para amplificagdo no dia seguinte.

5.6. Limpar a area de trabalho e as pipetas com etanol 70%.

5.7. Deixar as pipetas no valor maximo para evitar sua descalibragao.

5.8. Ao final do preparo das amostras, ligar a UV para a esterilizagao dos fluxos.

Quantidade para:
Reagentes
1 amostra 1 placa de 96 pocos*
Master Mix (20x) 2,5uL 240 pL
H20 1,25uL 120 uL
SONDA 0,25 uL 24 uL
TOTAL 4,0 pL 384 uL
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10. ANEXOS

10.1. RESUMOS PUBLICADOS EM ANAIS DE EVENTOS 2021-2022

1. CRESPO NETO, J. A.; ALVES, F. S.; SOUZA, GLAUCIA LIMA; PEREIRA.D.S.;
COSTA, ALLYSON GUIMARAES; LIMA, A.ASSOCIACAO DO POLIMORFISMO
ILIB RS16944 COM PARAMETROS LABORATORIAIS EM PACIENTES
DIAGNOSTICADOS COM LEUCEMIA LINFOBLASTICA AGUDA. In: Congresso
Brasileiro de Hematologia, Hemoterapia e Terapia Celular - HEMO 2022,, 2022, SP.
hematol transfus cell ther, 2022.
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prevalente ao considerar as doagoes com sorologia reagente,
nos casos de soroconversao o marcador Anti-HCV (hepatite C)
aparece em primeiro lugar. Vale ressaltar que os procedimen-
tos de retrovigilancia devem verificar se existem hemocom-
ponentes oriundos daquela doacao sororeagente no estoque
para proceder o descarte, repetir os testes laboratoriais na
mesma amostra da doagao para validar o resultado inicial,
bem como identificar o destino de todos os hemocompo-
nentes das doagoes anteriores, respeitados os prazos preconi-
zados de acordo com a legislacao vigente. Conclusao: Os
procedimentos de retrovigilancia permitem a rastreabilidade
do sangue doado e sao cruciais para a seguranca transfu-
sional, assim como o acompanhamento da soroconversao
contribui para que os doadores sejam prontamente encamin-
hados para elucidagao de diagndstico e inicio imediato do tra-
tamento (se for o caso). Demonstrou-se a importancia da
melhoria das estratégias de promogao da saude, em especial
para a prevencao de infecgoes como hepatites B e C e sifilis na
regiao do estudo. Como desfecho secundario, o IHHS imple-
mentou a distribuicao de preservativos e folderes informati-
vos sobre doencas transmissiveis pelo sangue e como
preveni-las, para pacientes, doadores, acompanhantes, visi-
tantes, fornecedores e colaboradores, pois se trata de uma
questao de responsabilidade social e de satde.

https://doi.org/10.1016/j.htct.2022.09.111
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Fundagao HEMOAM e 192 amostras de individuos controles.
Os polimorfismos em estudo foram analisados através da
amplificacao da regiao de interesse pela técnica de reagao em
cadeia da polimerase (PCR) seguida pela Restriction Fragment
Length Polymorphism (PCR-RFLP) e a coleta de dados a partir de
prontudrios médicos fisicos. Foi realizada regressao linear
simples e multipla para investigar a associagao entre o poli-
morfismo em estudo com os seguintes parametros laborator-
iais: Blastos (<60% e >60%), leucécitos (<50.000 mm? e >50.000
mm’), plaquetas (<150 mm® e >150 mm®) e hemoglobina
<10 g/dL e >10 g/dL. Resultados: E possivel observar que o
grupo caso é composto majoritariamente por 47% pacientes
de idade entre >0 a <10 anos, 63% do sexo masculino e 37% do
sexo feminino. Enquanto no grupo controle, cerca de 67% dos
pacientes correspondem a individuos acima de 30 anos. O
imunofendtipo prevalente foi LLA B comum representando
85% dos casos. Quanto ao grupo de risco dos pacientes, 23%
dos casos foram classificados como pacientes de baixo risco e
77% possuem como estratificacao o grau de alto risco. Nesse
estudo os pacientes com gendtipos C/T foram associados com
menos chances de apresentar leucocitose >50.000 mm?® ao
diagnostico (C/C vs. C/T [OR: 0,20, IC 95%: 0.05-0,73, p =0,009]),
entretanto, nao encontramos associagdo com 0s outros
parametros avaliados. Discussao: A IL-18 é responsavel por
ampliar as respostas inflamatérias e possui um papel impor-
tante na proliferacao de células B, regulando a expressao de
moléculas de adesao e inflamatérias (Xu et al, 2013). Em nosso
estudo, o polimorfismo IL1B rs16944 foi associado com menos
chances de os pacientes apresentarem leucocitose >50.000
mm?, sendo estes, possivelmente realocados no grupo Baixo
Risco, conforme o protocolo GBTL1-2009. Embora esse poli-
morfismo seja associado na literatura com o risco de desen-
volvimento de LLA (Alves et al, 2021), este pode ser
considerado um fator de bom progndstico em relagao a
estratificacdo de risco, como demonstrado aqui. Conclusao:
Pacientes portadores do gendtipo C/T possuem menos chan-
ces de ter leucocitose >50.000 mm?® que é considerado um
fator determinante para realocacao no grupo Alto Risco.
Entretanto, em funcao do baixo numero amostral, outros
estudos prospectivos sao necessarios para melhor elucidar o
papel desse polimorfismo com parametros laboratoriais.

https://doi.org/10.1016/j.htct.2022.09.112

SINDROME HEMOFAGOCITICA - RELATO DE
CASO

MB Carneiro, MC Silva, FC Domingos,
JVP Cunha, IA Siqueira, NS Castro,
1Z Gongalves, GF Colli
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diversas dificuldades e desafos entrentados desde a desco-
berta da doenca até o impacto em suas atividades cotidianas.
Os impactos foram mais acentuados, sobretudo, para
pacientes do sistema publico de saude que demoraram mais
para receber o diagndstico e iniciar o tratamento. Conclusao:
Os resultados indicam os desafios enfrentados pelos
pacientes com LMA rastreados através da jornada do
paciente. Entender a necessidade de realizar um mapea-
mento envolve ouvir o processo do cuidado e os dados levan-
tados sao fundamentais para colocar em pratica essas
transformagoes. A jornada € essencial, principalmente, para
identificar gargalos que podem gerar ainda mais transtornos
no futuro e para pontuar estratégias e solugoes para que
mudangas efetivas ocorram em favor da promog¢ao de uma
oncologia mais efetiva, que realmente priorize o paciente.

https://doi.org/10.1016/j.htct.2022.09.260

LEUCEMIA DE CELULAS PLASMATICAS
SECUNDARIA: RELATO DE CASO E REVISAO
DA LITERATURA

KMM Ribeiro, MFCB Valente, AA Ferreira,
STF Grunewald

Empresa Brasileira de Servicos Hospitalares
(EBSERH), Hospital Universitario, Universidade
Federal de Juiz de Fora (UFJF), Juiz de Fora, MG,
Brasil

Introducao: A leucemia de células plasmaticas (LCP) é uma
forma rara, porém muito agressiva, de mieloma multiplo (MM)
caracterizada por altos niveis de células plasmaticas circu-
lantes no sangue periférico. Pode ser priméria ou secundaria
(LCPs), quando ocorre como progressao de um MM previamente
diagnosticado. A LCPs ocorre em 1 a 4% de todos os pacientes
com MM. Caso clinico: Paciente do sexo masculino, 70 anos,
diagnosticado com MM em agosto de 2020, submetido a 6 ciclos
do esquema quimioterapico CTD (ciclofosfamida, talidomida e
dexametasona). Ultimo ciclo em margo de 2021, alcangando
resposta parcial muito boa sendo encaminhado ao transplante
de medula 6ssea (TMO) autdlogo. Durante a internagao para
TMO intercorreu com paroxismos de fibrilagao atrial, tendo
sido iniciado betabloqueador e anticoagulacao terapeutica.
Sem outras intercorréncias graves durante a internacao. Em
junho de 2021 teve uma queda da prépria altura evoluindo com
hematoma subdural cronico com necessidade de drenagem, e
suspensao da anticoagulacdo. Manteve acompanhamento
ambulatorial pés-TMO com recuperacao completa do hemog-
rama. Em junho de 2022 paciente é admitido na urgéncia com
insuficiéncia cardfaca perfil C (frio e imido) com necessidade
de noradrenalina e dobutamina. Exames laboratoriais eviden-
ciaram anemia e plaquetopenia graves (hemoglobina de
4,7 g/dL e plaquetas de 12.000) e leucdcitos totais de 7.200. Em
lamina de sangue periférico presenca de 66% de células ovais,

quando os pacientes preenchem os crterios diagnosticos para
MM e tém 5% ou mais de células plasmaticas circulantes na
avaliacao do esfregaco de sangue periférico. Os achados labora-
toriais incluem anemia, plaquetopenia, leucocitose e niveis ele-
vados de LDH e beta-2-microglobulina. Os pacientes podem
apresentar linfonodomegalias, novas lesoes liticas, hepatoes-
plenomegalia, derrame pleural e alteragoes neuroldgicas por
envolvimento do sistema nervoso central. Como a LCP é uma
doenga rara, as recomendagoes sobre seu tratamento sao base-
adas em relatos de caso e em estudos retrospectivos. E reco-
mendado para pacientes menores de 65 anos e com bom
performance status uma terapia de indugao agressiva seguida
de TMO autdlogo. Para os que sao inelegiveis ao TMO, a quimio-
terapia isolada é a principal opgao terapéutica. Atualmente
vem sendo estudado esquemas quimioterapicos baseados prin-
cipalmente no uso do bortezomibe em associacao a dexameta-
sona e a talidomida ou lenalidomida (VTD ou VRD). Outras
associagoes estudadas sao com a vincristina, doxorrubicina,
prednisona e/ou melfalan. Devido ao esquema quimioterapico
agressivo é importante sempre analisar idade, comorbidade e
funcionalidade do paciente antes do inicio do tratamento. Con-
clusao: O progndstico da LCP € ruim e relativamente pior
quando comparado ao MM de alto risco. A sobrevida mediana
foi de 6 a 11 meses em pacientes com LCP priméria e de 2 a 7
meses para a LCP secundaria. Devido ao prognostico reservado
da doenga, a quimioterapia agressiva e as caracteristicas clini-
cas do paciente do caso clinico relatado (idade > 65 anos,
multiplas comorbidades e instabilidade hemodinamica), foi
optado juntamente com a familia por nao realizar tratamento
quimioterdpico.

https://doi.org/10.1016/j.htct.2022.09.261
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Introduciio: O receptor citosoélico NLRP3 ¢ um sensor importante do sistema imunolégico
responsavel pela formacdo do complexo inflamassoma que leva a ativagdo da caspase-1 e
secregdo de citocinas. Single—Nucleotide Variants (SNV) no gene NLRP3 estdo associadas a
superativacdo e participacdo na tumorigénese em diversos tipos de cancer, entretanto, seu papel
na leucemia linfoide aguda (LLA) ¢ pouco descrito. Metodologia: Foi realizado um estudo
caso controle a fim de identificar o polimorfismo no gene do NLRP3 3'UTR C>G (rs10754558)
através da reagdo em cadeia da polimerase em tempo real. A analise estatistica com foi realizada
com o software R vs. 4.0.3 — Pacote SNPpassoc. Resultados e Discussdo: Em nosso estudo,
45% dos pacientes (72/158) com LLA apresentaram algum tipo de comorbidade ao diagnéstico,
sendo a mais frequente doencas infecciosas (86%) (ex. Citomegalovirus, toxoplasmose,
rubéola, varicela, doengas parasitarias, dentre outros) associada ao genétipo G/G (OR: 7.44
[95% CI: 1.44 — 38.26, p= 0.016]).A etiologia da LLA ¢ desconhecida, entretanto, acredita-se
que a baixa estimulagdo do sistema imunologico frente a infecgdes possa culminar em reagdes
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The immune system plays an imporum role in the control of cancer develop Toi

the possible association of i genes to childhood leukemia we performed a case-
control study with 158 pauenu vnth acute lymphoblastic l:ukemu and 192 healthy individuals. The
IL1BandiL18g P were g ped by P Chain Reaction-R iction

Fragment Length Polymofphzsm (PCR-RFLP) and NLRPJ NLRPJ and P2RX7 were genotyped using
Real Time quantitative PCR (gPCR). The IL1B C/T rs19644 genotype was associated with the risk of
developing ALL (C/C vs. /T +T/T OR: 2.48 [95%Cl: 1.26—4.88, p=0.006); C/Cvs C/T OR: 2.74 [95%CI:
1.37-5.51, p=0.003)]) and the NLRP1 A/T rs12150220 (OR: 0.37 [95% CI: 0.16-0.87, p=0.023)) was
associated with protection against infectious ¢ rbidities. It was not found association between
NLRP3 and P2RX7 poly phi and acute lymphoblastic leuk ia in our study. Our results suggest
that the inflammasome single-variant polymorphisms (SNVs) may play a role in the development and
prognostic of childhood leukemia. However, this finds requires further study within a larger population
in order to prove it.

Acute lymphoblastic leukemia (ALL) is a hematopoietic neoplasm characterized by the exacerbated proliferation
of blasts in bone marrow and affects mainly children aged 2 to 15 years old. In Brazil, according to the National
Cancer Institute (INCA), it is estimated that for each year of the 2020-2022 triennium, there will be 5920 new
cases of leukemia (Acute and chronic) in men and 4860 in women in Brazil, which u)nnpomh to an estimated
risk of 5.67 new cases per 100 thousand men and 4.56 for each 100 thousand women'

Due to its unknown etiology. studies associate the manifestation of ALL with lh¢ interaction of genetic and
environmental factors, however, less than 10% of cases are mnbu(:d to heredity™*. New evidence indicates that
inflammation plays an important role in all stages of cancer devel . Since infl ion p s the
accumulation of genetic alterations that can inhibit the cell death umuul p.llhwau of hematopoietic progeni-
tor stem cells (HSPCs) and contribute to the generation of pre-leukemic dones. Mel Greaves observed that a
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Association of Toll-like receptors
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Acute lymphoblastic leukemia (ALL) is the most ¢ h lig y in children in
childhood. Single-nucleotide polymorphism (SNPs) in key molecules of the immune system, such

as Toll-like receptors (TLRs) and CD14 molecules, are associated with the development of several

diseases. However, their role in ALL is unknown. A case—control study was performed with 152 ALL

patients and 187 healthy individuals to investigate the role of SNPsin TLRs and the CD14 gene in ALL.

In this study, TLR6C > T rs5743810 [OR: 3.20, 95% CI: 1.11-9.17, p=0.003) and TLRI C>T rs187084

(OR: 2.29, 95% C1: 1.23-4.26, p=0.000) seems to be a risk for development of ALL. In addition, the

TLR1T>G rs5743618 and TLR6 C> T rs5743810 poly phi with pri o gainst death (OR:
0.17, 95% IC: 0.04-0.79, p=0.008; OR: 0.48, 95% IC: 0.24-0.94, p=0.031, respectively). Our results
show that SNPs in TLRs genes may be involved in the pathog is of ALL and may influence clinical

prognosis; however, further studies are necessary to elucidate the role of TLR1, TLR4, TLRS,TLRS,
TLRY and CD14 poly hi in this di

Leukemia (acute and chronic) represents the 10th most frequent cause of cancer worldwide'. In Brazil, for the
triennium 2020-2022. approximately 10.810 new cases in women and men are expected and approximately 300
new cases in North region of Brazil, where leukemia (acute and chronic) is the fifth most frequent cancer™. The
most common type of leukemia in childhood is acute lymphoblastic leukemia (ALL) with a prevalence up to
25% of cancers in children who are under the age of 15 years®.

The neoplastic process results from genetic errors that contribute to blocking cell maturation and accumula-
tion of leukemic clones (blasts) in the bone marrow microenvironment. Its etiology is still unknown; however,
some risk factors are associated, including environmental, genetic and infectious factors™”. Evidence from pre
vious studies suggests that ALL is related to a deficit in immune system regulation in early childhood™ . Fur-
thermore, it is suggested that poly: umrphuun or genetic variations in the genes of molecules that are important
in the devel and prog may be important factors in the increase of intrinsic biological
differences, h\ﬂucnc. ing ghmxall) dhlulsl results and conferring genetic susceptibility to cancer' ™.

Toll-like receptors make up the main family of pattern recognition receptors (PRRs) of the innate immupe
system, and are involved in fighting pathogens and inflammation, and recognizing pathogen-associated molecu-
lar patterns (PAMPs) and damage-associated molecular patterns (DAMPs), which thus modulates the immune
response via the activation of cells that mediate the immune response. In addition, TLRs are vital molecules
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