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RESUMO

A leucemia linfoide aguda (LLA) é um dos tipos de cancer mais prevalentes em criancas,
representando mais de 20% das neoplasias pediatricas. A maioria dos casos de LLA derivada
de células B (LLA-B) ocorre em pacientes com menos de 18 anos de idade. Essa doenca esta
relacionada a diferentes perfis genotipicos. A telomerase e os teldmeros estdo associados a
alteracdes genéticas e crescimento celular, o que os tornam alvos atrativos para estudo de novas
abordagens terapéuticas em leucemia. Nesse sentido, o objetivo desse trabalho foi investigar o
papel progndstico de marcadores moleculares associados aos teldmeros e a telomerase,
especialmente seu potencial como indicador de resposta terapéutica em LLA infantil, e estudar
o0 potencial da telomerase como alvo farmacoldgico em leucemia. A anélise dos 79 casos de
pacientes infantis com LLA-B mostrou que a expressao de telomerase tem associagcdo com
diferentes variaveis, tais como idade e doenca residual minima de 78 dias ap6s o inicio do
tratamento. Ademais, a analise dos dados demostrou associacdes complementares que indicam
papel da telomerase na propensdo a recaida nos pacientes do estudo. Esse relevante achado
permitiu levantar a hipotese de que a expressdo aumentada do gene hTERT (codificante da
unidade catalitica da telomerase) poderia estar associada a resisténcia a quimioterapia, o que
foi abordado em experimentos in vitro. Nesse caso, 3 de 4 linhagens celulares utilizadas
(NALM-6, 697 E RS4;11), apos transfeccdo para subexpressar a telomerase, apresentaram
maior sensibilidade a doxorrubicina, droga presente no esquema terapéutico de todos 0s
pacientes. Tal achado reforca a hiptese de que a alta expressao da telomerase influéncia de
algum modo no tratamento do paciente, aumentando as chances de recidiva. Portanto, a
expressdo de telomerase se mostrou um possivel biomarcador clinicamente util. Por fim, os
resultados também apontam para o possivel beneficio da associacdo de inibidores da telomerase
na terapia de pacientes pediatricos com LLA-B.

Palavras chaves: Telomero, hTERT, Leucemia aguda do tipo B e recaida.
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ABSTRACT

Acute lymphoblastic leukemia (ALL) is the most common childhood malignancy, representing
more than 20% of pediatric cancers. ALL derived from B-cells (B-ALL) typify the majority of
cases in patients under 18 years old that are related with different genetic profiles. Telomeres
and telomerase are associated with genetic modifications and cell proliferation which makes
them attractive targets for studies in leukemia. In this sense the aim of this work was determine
the role of molecular markers associated with telomeres and telomerase, especially their
potential as an indicator of therapeutic response in childhood ALL and set up the potential of
telomerase as a pharmacological target in B-ALL. Analyzing 79 cases of childhood B-ALL we
identified that high telomerase expression was associated with several markers such as age, and,
minimum residual disease (MRD) of 78 days and relapse. In this sense these associations are
complementary for establish the role of telomerase on patient relapse. From these data, we
hypothesized that high telomerase expression cold be related to drug resistance. In a vitro
approach, 3 of 4 lineages (NALM-6, 697, RS4;11), after transfection to show downregulation
of telomerase, had increased sensitivity to doxorubicin, what fortify the hypothesis that the high
expression of telomerase influences the patient treatment, increasing chance to relapse.
Therefore telomerase representes a promising pharmacological target as well as combined
therapy with telomerase inhibitors may be an alternative strategy for B-ALL.

Keywords: Telomere, hnTERT, B Acute lymphoblastic leukemia and relapse
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1. INTRODUCAO

1.1 Leucemias linfoides

A leucemia € uma doenca heterogénea que é causada pela disfuncdo do tecido
sanguineo, levando a uma proliferacdo clonal desordenada das células hematopoéticas de
origem linfoide ou mieloide. A classificacdo distingue as doencas de acordo com a linhagem
celular (mieloide ou linfoide) e com o grau de maturacdo das células clonais que se acumulam
(aguda ou crénica) (1,2). A fisiopatologia da leucemia decorre do produto de duas ou mais
alteracOes genéticas que ocorrem nas células tronco hematopoéticas, as quais passam a ter uma
elevada taxa de proliferacdo e perdem a sua capacidade de chegar na forma madura. Como
efeito disso, ha acumulo de células imaturas no sangue periférico e na medula éssea resultando

na falta de producédo de células maduras: hemaécias, leucdécitos e plaquetas (3,4).

Os blastos, que sdo células imaturas e disfuncionais, geralmente compdem até 5% da
medula déssea. No entanto, nas leucemias agudas, essas células estdo presentes em um
percentual maior que 20%, o que pode levar a uma rapida manifestacao de sintomas. Por outro
lado, nas leucemias cronicas, a presenca de blastos é inferior a 20%, com maior predominancia

de células maduras. Isso geralmente resulta em um inicio mais lento dos sintomas (5).

Quanto as leucemias linfoides, a leucemia linfocitica cronica (LLC) ocorre pela
proliferacdo de linfécitos B monoclonais maduros, principalmente em pessoas entre 60 e 70
anos de idade, por vezes apresentando quadro assintomatico em que o tratamento se inicia
depois das primeiras manifestacdes clinicas. De outra via, existe a leucemia linfoblastica aguda
(LLA) em que ha a rapida producdo de blastos tanto em células T quanto em B. Essa é a
leucemia mais comum em criangas e o0 tratamento apresenta elevados indices de eficécia,

implicando em uma sobrevida que chega a 90%, considerando a amplitude de 5 anos (5,6).

Nos Estados Unidos da America, a LLA ocorre em 2,1 de cada 100 mil habitantes. J&
no Brasil, essa incidéncia é de 5,15 por 100 mil habitantes, sendo a prevaléncia maior em
pacientes com menos de 18 anos de idade (5,7).

1.2 LLA nainfancia
A incidéncia da LLA é maior em criancas de 2 até 5 anos de idade e reduz em pacientes

no final da infancia e inicio da idade adulta, voltando a aumentar depois dos 50 anos de idade.
Diversos fatores prognosticos tém sido relacionados as LLA-B: a idade ao diagnostico, por

exemplo, esta diretamente relacionada a sobrevida dos pacientes, sendo aqueles menores de um
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ano considerados de elevado risco para tratamento. Outros que podem ser citados séo: doenca
residual minima com elevada quantidade de blastos clonais, infiltragdo do sistema nervoso

central ou dos testiculos, translocac@es génicas, entre outros (8).

As células clonais possuem a capacidade de “se proteger” do sistema imunoldgico, e ja
foi visto que os linfécitos T natural killers as auxiliam a escapar do processo de
reconhecimento, efeito chamando de “immunosurveillance”. Nesse sentido as células
cancerosas podem evitar o reconhecimento, e posterior eliminacdo pelo sistema imune, pela
perda do MHC de classe | e consequente ndo reconhecimento das células clonais pelos
linfocitos T citotoxicos. Esse mecanismo de escape, todavia, ndo foi totalmente elucidado, mas
ja foi visto que pacientes com células neoplasicas bem adaptadas ao sistema imunoldgico

apresentam baixa resposta ao tratamento e maior chance de recair (9,10).

As LLA-B sdo diagnosticadas quando uma quantidade dominante de blastos clonais
mostra forte expressdo de pelo menos 2 dos seguintes antigenos: CD19, CD10, CD22
intracelular ou CD79a intracelular. Contudo, vale ressaltar que esses marcadores devem ser
utilizados com o devido cuidado, dado que nenhum deles é absoluto para a classificacdo da
linhagem e do estdgio de maturacdo. Quando identificadas, as leucemias agudas do tipo B
podem ser divididas em pro B, comum, pré B e B madura. Sua diferenciacdo se da pela
expressdao de CD10, ilgM e X (11). Ademais, a classificacdo também pode ser baseada nos

genotipos caracteristicos da doenga (12).

A citogenética, a LLA-B pode ter grupos com cariétipo normal, pseudodiploide (em que
acontece as translocacdes), grupo hiperdiploide do tipo 1, no qual 0 nimero de cromossomos
varia de 47-50, alta hiperdiploidia, em que a quantidade de cromossomos é maior que 50,
hipodiploide, em que o total de cromossomos € menor que 46 e, por fim, o grupo chamado de

“near-haploide” em que a variagdo N0 nUmero de cromossomos é de 24-31 (13-15).

Os subtipos genéticos apresentam incidéncia que mudam de acordo com a etnia e idade.
Nas LLA-B infantis, as alteracGes mais prevalentes sdao: ETV6-RUNX1, TCF3-PBX1, BCR-
ABL1, Ph-like, as translocac¢des envolvendo o KMT2A (MLL) e algumas alteragfes presentes

em distintas leucemias como aquelas do gene DUX4, IKZF1 e PAX5(16).

A LLA-B apresenta elevada taxa de sobrevida, com remisséo da doenga ocorrendo na
maioria dos pacientes, contudo, a recidiva da doenca (recaida) continua sendo a causa principal

de oObito. Além disso, estudos gendémicos em criangas com LLA-B mostraram que durante a
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recaida podem surgir clones minoritarios, os quais ja adquiriram alteracbes genémicas que

conferem resisténcia ao tratamento (17-21).

1.2 Telémero
Os teldomeros séo fragmentos de DNA compostos por sequéncias repetitivas (TTAGGG)

com papel crucial na manutencgdo dos cromossomos e na via de sinalizacdo da senescéncia (22).

No desenvolvimento embrionério, ainda na fase de zigoto, o telémero cresce de forma
exponencial até a fase de embrido. Na forma de blastocisto, o telbmero mantém tamanho quase
constante a fim de desempenhar suas fungdes de protecéo, evitando a perda de material genético
codificante pela reducdo das fitas de DNA a cada divisdo celular, realizando, assim, expressivo
no desenvolvimento do organismo e no envelhecimento (figura 1). A estrutura telomérica é
reconhecida como um atrativo biomarcador utilizado para rastrear mudangas relacionadas com
o0 envelhecimento humano, bem como na progressdo de patologias (23,24). Nesse sentido, a
reducao do tamanho do telémero funciona como marcador de doencas relacionadas com a maior
idade (25,26).

/

Célula tronco multipotentete /' Célula tronco

de adulto

£ e — -
// -

Célula somdtica

Recombinagdo mediado
pelo reconhecimento
g — telomérico

Crescimento telomérico
mediado pela telomerase

Tamanho do telémero

Owulo Fertilizagdo Zigoto Estado de clivagem Embrido  Blatécitos Célula adulta em diferenciagdo

000 Y oy

Figura 1. Esquema do tamanho do teldmero e sua reprogramacao no desenvolvimento de mamiferos. Figura e
legenda adaptadas de KALMBACH et al, (2014).

A estrutura telomérica é formada por um loop no final do cromossomo juntamente com
a producdo de RNA rico em guanina resultante da sua transcri¢do. A jungdo do loop com essa
fita forma uma estrutura denominada “G overhang”, a qual se molda resultando nas estruturas

de fita dupla conhecidas como T-loop e D-loop (figura 2), que sdo relevantes para a protegéo
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contra degradagBes prematuras do material genético, uma vez a célula possui proteinas

especializadas em reconhecer e destruir estruturas de fita simples (27).

g: G-strand i 3
C-strand >
T-loop
D-loo
5
g : G-strand 3
. C-strand

Figura 2. D-loop e T-loop na estrutura telomérica. Figura e legenda adaptada de Eskandari-Nasab et al, (2015).

A formacdo da estrutura telomérica de fita dupla tem caracteristicas anélogas a
heterocromatina, o que gera a possibilidade de sua transcri¢do resultando na longa porcéo de
RNA néo codificante, denominada de TERRA. Tais moléculas desempenham papel chave na
regulacdo dos teldmeros, na atividade da telomerase e na formacdo de heterocromatina na
porcdo final do DNA (28). A funcdo classica que permitiu a descri¢cdo dos telémeros, contudo,
refere-se a incapacidade da DNA polimerase de completar a replicacéo da parte final da por¢do
3’ do DNA, resultando no encurtamento das fitas de 50 a 200 pares de bases a cada ciclo celular.
Isso gera o denominado “end replication problem” (problema de replica¢do do fim), uma vez
gue na auséncia de telébmeros funcionais, a célula fica inabilitada a se dividir, sob pena de perder
porcdes importantes do DNA ou se sujeitar a ciclos de fusdes cromossomicas, resultando na

formagcdo de proteinas aberrantes (28).

Também ja foi descrito na literatura que os telémeros podem sofrer danos oxidativos
levando a célula a senescéncia. Considerando esse fato, foi possivel associar o0 encurtamento
do telémero, e consequente reducdo do potencial proliferativo da célula, a parada do ciclo
celular (29,30). Por outro lado, os teldomeros podem ter seu tamanho aumentado em algumas
células, como as germinativas e algumas do sistema imunoldgico, que requerem elevadas taxas
de replicacdo para exercer suas funcbes organicas, Ademais, em algumas células tronco da
medula dssea a telomerase pode estar ativa, de modo controlado, para que durante a proliferacéo

ndo haja problemas advindos do encurtamento do telémero (22,31).
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O cuidado com a satde também pode afetar o tamanho dos telémeros, a exposicdo de
adultos a fatores ambientais como as infeccOes, estresse, atividade fisica e nutricdo estd
intimamente ligada ao tamanho do telémero e a velocidade que esse pode encurtar (31-34).
Nessa perspectiva, a exposicdo ao estresse pode ocorrer nas fases de desenvolvimento pré e pos
natal, a qual promove o encurtamento dessas estruturas por acionamento de vias de sinalizagéo
especificas, gerando a senescéncia celular e levando o organismo ao rapido envelhecimento. O
encurtamento, ou erosao telomérica, também esta implicado em outras patologias relacionadas
com a idade, tais como problemas cardiacos e diabetes (35-37), além de aterosclerose,
condicBGes associadas ao aumento da proliferacdo celular, como o céncer, e até maior
mortalidade por covid-19 (38,39).

Com base no exposto, os teldmeros podem ser o fator chave no entendimento do
envelhecimento, assim como de doencas relacionadas ao seu funcionamento (40). Além disso,
seu papel em diversos canceres é extremamente importante, tanto para seu desenvolvimento,
guanto para sua proliferacio e manutencdo, sendo o0 entendimento dessa estrutura

imprescindivel para elucidar detalhes da carcinogénese.

De fato, uma etapa crucial na evolucdo de qualquer neoplasia para um estagio
clinicamente detectavel ¢ a “imortalizagdo celular”, como ¢ chamado o fenomeno de
manutencdo do comprimento dos teldmeros de células tumorais (41). Como se tratam de
doencas proliferativas, nesses casos as células precisam evitar o end replication problem, o que
é feito, em cerca de 85% dos casos, pela expressdo de uma enzima capaz de catalisar a sintese

de teldmeros, um antigeno onco-fetal de nome telomerase (42).

1.3 Telomerase

1.3.1 Funcao da Telomerase

Os teldmeros sdo mantidos em comprimento compativel com a proliferacéo celular pela
enzima telomerase, a qual apresenta dois dominios: o denominado TERT, responsavel pela
parte catalitica da enzima, e 0 TERC que € um componente de RNA que serve de template

(molde) para o alongamento telomérico (figura 3) (43).

Nos humanos, a telomerase é expressa nas primeiras fases da embriogénese e em grande
parte das células a expressao vai reduzindo com o passar do tempo (44). Todavia, alguns tecidos
podem manter a telomerase ativa por mais tempo, a exemplo das células germinativas, dos
blastos, e células com alta capacidade de diferencia¢do, como os linfécitos e as células tronco

pluripotentes (45). Contudo, mesmo nessas celulas essa enzima ndo é capaz de manter o
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alongamento telomérico durante todo o ciclo de vida, o que faz com que, mesmo nelas, haja o

processo de reducdo gradual dos telomeros (46).

A telomerase, por funcionar como uma transcriptase reversa, é capaz de sintetizar as
sequéncias teloméricas e evitar o problema do encurtamento dos teldmeros. Como resultado,
ao exercer sua fungdo candnica (manutencdo do tamanho dos teldmeros), a telomerase

proporciona estabilidade genémica, viabilizando a proliferacdo continua(47).
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Figura 3. Estrutura esquematica da telomerase. Figura adaptada de Zhang et al., (2011).

A atividade da telomerase e a regulagdo do telomero séo fatores chaves envolvidos na
carcinogénese e na manutencao das células cancerosas. Durante a divisdo celular alguns eventos
podem levar as células a inativar proteinas reguladoras da manutencédo da integridade de DNA
e do ciclo celular, como a P53 e a proteina de retinoblastoma (Rb), 0 que permite que a reducéo
telomérica resulte em crise. Durante esse evento ocorre quebra de DNA e instabilidade
gendmica ocasionando elevada morte celular. Esse contexto acaba por selecionar as poucas
células sobreviventes que desreprimem a expressdo do gene da telomerase (hTERT) para

realizar a manutencdo do seu material genético e estabilizar os danos teloméricos (45,47,48).

A telomerase é a enzima responsavel pela manutencdo dos teldémeros na maioria dos
diferentes tipos de canceres, sendo sua ativacao frequentemente o Gltimo passo no processo de
imortalizacdo celular e na transformacao tumorigénica. 1sso sugere que a telomerase confere
uma forte vantagem seletiva para contribuir com o crescimento de celulas malignas. Além
disso, a expressdo e a funcdo do gene hTERT se mostra indispensavel, em grande parte dos

casos, para a manutencao da proliferagdo celular (46).
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Além do exposto, recentemente foram descritas diversas fungdes ndo canbnicas para a
telomerase, como a protecdo de DNA néo telomérico contra danos, promocao de crescimento,
da proliferacdo, alteracdo no ciclo celular e protecdo dos danos a integridade do DNA
mitocondrial devido ao estresse oxidativo (49). Todas essas agdes contribuem, de alguma
forma, para a manutencgdo dos tumores, 0 que aumenta a relevancia dessa enzima no processo

carcinogeénico.

Nas células B naive, de memoria e nos centros germinativos, a telomerase esta ativa e
associada a elevados indicies de atividade, sendo o centro germinativo o0 que apresenta a maior

atividade da telomerase e as células com o maior tamanho de telémero (figura 4).

A expressdo da telomerase nos centros germinativos ocorre principalmente durante a
resposta imunoldgica, ap6s a estimulacdo de anti-lgM juntamente com as interleucinas: 1L2,
IL4 e IL13, bem como as moléculas de superficie BCR e CD40. Além disso,
independentemente da proliferacao e estimulacdo, a expressdo basal de hTERT nos linfocitos B
é maior do que nas outras células. Portanto, a relacdo entre a telomerase e a proliferacdo nos
linfocitos B, juntamente com seu papel anti-apoptotico, atribui a essa enzima um papel
significativo na resposta imunolodgica. (48).
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Figura 4. Modelo da regulagdo dos telémeros nas células B. Figura adaptada de da Mota et al., (2023).
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1.3.2 Regulacdo da Telomerase
A ativacdo e a regulagédo da transcricdo de hTERT sdo pontos chaves para entender
melhor seu funcionamento. Seu controle esta relacionado a maltiplos fatores os quais envolvem

loops de feedback, controles genéticos e epigenéticos.

Entre os fatores reguladores da transcricdo ttm-se o c-MYC, o NF-kB, as proteinas
STAT, as da familia PAX, Mad1, SP3 entre outros. O c-Myc, juntamente com outras proteinas,
se liga a estruturas denominadas de “E-boxes” as quais recrutam acetiltransferases de histonas,
0 que promove a ativacao de diferentes genes, entre eles o hTERT. J& nos linfocitos T, a proteina
quinase C ativa o NF-xB, que aumenta a ligacdo do promotor de hTERT com c-Myc

promovendo a maior ativacdo da telomerase (50).

O NF-kB ¢é um fator de transcricdo com complexidade elevada que esta envolvido em
diferentes cascatas de sinalizagdo relacionadas com a inflamagéo, diferenciagdo celular,
tumorigénese e apoptose. Esse complexo proteico € um dos fatores de transcricdo do gene
hTERT. Por outro lado, uma das funcGes ndo candnicas da telomerase € promover alca de
retroalimentacdo induzindo aumento da expressao de NF-kB, que, por sua vez, Ademais regula
também a expressao de proteinas envolvidas na via da apoptose e na senescéncia como o cFLIP,

a survivina, o c-Myc e a P53 (51,52).

As proteinas da classe STAT entdo relacionadas ao hTERT em diversos canceres, como
0s tumores gastricos, de mama e glioblastoma, sendo uma pega chave para a manutencdo desses
tumores. Foi evidenciado que a STAT3 se liga ao CD44 e ao NF-kB para a regulagdo da
expressao da telomerase, a STATS5, quando esta fosforilada, interage com a proteina JAK
regulando a expressdao de hTERT. Outra relacéo na regulacdo da telomerase, pela influéncia das
proteinas STAT, é a formacdo do complexo proteico JAK2/STATS/c-Myc que por meio da
eritropoetina ativa a transcri¢do de hTERT (52-54).

As proteinas da familia PAX se ligam a regides proximais do gene do hTERT e
posteriormente ativam sua transcricdo. A PAX5 se liga a dois sitios distintos com a acgdo de
controlar a transcrigdo da telomerase, ja 0 PAX8 se liga a 4 sitios upstreams com 0 mesmo fim.
Também ja foi relatado que o PAX 8 pode interagir diretamente com a por¢cdo TERC da

telomerase (55).

A Madl é um antagonista da proteina Myc que concorre pelo mesmo sitio de ligacao,
mas com a acdo de reprimir a expressdo génica. Essa se liga a regides promotoras do hTERT

mediadas por um dominio N terminal responsavel por interacbes com outras proteinas
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repressoras, como o Sin3A, que impede a atividade do c-Myc. O SP3 é um antagonista de SP1,
o0 qual esta relacionado com a remodelagdo da cromatina. Sua interacdo com a telomerase se da
através do recrutamento da HDACL1, que promove alteracfes epigenéticas que resultam no
silenciamento do hTERT (56).

Na LLA, tanto a alta atividade da telomerase, quanto os teldomeros curtos estdo
associados a progressdo da doenca, resisténcia a quimioterapia e prognostico ruim (57). Nesse
sentido a telomerase nos blastos leucémicos também pode bloquear a apoptose, 0 que resulta
em progressdo rapida da doenga. Além disso, em outro estudo a metilacdo de hTERT ja foi
indicada como possivel indicador de bom prognostico em pacientes menores de 18 anos de
idade com LLA-B (29,58).

Dado sua relevancia, a telomerase vem sendo alvo de estudos no campo da oncologia
experimental, seja para ampliar o entendimento da biologia tumoral, seja para o
desenvolvimento de novos protétipos de farmacos. A principal razdo desse interesse é o fato
desse ser um alvo pan-tumoral e, principalmente, relativamente especifico, ja que a maioria das
células sométicas normais nao expressam telomerase. Como os linfdcitos representam excecao
a essa regra, até pouco tempo a implicacdo dessa enzima em leucemias era negligenciada, mas
com a descricdo das funcdes ndo candnicas da telomerase, mais pesquisadores passaram a se
debrucar sobre o tema. Os estudos recentes mostraram a expressao da telomerase esta
relacionada com a formacdo das leucemias (29,45,46,58-60), e que a telomerase pode ser
utilizada como alvo para tratamento de leucemia linfoide aguda B in vitro, contudo, a literatura
ainda é pobre em informac6es sobre sua real relevancia para essa doenca, assim como a
utilidade clinica da expressdo do hTERT como marcador diagndstico ou progndstico em LLA-
B.
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2. OBJETIVO GERAL

Investigar o papel progndstico da expressdo do gene hTERT , e marcadores moleculares
associados a telomerase, na LLA-B, bem como estudar o potencial da telomerase como alvo

farmacologico nessa doenca.

2.1 Objetivo especifico

e Avaliar a possivel correlacdo entre expressdo de hTERT (ho momento do diagnostico)
nas células leucémicas de pacientes pediatricos com LLA-B e as variaveis clinicas
disponiveis ou marcadores moleculares ja classicamente utilizados;

¢ Investigar a influéncia do nivel de expressdo da telomerase na resposta a quimioterapia
convencional em LLA-B;

¢ No caso de correlacdo estatisticamente significativa, levantar e testar hipdteses sobre a
explicacdo biologica.

e Auvaliar, in vitro, o potencial terapéutico do inibidor de telomerase MST-312 como

agente adjuvante.
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3. METODOLOGIA

3.1 Desenho do estudo

Trata-se de estudo misto (retrospectivo e prospectivo), observacional (sem intervencao),
que inclui acesso a informagcfes médicas e material bioldgico de pacientes pediatricos do
Hospital da Crianca de Brasilia (HCB) com diagnostico de LLA-B. As amostras utilizadas no
estudo sdo aliquotas remanescentes do material empregado no diagndstico do paciente, assim

como em testes para 0 monitoramento de resposta ao longo do tratamento (figura 5).

Os experimentos envolvendo as amostras dos pacientes foram realizados

exclusivamente nas dependéncias do proprio HCB.

Na Universidade de Brasilia foi conduzida a cultura de células nas linhagens de LLA-B
(NALM-6, Reh, 697 e RS4:11). Nessas células, foram realizadas o teste de transfeccdo com o
RNA de interferéncia (SIRNA) para a inibi¢cdo de hTERT. Posteriormente foram feitos testes de
viabilidade celular utilizando o Cell Titer Blue em monoterapia (doxorubicina, MST-312 e
metrotrexato) e em terapia combinada (doxorubicina + MST-312 e metrotrexato + MST-312).
realizadas etapas do estudo estdo esquematizadas na figura 5, e os experimentos detalhados nos
topicos seguintes.

e Cariotipagem.
eImunofenotipagem.
¢ PCR convencional para translocagdes.

*PCR em tempo real de hTERT, BIRC5 e cFLIP.
e Coleta de termos de consentimento.
* Analise de dados das associagdes com as variaveis clinicas.

e Caracterizagdo das linhagens celulares: NALM6, 697, Reh e RS4;11.

e Transfecgdo das linhagens celulares.

*PCR das amostras para confirmar a transfeccdo.

e Cell Titer Blue nas linhagens sem tratamento, transfectadas em monoterapia ou terapia combinada.
¢ Analise total de dados.

Figura 5. Fluxograma do desenho metodologico empregado no estudo. Inicialmente, no Hospital da Crianca de
Brasilia (HCB), foram realizados procedimentos de cariotipagem, imunofenotipagem e identificagdo das principais
translocacOes associadas a formacéao de leucemias, para fins de diagnostico independentes desta pesquisa. O aluno
envolvido neste estudo teve acesso aos dados dos prontuarios dos pacientes, apds a obtencdo dos termos de
consentimento livre e esclarecido. Além disso, nessa instituicdo, foi conduzida a reacdo em cadeia da polimerase
em tempo real (PCR em tempo real) para amplificagdo dos genes hTERT, BIRCS5 e cFLIP. Apds a conclusdo dessa
etapa no HCB, o aluno prosseguiu para a Universidade de Brasilia, onde trabalhou com as culturas celulares das
linhagens de leucemia linfoblastica aguda B (LLA-B) NALM-6, 697, Reh e RS4;11 nas quais foi realizada a



35

transfeccdo para inibicdo do hTERT com confirmacgdo posterior por PCR em tempo real. Além disso, foram
realizados testes utilizando o ensaio Cell Titer Blue, tanto em monoterapia (utilizando doxorubicina, MST-312 e
metotrexato) quanto em terapia combinada (doxorubicina + MST-312 e metotrexato + MST-312).

3.2 Pacientes, periodo de coleta, local de estudo e consideracdes éticas

No estudo, foram incluidas amostras de aspirado de medula dssea (BM) de 79 pacientes
com leucemia linfoblastica aguda B. A inclusdo dos pacientes ocorreu ap0s a aprovacdo do
comité de ética (24841219.4.0000.8093) e a obtencdo dos respectivos Termos de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLES) dos participantes, conforme descritos nos Anexos
3-5 do estudo. Todos os pacientes selecionados apresentavam leucemia linfobléastica aguda B e
foram diagnosticados ou estavam em tratamento durante o periodo de 07/2019 a 09/2021. Vale
ressaltar que os participantes desse estudo eram exclusivamente criancas e adolescentes com

idades compreendidas entre 0 e 17 anos.

3.3 Atividade realizada pelo aluno
3.3.1 Coletas de dados clinicos via prontuério

As informacdes clinicas de idade, raca, leucometria ao diagndstico, sexo, evolugdo
clinica, esquema terapéutico e estratificacao de risco final foram obtidas por meio do prontuério
eletronico do paciente. Dados bioldgicos (classificacdo imunofenotipica, avaliacdo das
principais transloca¢des cromossdmicas, aneuploidia e resposta da medula durante o tratamento
quimioterapico) foram obtidos através dos testes laboratoriais do Laboratério de Pesquisa
Translacional do HCB. O conjunto dessas informagdes foi armazenado em um banco de dados,

sempre respeitando o sigilo do acesso a informacao dos pacientes.

A estratificacéo de risco utilizada nesse trabalho se se baseou nos padrdes adotados pelo
Instituto Nacional do Cancer e referenciados em diversos estudos (14,61,62). Os pacientes com
LLA-B foram estratificados em determinados grupos de risco de acordo com a quadro 1. No
que se refere aos dados de estratificacdo, a equipe médica foi responsavel por determinar a
classificacdo de risco final de cada paciente, com o objetivo de direcionar o tratamento de
acordo com o protocolo estabelecido pelo BFM 2009 (63). A classificacdo de risco é baseada
em uma analise abrangente dos dados clinicos, laboratoriais e de exames especificos de cada
paciente. Essa estratificacdo é fundamental para garantir que cada paciente receba o tratamento

mais adequado, levando em consideracgéo o seu perfil de risco especifico.

Os valores de doenca residual minima (DRM) desempenham um papel significativo na

determinacéo do risco final. Elas séo avaliadas em diferentes momentos, geralmente aos 15, 33
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e 78 dias apds o inicio do tratamento. Com o passar do tempo, espera-se que haja uma reducao

na presenca de blastos clonais, o que € indicativo de uma melhor resposta ao tratamento.

Para a estratificacdo de risco, s@o utilizados limiares especificos de porcentagem de
blastos clonais. Valores acima de 5% no dia 15 e acima de 0,01% no dia 78 sdo considerados
de alto risco, indicando uma maior carga residual da doenca. Por outro lado, valores inferiores
a 1% no dia 15 e inferiores a 0,01% no dia 78 sdo considerados de baixo risco, sugerindo uma

resposta mais favoravel ao tratamento e uma menor carga residual da doenca.

Portanto, a analise da DRM ao longo do tempo € fundamental para a estratificacdo de

risco e auxilia na determinacéo do plano de tratamento mais adequado para cada paciente.

A infiltracdo no sistema nervoso central (SNC) é considerada um fator de risco por si
SO, uma vez que nao é esperado que células clonais migrem para essa regido. Portanto, valores
acima de zero sao considerados de alto risco, indicando a presenca de células leucémicas no
SNC. Por outro lado, valores iguais a zero sao considerados de baixo risco, indicando a auséncia
de células clonais no SNC. Essa avaliacdo do risco baseada nos valores de infiltragdo no SNC
é importante para determinar o plano de tratamento adequado para cada paciente (Quadro 1).

Quadro 1. Estratificacdo de risco individualizado para cada variavel clinica utilizadas nesse
estudo.

Critério Risco
Baixo |Intermediario| Alto

Leucometria inicial /pL
Menor que 50000 (<50000)
Maior que 50000 (>50000)
Tipo genotipico
ETV6-RUNX1

BCR-ABL

PH-LIKE

TCF3-PBX
KMT2A/MLLT3

DRM D15

Menor que 1% (<1%)
Entre 1% e 5%

Maior que 5% (>5%)
DRM D33

Menor que 0,1% (<0,1%)
Entre 0,1% e 1%

Maior que 1% (>1%)
DRM D78

Menor que 0,01 (<0,01%)
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Maior que 0,01(>0,01%)
Infiltracdo do SNC
Maior que 0 (>0)

Iguala 0

Idade

Menor que 1 ano

Entre 1 e 10 anos

Maior que 10 anos
* DRM = Doenga residual minima * SNC= Sistema nervoso central.

3.3.2 PCR em tempo real
A PCR em tempo real foi realizada para identificar a expressao da hTERT, BIRC5 e

cFLIP. Nesse sentido, ap6s a confecgdo do cDNA foi realizada a PCR com o kit Power SYBR™
Green PCR Master Mix da ThermoFisher, sendo seguido todas as instru¢fes do fabricante. O
volume final de reacdo foi de 10pul e o input de amostra foi de 1ul, as especificacdes estdo na
tabela 1.

Tabela 1. Reagente para a PCR em tempo real.

Reagente [ ]Estoque [ ]final Vol. (uL)
H20 - - 3,6
Power syber green master mix 2X 1X 5
Primer Foward 10 uM 0,2 uM 0,2
Primer Reverse 10 uM 0,2 uM 0,2
Amostra - - 1
Volume final 10

As reacdes de PCR em tempo real foram realizadas em triplicata. A curva de meltingem
foi incluida em todas as reacfes para monitoramento da amplificacdo (figura 6). Experimentos
com especificidade duvidosa foram descartados. As condi¢des de ciclagem da PCR em tempo
real foram de 10 minutos a 94 graus, seguidos de 40 ciclos com 94 graus por 30 segundos, 60
graus por 20 segundos e 10 segundos a 72 graus, para a leitura dos primers cFLIP, HPRT1 e
hTERT (figura 6, imagens D A e C), 75 graus para a de B2M (figura 6, imagem B) e 80 graus
para a do BIRC5 (Figura 6, imagem E).
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Figura 6. Curva de melting dos primers. A. Curva de melting do primer HPRT1 com temperatura 6tima de leitura
de 72 graus. B. Curva de melting do primer de B2M com temperatura 6tima de leitura de 75 graus. C. Curva de
melting do primer de hTERT com temperatura étima de leitura de 72 graus. D. Curva de melting do primer de
cFLIP com temperatura 6tima de leitura de 72 graus. E. Curva de melting do primer de BIRC5 com temperatura
otima de leitura em 80 graus.

A andlise de dados se deu pela quantificacdo relativa utilizando o método comparativo
de threshold (222Y) com 2 genes endégenos, 0 HPRT1 e o B2M. O parametro controle da
expressdo génica para relativizacdo dos dados foi a mediana dos valores dos threshold das

amostras. A normalizacdo da expressdo génica foi feita com ambos os endogenos.
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3.3.3 Cultura de células e preparacao de materiais

As Células de LLA-B - NALM-6, Reh, RS4:11 e 697- foram cultivadas no meio de
cultura RPMI (Roswell Park Memorial Institute- Sigma) suplementado com 10% de soro fetal
bovino (Cultilab) e 10 U/ml de penicilina e estreptomicina. As células foram mantidas na estufa
umidificada com CO> a 5% e temperatura de 37° C. O meio de cultivo foi trocado a cada 48
horas. Todos os compostos testados (MST-312, doxorrubicina e metrotrexato) foram
primeiramente solubilizados em concentrac6es de estoque (em DMSQO para o primeiro e agua

para os dois ultimos) e posteriormente diluidas para a concentracao de tratamento.
3.3.4 Analise de viabilidade celular

Para anéalise de viabilidade, as células foram distribuidas em uma placa de 96 pocos,
com 30 mil células por poco e submetidas aos tratamentos de interesse. O nimero total de
amostras foi de 8 para cada concentracdo testada. Os quatro pogos da primeira coluna foram
utilizados como controle branco. Apds o periodo de incubacgdo de 24, 48 ou 72 horas, 0 meio
de cultura foi substituido e o reagente Cell Titer Blue foi adicionado. As células foram entéo
expostas ao composto por um periodo adicional de quatro horas, permitindo a reducdo do
Resazurin para Resorufin. Para quantificacdo, a absorbancia das amostras foi lida em um leitor
de espectro, ELISA, nas faixas de 590nm e 570nm. Os resultados foram expressfes em
percentual em relacdo ao controle de células tratadas apenas com o0s respectivos diluentes das
drogas, que ficou na mesma concentragdo em todos 0s poc¢os.

3.3.5 Determinacdo de 1C50%.

Para o célculo da estimativa do 1C50%, foi realizado o tratamento das culturas celulares
com crescentes concentracbes de MST-312, doxorrubicina e metrotrexato, bem como da
combinacdo desses compostos, em placas de 96 pocos utilizando o N amostral de 8 para cada
concentracdo do composto. O tempo de exposi¢do foi alternado entre 24 horas, 48 horas e 72
horas. Além do branco, foram utilizados 2 controles para cada placa, em que o primeiro
consistia em meio de cultura puro, e o segundo continha diluente da droga, DMSO 0,1% para
0 MST-312 e PBS para doxorrubicina e metrotrexato. Os valores de absorbancia de cada
experimento foram analisados, e desde que ndo houvesse diferenca estatistica entre os dois
grupos controle, o controle de DMSO ou PBS era utilizado como parametro para conversao dos
dados em percentual de viabilidade. Por fim, através da regressdo ndo linear era estimado o

1Cs0%.
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3.3.6 Transfeccdo por siRNA in vitro

Um siRNA, contendo sequéncia complementar ao gene do hTERT (porcéo catalitica da
telomerase humana), localizado no cromossomo 5p15.33, foi usado para inibir parcialmente a
expressdo do hTERT. Um siRNA "scramble” foi usado como controle do processo de
transfeccdo. A confirmacéo da transfecgédo foi realizada por meio da PCR em tempo real. A
transfeccéo foi realizada em placas de 6 pogos com 10° células em cada pogo. Ao siRNA era
adicionada a Lipofectamine™ 2000 - Invitrogen™- e dessa forma sguiu-se o protocolo do
fabricante. Ap6s 72 horas da transfecgdo as células eram plotadas nas placas de 96 pogos e 0
restante colocado em uma placa de 10 cm, propria para cultura celular. A partir dessa etapa
considerava-se o tempo zero de tratamento para o teste de viabilidade celular e era realizada
extracdo de RNA e RT-PCR para a confirmacdao da transfeccao, o que foi repetido no tempo de
72 horas ap6s a transfeccdo. Apds 72 horas de exposicao a droga a placa de 96 pocos foi levada
para mensuracdo de fluorescéncia e posterior analise da viabilidade celular; nessa etapa foi
realizada nova RT-PCR em tempo real para mensurar a expressdo ao final do experimento, ou
seja, no tempo total de 144 horas apds transfeccdo e de 72 horas pos exposi¢do aos compostos
(figura?).

- .
A b

:

IZ:'_S:I_ConlmI
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Figura 7. Fluxo utilizado pelo protocolo de transfec¢do. Inicialmente, procedeu-se a transfec¢do utilizando siRNA
controle e si hTERT, responsével por inibir a telomerase. Em seguida, aguardou-se um periodo de 72 horas para
permitir a divisdo celular e possibilitar a realizagdo do teste de viabilidade celular por meio do método “Cell Titer
Blue”. Simultaneamente, as células transfectadas, tanto as de controle quanto as com hTERT inibido, foram
dispostas em uma placa de cultura, e foi realizado um ensaio de PCR em tempo real no momento zero, com base
no teste de viabilidade celular. Apds 72 horas de exposicdo das células as drogas, realizou-se a leitura do teste de
viabilidade celular. Nesse momento, extraiu-se 0 RNA das células restantes na placa e conduziu-se outra PCR em
tempo real para confirmar a transfeccéo, considerando-se o periodo de 72 horas apds a exposicéo as drogas para o
teste de viabilidade celular.
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3.4 Testes realizados de rotina pelo Hospital da Crianca de Brasilia
3.4.1 Amostras dos pacientes e fluxo do diagnostico das neoplasias hematoldgicas

As amostras forem divididas entre os aspirados de medula 6ssea que foram coletados
no momento do diagnostico do paciente no HCB, e os que chegavam depois do inicio do
tratamento. As amostras eram colhidas na chegada do paciente ao hospital e utilizadas para o
diagnostico, para a avaliacdo de translocacdes, e para a analise de cariotipo (a mesma amostra
foi depois utilizada no estudo para avaliacdo da expressdo dos genes hTERT, cFLIP e BIRCS).
Para avaliacdo da DRM, a coleta de aspirado de medula dssea foi feita depois de 15, 33 ou 78
dias do inicio da fase de indugdo da quimioterapia. Em casos de recaida, ocorreram outras
coletas de aspirado de medula dssea para avaliacédo e escolha do melhor protocolo clinico a ser

utilizado.

A rotina do Hospital referente a esses procedimentos se inicia com a chegada do
paciente, seguida pela triagem médica, na qual sdo analisados 0s sinais e sintomas
caracteristicos que indicam a possivel presenca de neoplasia das células sanguineas. Apos essa
etapa inicial, amostras sdo coletadas e uma equipe de analistas conduz a avaliagdo morfoldgica
das células por meio de microscopia Gptica sendo a amostra colocada em laminas, com o
objetivo de identificar casos suspeitos de neoplasia. A confirmacéo do diagndstico e a posterior
estratificacdo de risco sdo realizadas pelo auxilio de diferentes testes complementares,

incluindo analises citogenéticas, estudos de biologia molecular e imunofenotipagem (figura 8).

Sinais e sintomas
clinicos

Morfologia

Cariotipagem Imunofenotipagem Biologia molecular

Figura 8. Fluxograma do diagnoéstico da LLA-B utilizado pelo Hospital da Crianga de Brasilia.
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3.4.2 Selecdo das células mononucleares com posterior extracdo de RNA seguida da confeccéo
de DNA complementar (cDNA)

As células mononucleares foram separadas dos demais componentes da medula 6ssea
utilizando o gradiente de Ficoll. O aspirado de medula 6ssea foi colocado em um tubo de vidro
de 15ml contendo 1ml de reagente de Ficoll e submetido a centrifugacdo em 2000g por 20
minutos. Apos a separagdo por gradiente de densidade foi identificado o anel de células

mononucleares, o qual era removido para extracdo de RNA e DNA genémico.

O RNA foi extraido usando o reagente de trizol da Invitrogen e em seguida 2jug desse
foi utilizado para a sintese do DNA complementar (cDNA) utilizando o kit da ThermoFisher
(High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit), sendo todo o processo realizado com base

nas instrucdes do fabricante.

3.4.3 PCR convencional
A PCR convencional, realizada de rotina pelo HCB para o diagnostico, foi utilizada para

identificacdo das translocacGes para a caracterizacdo do tipo da leucemia que o paciente
apresentava. Dando seguimento, realizou-se a rea¢ao da polimerase em Cadeia (PCR) conforme
exposto na tabela 2. Como foi utilizado cDNA, a técnica é conhecida como PCR com

transcriptase reversa, ou RT-PCR.

Tabela 2. Reagentes e suas respectivas concentracfes para a PCR convencional.

Reagente Concentracdo Concentracdo Volume

Estoque final (L)
H20 - - 11
Tampao 10X 1X 15
MgCl2 50 mM 1,5mM 0,45
dNTPs 10 mM 0,2 mM 0,3
Taq 5 U/uL 0,75U 0,15
Polimerase
Primer 10 pM 0,2 uM 0,3
Foward
Primer 10 uM 0,2 uM 0,3
Reverse
Amostra - - 1
Volume final 15

A PCR convencional foi utilizada para todas as translocagdes pesquisadas seguindo o
fluxo da figura 9.



43

As condigOes de ciclagem para a PCR convencional foram de 3 minutos a 95 graus,
seguido de 35 ciclos a 95 graus por 30 segundos; 30 segundos a temperatura especifica de cada
primer e 72 graus por 60 segundos. Por fim 1 ciclo a 72 graus por 5 minutos. O produto de PCR
foi visualizado sob luz UV em gel de agarose 2% corado com brometo de etidio (10mg/ml).
Todos os primer utilizados tanto na PCR convencional quanto na PCR em tempo real estéo na
tabela 3.

IKZF1
P2RY8-CRLF2
CRLF2 F232C
t(1;11)
t(4;11)
t(6;11)
t(9;11)
t(10;11)
t(11;19)
t(1;19) NN \:
t(4;11) =\ N\
t(12;21) \ VA S
t(9;22) \ \ \ 4=
p190,210 NN _\,‘,j;
| ‘ - Passo 2 AN=YF
Passo 1

Figura 9. Fluxo de anélise das principais translocacdes. Na primeira etapa é realizada PCR das transloca¢Ges mais
comuns, na segunda, prioriza-se a identificacdo das translocagdes envolvendo o MLL. Caso o resultado seja
negativo, € realizada a terceira etapa, focando na identificacéo das translocacgGes que envolvem o IKZF1. Amostras
com resultado negativo para todas os testes realizados sdo classificadas como “outras leucemias” ou “ndo
classificado”.
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Tabela 3. Primers utilizados no estudo, tanto para a PCR convencional quanto para a PCR em
tempo real. Acompanhados das respectivas temperaturas de anelamento apds a padronizacéo.

Nome do Objetivo Sequéncia Temperatura
oligonucleotideo de
anelamento
PR 055 RT-PCR P2RY8F01 CACGAACACCTTCTCAAGCA 68
(64)
PR 056 RT-PCR CRLF2R01 AGCCTCCCAGCAGAAAGAC 68
(64)
PR 057 RT-PCR CRLF2R02 GTCCCATTCCTGATGGAGAAA 68
(64)
PR 058 RT-PCR CRLF2R03 GGTAGTTGGTGCACTGGTCA 68
(64)
IKZF1 A2a Multiplex para dellIKZF1 ‘ CAACAAGTGACCCATCCTTTG 60
IKZF1 A2b (65) CACACACTTCAAGATTATGCATTT 60
IKZF1 A4 ‘ TGTGAAGGTCACACCCTCTG 60
IKZF1 A7 AAAGAACCCTCAGGCATTCA 60
IKZF1 A8 ‘ GGGGACTGGAAGTCACAGAA 60
IKZF1 GL CACCTTGTGGTCCAGGCTA 60
P2RY8ex1 RT-PCR fusdo CRLF2-P2RY8 ‘ TTGCAAGGTTGCTGGACAGATGGAA 68
CRLF2ex3 (66) GTCTAGGAGGCACCCCGAAGTGTGA 68
MLL-7 Multiplex para MLL ‘ GATGCCTTCCAAAGCCTACCTG 65
MLL-9 (67) CTCCCCGCCCAAGTATCCCT 65
AF4-6 ‘ TGGGTTACAGAACTGACATGCTGA 65
AF4-11 GCTGCCATTTGTTTGTTGTTGGAG 65
AF9-5 ‘ GCTGCTGGTATGAATACTCCTATTAG 65
AF9-6 GAGCTGGAGCTGGCAGGA 65
AF9-10 ‘ CTGTGAAGCTCTACCAGTTCATCT 65
ENL-2 AGCTCTAACCTCACCTGGACG 65
ENL-6 ‘ GCTTGGAGGTCTTGCTGCTC 65
ENL-7 CTGGAGTTGGACGGGCTTGAC 65
ELL-3 ‘ AGTCAGGCTGGGGGATGGAGATGT 65
ELL-6 GCCGTCCTTAGCACTCATGTTGGC 65
AF10-6 ‘ ACCAGTGGCTGCTTTGCTTTCTCT 65
AF10-9 ACCAATGCAGGTGATGGTTCTGGCT 65
AF10-11 ‘ TGCTGATGACTGTTGGGAGTGAGAGT 65
AF10-16 TGGTGCCTGACTGAGAGAAGATCCA 65
AF6-2 65

AF6-21

‘ GCGTTTCGATTACATCTTGAGTGG

GAGTCGAGAAGACAGTCCAGAGCT

65
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EPS15-6 TGATTAGCAAAGGACTACTGGTATCAT 65
EPS15-14 TCTCCCTTTGAACTTCATCTTGAAGA 65
MLL-4 ATCTTATCTCCAGATTTGGTCTCTGAT 65
B2M_F Gene constitutivo B2M TGCTGTCTCCATGTTTGATGTATCT 60
B2M_R (68) TCTCTGCTCCCCACCTCTAAGT 60
TBP_F Gene constitutivo HPRT1 TGACACTGGCAAAACAATGCA 60
TBP_R (69) GGTCCTTTTCACCAGCAAGCT 60
C1423 Seq. Fusdo CRLF2-P2RY8 CGGTTTGGGGACTTTCAGAGCACAA 68
C1445 DNA TCACCTGCTACTTCTGCCGCTGCTT 68
C1450 (70) GGCATGAGCCACCGCGCCCCGCCCAATGC 68
BCR-b1-A BCR-ABL P210 GAAGTGTTTCAGAAGCTTCTCC 65
ABL-a3-B (71) GTTTGGGCTTCACACCATTCC 65
BCR-b2-C CAGATGCTGACCAACTCGTGT 65
ABL-a3-D TTCCCCATTGTGATTATAGCCTA 65
ABL-a3-E39 TGACTGGCGTGATGTAGTTGCTT 65
TCF3-A TCF3-PBX CACCAGCCTCATGCACAAC 65
PBX-B (71) TCGCAGGAGATTCATCACG 65
TCF3-C CACCCTCCCTGACCTGTCT 65
PBX-D GGCCTGCTCGTATTTCTCC 65
PBX-E39 TGAACTTGCGGTGGATGAT 65
KMT2A-A AF4-KMT2A CCGCCTCAGCCACCTAC 65
AF4-B (71) TGTCACTGAGCTGAAGGTCG 65
KMT2A-C AGGACCGCCAAGAAAAGA 65
AF4-D CGTTCCTTGCTGAGAATTTG 65
KMT2A-E59 AAGCCCGTCGAGGAAAAG 65
ETV6-A ETV6-RUNX1 TGCACCCTCTGATCCTGAAC 65
RUNX1-B (71) AACGCCTCGCTCATCTTGC 65
ETV6-C AAGCCCATCAACCTCTCTCATC 65
RUNX1-D TGGAAGGCGGCGTGAAGC 65
ETV6-E59 CGCACCAGGAGAACAACCAC 65
BCR-e1-A BCR-ABL P190 GACTGCAGCTCCAATGAGAAC 65
ABL-a3-B (71) GTTTGGGCTTCACACCATTCC 65
BCR-e1-C CAGAACTCGCAACAGTCCTTC 65
ABL-a3-D TTCCCCATTGTGATTATAGCCTA 65
ABL-a3-E39 TGACTGGCGTGATGTAGTTGCTT 65
TERT F hTERT TCACGGAGACCACGTTCAAA 60
TERT R (72) TTCAAGTGCTGTCTGATTCCAAT 60
cFLIPR cFLIP ACTTGTCCCTGCTCCTTGAA 60
cFLIP F TAAGCTGTCTGTCGGGACT 60




BIRCS

(survivina) F

BIRC5

(survivina) R

Survivina

AGGACCACCGCATCTCTACAT

46

60

AAGTCTGGCTCGTTCTCAGTG

60

*Em preto, os primers utilizados apenas na PCR convencional. Em azuis aqueles utilizados tanto na PCR

convencional como na PCR em tempo real, e em vermelho os utilizados apenas na PCR em tempo real.
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3.4.4 Citometria de fluxo

A amostra de medula déssea dos pacientes foi testada para os marcadores descritos no
Quadro 2 paratriar qual o tipo de leucemia. As marcacgdes foram realizadas em tubos separados
com diferentes pools de anticorpos, sendo o primeiro deles o de triagem, que permite a
classificacdo da natureza da célula (célula B, célula T ou mieloide) patologica. Toda a

citometria foi realizada de rotina pelo HCB para o acompanhamento do paciente.
Quadro 2. Triagem das leucemias agudas conforme o protocolo do HCB.

Tubo 1
CD3
MPO
CD34

CD117

CD79A
CD19
CD3

CDA45

Ao passar pela triagem a amostra foi submetida a analise pelo painel expandido (Quadro
3) que permite a identificacdo das células patogénicas e a avaliacdo da presenca de aberracoes

imunofenotipicas.

Quadro 3. Painel estendido com a finalidade de identificar e classificar as LLA-B com base no

protocolo utilizado pelo HCB.

Tubo 1 Tubo 2 Tubo 3
CD81 IGM -

CD66¢c NG2 CD13
CD34 CD34 CD34
CD19 CD19 CD117
CD10 CRLF2 -

CD38 CD38 CD19
CD20 CD20 CD33

CD45 CD45 CD45
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A avaliacdo da DRM foi feita com base na fase de inducdo de quimioterapia nos dias

15, 33 e 78 (73,74) . O painel que foi utilizado esta descrito no quadro 4.

Quadro 4. Painel para a marcacdo das DRMs nos dias de 15, 33 e 78 dias com base na fase de
inducgéo da quimioterapia. Painel utilizado pelo HCB com base no estudo de THEUNISSEN
et al. (2017).

Tubo 1 Tubo 2
CDs81 CDs81
CD66¢ + CD304 +
CD123 CD73
CD34 CD34
CD19 CD19
CD10 CD10
CD38 CD38
CD20 CD20
CD45 CD45

Quanto as reacGes de marcacao de antigeno, primeiramente, foi realizada a aquisicéo do
volume de amostra equivalente a 10° leucdcitos, foram adicionados os anticorpos de superficie,
conforme a tabela 4, com posterior incubacdo por 15 minutos. Entdo foi adicionado 100uL de
fixador sob homogeneizacdo e seguiu-se nova incubacdo por mais 15 minutos. Ao término
desse periodo, foram acrescentados 2ml de tampao fosfato salino (PBS) e realizada a
centrifugacédo pelo periodo de 5 minutos em 2500rpm. Por fim, foi retirado o sobrenadante e
adicionado 100ul de solugédo permeabilizadora.

A aquisicdo e a andlise foram realizadas imediatamente apds o processo de marcacdo
utilizando o BD FACS Canto |1, 10 parametros e 8 cores, e 0 software FACS Diva versdo 8.0.1.
Para a analise de dados foi utilizado o software INFINICITY. Para o diagnostico considerou-
se a captura de 100.000 eventos, j& para identificacdo da DRM, 5.000.000 de eventos. Os
anticorpos utilizados nesse trabalho, bem como seus fluorocromos com as respectivas

titulacGes, estdo demonstrados na tabela 4.

Tabela 4. Painel de anticorpos utilizados pelo HCB contendo.
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Anticorpo Empresa de origem Fluorocromo Titulo da bula Titulo
(uh sugerido
(ul)
CD 10 BECKMAN COULTER APC 10 5
CD 117 BECKMAN COULTER APC 10 3
CD 123 BD APC 5 1
CD 13 BECKMAN COULTER APC ALEXA FLUOR 750 5
CD 19 BECKMAN COULTER APC ALEXA FLUOR 750 10 3
CD 19 BECKMAN COULTER FITC 20 10
CD 20 BECKMAN COULTER FITC 20 5
CD3 DBR FITC 5 10
CD 304 BECKMAN COULTER KROME ORANGE 10 5
CD 33 BECKMAN COULTER PACIFC BLUE 10 10
CD 34 BECKMAN COULTER PACIFIC BLUE 10 3
CD 38 BD PACIFIC BLUE 5 10
CD 3l DBR PE 20 5
CD 45 BECKMAN COULTER PE 20 20
CD 66¢ BD PE 5 5
CD 73 BD PE 20 5
CD 79A DBR PE 10 5
CD 81 BECKMAN COULTER PE 20 10
CRLF2 BECKMAN COULTER PE 20 10
IGM BECKMAN COULTER PECY7/PC7 10 5
MPO BECKMAN COULTER PECY7/PC7 10 5
NG2 DBR PERCP CY5.5 4 4
3.4.5 Cariotipagem

3.4.5.1 banda G
Os testes de cariotipagem foram feitos de rotina pelo HCB para diagnostico do paciente.

Primeiramente foram colhidos 4mL de aspirado de medula dssea do paciente em tubo
heparinizado, submetido a cultura em meio estéreo contendo 9 mL de meio RPMI, acrescidos
de penicilina e estreptomicina (100 U/mL), e 15% de soro fetal bovino. As garrafas de cultura
ficaram na estufa a 37 °C por até 72 horas. Dando seguimento, foi acrescentado 280uL de
colchicina (0,16 pg/10mL) por 40 minutos. Apoés esse periodo, o material foi centrifugado por
cinco minutos a 1000 rpm. O sobrenadante foi entdo desprezado e adicionou-se 14 mL de
solucdo hipotdnica KCI 0,075M. Em seguida, foram centrifugados novamente por sete minutos

a 1000 rpm, desprezado o sobrenadante e adicionados 7mL de solugdo fixadora (metanol e
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acido acetico glacial). Ao término do processo de fixacdo, procedeu-se a ressuspensao cujo
contetdo foi gotejado nas laminas de vidro previamente preparadas (limpas com solucdo
saturada de KOH).

3.4.5.2 Coloragéo das laminas

As laminas preparadas para a coloracdo para banda G foram transferidas para o banho
contendo 50 mL de tampdo HBSS (Hanks Balance Salt Solution) e 100 pL de tripsina (2,5%)
a 37 °C por 30 segundos. Em seguida, as laminas foram lavadas em solucdo contendo 50 mL
de HBSS e 1 mL de soro fetal bovino. Apds o processo de lavagem, as ldminas foram secas e
adicionou-se o corante Giemsa (4% em tampdo fosfato pH 6.8) por 10 minutos. Ao final, as
laminas foram lavadas em &gua corrente e secas em temperatura ambiente. A analise
citogenética foi realizada no microscépio Imager D2, atraves do software Ikaros versédo 5.8.9

que permitiu analisar se os pacientes apresentaram alteragdes cromossomicas.
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4. RESULTADOS

A parceria com o Hospital da Crianca de Brasilia deu-se em 03/07/2019 e com a
posterior aprovacdo do comité de ética o trabalho foi iniciado. Ao todo foram coletados 83
termos de consentimento e assentimento, assinados pelos pais e as criancas. Desse total, 79

geraram amostras passiveis de analise.

4.1 Perfil demografico e laboratorial dos pacientes

A faixa etaria dos pacientes foi dividida em 3 grupos (menores que 1 ano, entre 1 e10
anos, maiores de 10 anos). A maior parte dos pacientes tinha entre 1 a 10 anos de idade
(79,74%), seguido do grupo que se apresentava com mais de 10 anos (17,72%) e por ultimo
aquele composto por menores de um ano (2,53%). Os pacientes do sexo masculino foram
maioria, contudo essa diferenca é pequena em relacdo ao feminino, 50,63% e 49,37

respectivamente.

A quantidade de leucécitos ao diagnostico maior que 50000 leucocitos por mm3/ pL
(alto risco) foi representado por 18,99% dos casos, sendo a maior incidéncia (81,01%) de

contagem de leucdcito menor que 50000 /mm?3/ pL (baixo risco).

Os pacientes com sindrome de Down tém maior predisposi¢cdo ao desenvolvimento da

leucemia e nesse estudo foram representados por 6,32% dos casos.

Alteragbes cromossdmicas numéricas, também chamadas de aneuploidias, séo
classificadas de diversas formas, a depender do tipo e da quantidade. Nesse trabalho foi possivel
segregar em 4 grupos: elevada hiperdiploidia, hiperdiploide, normal e hipodiploide. A elevada
hiperdiploidia (>56 cromossomos) teve menor prevaléncia (8,82%), seguido da hiperdiploidia
(>46 e <56 cromossomos), com 15,18%, sem alteracGes cariotipicas (46 cromossomos), com
72,05% e, por ultimo, hipodiploidia (<46 cromossomos), com 1,46% dos casos.

Rearranjos génicos, como as translocagdes cromossdmicas, desempenham um papel
significativo na patogénese da LLA-B. Neste estudo observou-se que a translocacdo ETV6-
RUNX1, geralmente associada ao bom progndstico, ocorreu em 22,74% dos casos estudados.
Além disso, foi identificado que a translocacdo TCF3-PBX estava presente em cerca de 7,59%

dos casos de LLA-B analisados.

Pacientes com o subtipo BCR-ABL1 sdo considerados de alto risco. Nesse estudo esse

subtipo representou 3,8% do total de casos. Outras translocacGes de alto risco sdo os rearranjos
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envolvendo o gene KMT2A, que ocorrem, na grande maioria dos casos, nos pacientes menores
de 1 ano de idade. Em nosso estudo essas translocagdes representaram 2,53% dos dados. Outro
subtipo, também associado a progndstico pior, é o PH'e também conhecido como cromossomo
Filadélfia like ou Ph-like, que se caracteriza pelo perfil clinico e de expressdo génica muito
similar aos casos com translocacdo BCR-ABL1 (cromossomo Filadélfia), mas sem a
apresentacdo desta. Neste estudo a prevaléncia de Ph-like foi de 7,59%. Por fim, 55,69% dos

casos foram classificados como “outras translocagdes™.

A doenca residual minima (DRM) foi determinada pela co-expressdo de marcadores
distintos (tabela 5), com a finalidade de diferenciar as células clonais das normais. Nesse sentido
a DRM foi avaliada ap6s 15 (D15), 33 (D33) e 78 (D78) dias de tratamento, 0s quais
representam momentos especificos da quimioterapia. A MDR permite a estratificacdo do risco
do paciente em baixo, intermediario ou alto. Em D15, 62,66% dos casos foram de baixo risco,
22,66% intermediario e 14,66% de alto risco. No mesmo seguimento, em D33 0s casos de baixo
risco foram maioria (81,06%), seguidos dos de risco intermediario (13,51%) e de alto risco
(5,4%). Por outro lado, em D78 sé se distingue baixo ou alto risco. Nesse caso, baixo risco

compreendem 90,27% dos casos.

A recaida ocorreu em 21,51% dos casos, 0s Obitos em 10,12% e a remissdo, que

compreendeu a maior parte dos casos, representou 88,89%.

A partir de todos os parametros clinicos, a equipe de saide do HCB se reine com a
finalidade de realizar a classificacéo de risco final do paciente, para adequacéo de protocolo de
tratamento (o que foi denominado “classificagdo de risco final” no presente estudo). Assim, a
classificacdo de risco final foi: alto para 18,98% dos casos, intermediario para 58,22%, e baixo
para 22,78% deles.

Todas as informagdes referentes aos dados demogréaficos e laboratoriais dos pacientes

estdo discriminadas na tabela 5.

Tabela 5. Caracteristicas demogréficas e laboratoriais das criangas com leucemia linfoide aguda

B atendidas no Hospital da Crianca de Brasilia no periodo do estudo.

Classificacdo N=79/ (%)
Feminino 39 (49,37)
Sexo .
Masculino 40 (50,63)
Branca 12 (15,18)
Raca

Parda 64 81,12)




Negra 2 (2,53)
Amarela 1(1,26)
SIM 5(6,32)
Sindrome de Down _
NAO 74 (93,67)
0-1 2(2,53)
Idade (anos) 1-10 63 (79,74)
>10 14 (17,72)
< 50000 64 (81,01)
Leucometria célula/pL
> 50000 15 (18,99)
Elevada hiperdiploidia 6 (8,82)
o Hiperdiploide 12 (15,18)
Aneuploidia S—
Sem alteragdo cariotipica 49 (72,05)
Hipodiploide 1(1,46)
BCR-ABL-t (9;22) 3(3,8)
ETV6-RUNX1- t (12;21) 18 (22,74)
] ] TCF3-PBX -1(1;19) 6 (7,59)
Tipo genotipico
KMT2A/MLLT3 -t (9;11) 2(2,53)
PH-like 6 (7,59)
Outras LLA-B 44 (55,69)
Menor que 1% 47 (62,66)
DRM de 15 dias Entre 1% e 5% 17 (22,66)
Maior que 5% 11 (14,66)
Menor que 0,1% 60 (81,08)
DRM de 33 dias Entre 0,1% e 1% 10 (13,51)
Maior que 1% 4 (5,4)
Menor que 0,01% 65 (90,27)
DRM de 78 dias
Maior que 0,01 7(9,72)
Recaida 17 (21,51)
Obito com recaida 4 (5,06)
Evolucao clinica )
Obito total 8 (10,12)
Remisséo 71 (89,88)
Menor que 0 57 (78,08)
Infiltragdo no SNC
Maior que 0 16 (21,91)
Alto 15 (18,98)
Classificacdo de risco final intermediario 46 (58,22)

Baixo

18 (22,78)
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* SNC = Sistema Nervoso Central/ * D15, D33 e D78 sdo as DRMs de 15, 33 e 78 dias respectivamente.

4.2 Relacdo da expressdo do gene hTERT com as variaveis estudadas
A expressdo relativa do gene da telomerase foi medida para identificacdo de possiveis
relagBes com as demais varidveis estudadas. O mesmo foi feito com genes que estdo associados

a resisténcia a multiplas drogas e que mantém alguma relacdo direta com o hTERT.

Nesse estudo, todos as amostras foram telomerase positiva. Ao analisar o histograma de
expressdo relativa de hTERT (figura 10) identifica-se que a maioria dos pacientes
(aproximadamente 56) apresentaram amostras com expressdao aumentada, no intervalo de
valores compreendidos de 0-10 vezes (em relacdo a mediana do grupo). Dentre esses pacientes,
39 se encontram no segundo nivel, com até 5 vezes mais expressao. Os demais exibem

expressdo de hTERT com distribuicdo de modo assimétrico com desvio a direita.

257
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Frequencia de pacientes

0 510152025303540455055606570
Expressao relativa de hTERT

Figura 10. Histograma para a demonstracio da distribuicdo de expressdo relativa de hTERT nas amostras de
pacientes com LLA-B. O eixo X representa a expressdo relativa do gene hTERT, que foi dividida em grupos de
amplitude de 5 unidades. Cada grupo abrange um intervalo de valores, por exemplo, a primeira barra representa
valores de 0 a 4,9, a segunda, valores de 5 a 9,9 e assim sucessivamente, até o0 valor maximo de 70. O eixo Y
representa 0 nimero de pacientes em cada um dos grupos. Os dados foram normalizados pela mediana da
expressdo amostral. O N amostral foi de 79 pacientes.

Dando prosseguimento, foi demonstrado que houve correlagédo positiva (p <0,05) da alta
expressdo de hTERT com a lIdade (figura 11, imagem A). Os pacientes foram entdo
extratificados em baixo risco e alto risco de acordo com a idade. Ao associa-los com a expressao

relativa de hTERT foi visto que pacientes de maior risco tém maior expressao relativa de hTERT
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quando comparados aos de menores riscos (figura 11, imagem B). A correla¢do com a idade é
relevante uma vez que essa varidvel € amplamente empregada como critério de estratificacdo

de risco, juntamente com outras variaveis, para determinar o risco final do paciente.
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Figura 11. Associacdes e correlages que associam idade com a expressao relativa de hTERT. Todas as correlagdes
estdo em um intervalo de confianca de 95% com um nivel de significancia (alfa) de 5%. Imagem A. Correlacéo
da idade com a expressdo de hTERT com R = 0,2405 e p = 0,03. Imagem B. Grafico de violino demonstrando
diferenca significativa (p = 0,023) na expressdo de hTERT ao diagnostico nos grupos de alto e baixo risco
conforme idade (teste utilizado: Mann-Whitney).

No mesmo sentido, também foi avaliada a possivel relacdo entre expressdo do hTERT e
aneuploidias, visto que essas sao frequentes nas leucemias que envolvem as células B. Todavia,
neste estudo, embora o padrdo dos dados aponte para uma expressao proporcional ao grau de
aneuploidia, ndo houve diferenca significativa entre os grupos -figura 12.



56

804

601

Expressao relativa de hTERT

O]
404 )
) ©®
O]
(0]
(o]
201 fo) e °
(o]
° o) %
[e] o
ALTO HIPERDIPLOIDE HIPERDIPLOIDE NORMAL HIPODIPLOIDE
ANEUPLOIDIA

Figura 12. Gréfico scatter plot demonstrando expressdo relativa de hTERT em grupos com diferentes graus de
aneuploidia. O teste realizado foi o de Kruskal-Wallis com os pds teste de Dunns (p = 0,2).

A analise de infiltracdo do sistema nervoso central € feita para ajudar a estratificar o
risco do paciente, sua presenca é o suficiente para classificar o paciente como de alto risco. No
entanto ndo foi vista diferenca estatistica na expressdo de hTERT em grupos com distintas

estratificagBes de risco baseadas nesse critério (Figura 13).
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Figura 13. Grafico de violino demonstrando expressdo relativa de hTERT em grupos com diferentes classificacdes
de risco com base na infiltracdo do sistema nervoso central.

A expressdo de hTERT também foi comparada entre os grupos com diferentes
classificac6es de risco com base na DRM. Ao se observar a DRM de 15 dias (figura 14, imagem
A), pode-se inferir que ndo ha distingdo entre as medianas dos grupos. Em sentido diverso, na
DRM de 33 dias (figura 14, imagem B) ja € possivel identificar certa diferenca de mediana entre
0s pacientes de alto risco quando comparado aos de baixo risco, mesmo que tal dado néo seja
estatisticamente significativo, provavelmente devido ao baixo nimero amostral do grupo de
alto risco. A DRM de 78 dias, todavia, evidenciou que os pacientes de alto risco apresentaram
a expressao da telomerase maior do que aqueles de risco inferior, com significancia (valor de
p) de 0,02 (figura 14, imagem C).
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Figura 14. Gréficos de violino demonstrando expresséo relativa de hTERT em grupos com diferentes classificacdes
de risco com base nas DRMs. Imagem A. Resultados ap6s 15 dias de inicio do tratamento. Imagem B. Resultados

apos 33 dias de inicio de tratamento. Imagem C. Resultados ap6s 78 dias de inicio do tratamento (teste de Mann-
Whitney, p = 0,02).
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Foi avaliado se havia associagéo entre a estratificacdo de risco com base na DRM de 78
dias e a expressdo de hTERT, visto que ja foi evidenciado anteriormente que quanto maior a
DRM de 78 dias maior o risco de recaida do paciente. Tal achado € amplamente conhecido, ja
que a DRM é padréo referencial na estimativa de recaida ou remissdo. Do mesmo modo, foi
avaliado se havia associa¢do do risco final atribuido pelos profissionais de salude com a
expressdo de hTERT, e néo foi identificado nenhuma associagéo relevante (figura 15).
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Figura 15. Gréfico de violino demonstrando expressdo de hTERT em grupos com diferentes classificacfes de risco

final (atribuidas aos pacientes com LLA-B pela equipe médica do HCB). O teste de Kruskal-Wallis apresentou p
de 0,3427.

Considerando os resultados que apontaram para associagdo significativa entre risco
segundo a DRM em 78 dias e expressao de hTERT (Figura 14), foi analisado se os pacientes
gue tinham maior expressdo de telomerase também apresentavam a maior recaida. Nesse
contexto, nosso estudo evidenciou que quanto maior a expressdo de hTERT, mais provavel a
chance do paciente recair (P<0,03), o que veio a se configurar como o achado central desse
trabalho, indicando a possibilidade de descri¢do de novo biomarcador progndstico para LLA-
B (figura 16).
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Figura 16. Gréfico de violino demonstrando a expresséo relativa de hTERT de acordo com a evolucéo clinica dos
pacientes. Foi aplicado o teste de Mann-Whitney com p de 0,028.

Ao considerar que o acompanhamento do paciente é continuo e que a doenca pode
recidivar a qualquer momento, torna-se evidente a necessidade de estabelecer um periodo Gnico
de acompanhamento para evitar o viés de inclusdo de pacientes que virdo a sofrer recidiva no
grupo de remissdo. Para descartar esse viés, foi realizada uma analise de dispersdo de tempo de
acompanhamento, que ndo revelou diferencas significativas entre os grupos (figura 17, imagem
A). Adicionalmente, selecionamos, com base na mediana do periodo de acompanhamento (960
dias), o intervalo de tempo para compor os estratos do grupo inicial e permitir a reanalise dos
dados. Nessa nova analise, em que todos os pacientes foram acompanhados exatamente pela
mesa quantidade de dias a partir do diagndstico, a associacdo entre a expressao da telomerase
e a evolucdo clinica foi novamente investigada, e novamente demonstrou uma significancia

estatistica, com um valor de p de 0,0389 (figura 17, imagem B).
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Figura 17. Imagem A. Dispersdo dos dados em relacdo ao tempo de acompanhamento dos pacientes em relacdo
aqueles que compdem o grupo de recaida. Ndo houve diferenca no tempo mediano de acompanhamento entre 0s
grupos. Imagem B. Expressdo relativa de hTERT nos grupos de pacientes com a diferentes evolugdes clinica (N
amostral de 79) ap6s exatos 960 dias de acompanhamento desde o diagnéstico. O teste estatistico empregado foi
0 de Mann-Whitney, com p = 0,0389.

Para investigar a relagcdo da expressdo do hTERT com as diferentes translocagdes
relacionadas com os principais subtipos de LLA-B, foram testadas associagdes de cada uma
delas com os dados de PCR. A distribuicdo de dados esta demonstrada na figura 18, imagens A
e B.

Ao segregar as translocagfes de forma individual, foi visto que amostras com a
translocacdo 12:21, ETV6-RUNX1, relacionada a um bom prognostico, tem baixa expressdo
de telomerase (p<0,0001) (figura 18, imagem C). As translocacdes BCR-ABL, MLL e Ph-like
ndo demonstraram associagdo significativa com a expressao do gene (figura 18, imagens A e
D). Contudo, amostras contendo mutacdo em TCF3-PBX apresentaram valor mediano de
expressao maior que os demais subtipos, sendo essas medianas 18,15 e 4,9 respectivamente (p
=0,051) (figura 18, imagem E).

Ressalta-se aqui que a translocacdo TCF3-PBX ainda é alvo de muita discussdo na
literatura quanto ao seu impacto no prognostico. Neste estudo, observou-se que 0s pacientes
com essa translocagédo apresentam uma expressao elevada da telomerase, o que, por sua vez,

esta associado com o aumento do risco de recidiva da doenca.

Os pacientes que ndo foram classificados quanto ao tipo de translocacdo nesse trabalho
foram maioria (55% dos casos). Ao comparar a expressao da telomerase nas amostras desses
pacientes com 0 mesmo dado naqueles com translocagdes ja conhecidas, foi visto que o grupo

“outras LLA-B” apresentou maior expresséo de hTERT, com p < 0,0001 (figura 18, imagem F).
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Figura 18 Associacdo de expressdo de hTERT ao diagndstico com as diferentes translocagbes envolvidas na
formacdo da LLA-B. Imagem A. Gréfico de violino que ilustra a distribuicdo dos dados de expressdo de hTERT
por tipo de translocacdo pesquisada. Imagem B. Gréfico de setores que demonstra a distribuicdo de dados brutos
totais por grupo de pacientes com de acordo com as translocagdes detectadas (N de 76). Imagem C. Comparacéo
da expressao de hTERT em amostras do grupo com translocacdo ETV6-RUNX1 com os demais subtipos de LLA-
B. O teste realizado foi de Mann-Whitney e o p<0,0001. Imagem D. Comparacéo da expressdo de hTERT em
amostras do grupo com leucemias classificadas como filadélfia like com outras LLA-B. Nesse caso ndo houve
diferenca entre os grupos. Imagem E. Comparacdo da expressdo de hTERT em amostras do grupo com
translocacdo TCF3-PBX com outras LLA-B. Nesse caso ndo houve diferenca significativa (p=0,05184). Imagem
F. Comparacéo da expressdo de hTERT em amostras do grupo com LLA-B néo classificadas pelo nosso painel de
translocacGes com o conjunto daquelas que testaram positivas para quaisquer das translocacdes testadas. O teste
realizado foi de Mann-Whitney e o0 p<0,0001.
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As translocagBes genéticas conhecidas desempenham um papel importante no
desenvolvimento da evolugdo clinica do paciente. A menor expressdo da telomerase aparenta
estar associada com t12:21, que € um conhecido marcador de bom prognostico, reforcando a
ideia de que baixa expressao de hTERT estaria associada a indicadores de bom prognostico, ao

passo que elevada expressdes desse gene estaria associada aqueles de progndstico ruim.

A recaida esta intimamente relacionada a falha terapéutica, nesse sentido, foram
investigadas vias de sinalizacdo relacionadas com resisténcia ao tratamento quimioterapico.
Para isso foram selecionados os genes c-FLIP e BIRC5, os quais as proteinas de c-FLIP e
Survivina, respectivamente. Essas tém papel central em mecanismos de resisténcia,
principalmente por promocao de evasdo da apoptose promovida pelas drogas. Além disso,
ambos 0s genes sobre tem sua expressao regulada pelo NF-kB, que, por sua vez, sofre influéncia

da telomerase (uma de suas fung¢Ges ndo candnicas mais amplamente descrita).

4.3 Associacao de genes relacionados a resisténcia com a expressdo de hTERT em LLA-B

Com base na figura 19, foi observado que a expressao relativa de BIRC 5 apresentou
correlagdo positiva com a expressédo de hTERT, com valor de p menor que 0,0001 (figura 19,
imagem A). Por outro lado, no caso do cFLIP, ndo houve significancia estatistica (figura 19,
imagem B).
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Figura 19. Correlacdo entre a expressdo de BIRC 5 e cFLIP e a expressdo de hTERT nas amostras. Imagem A.
Correlacéo da expressao relativa de BIRC 5 com a do hTERT, em que p<0,0001 e r de Pearson =0,51. Imagem B.
Correlacdo da expressao relativa de cFLIP com a do hTERT, em que p= 0,9158.

Devido a correlacéo identificada entre expressao do BIRC 5 e do hTERT, pensou-se que
aquela também estaria associada com a recaida, contudo, o que ficou evidenciado foi que nédo
havia associacdo entre a expressdo de BIRC 5 com a evolucédo clinica. Também foi testada
correlacdo entre a expressdo de hTERT e de cFLIP, a qual ndo apresentou resultado
significativo (figura 20, imagens A e B).
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Figura 20. Grafico de violino demonstrando expressdo dos genes cFLIP e BIRC5 em amostras de pacientes
divididos segundo evolucdo clinica. Imagem A. Auséncia de associacdo entre a expressdo de BIRCS e a evolucéo
clinica (p=0,37). Imagem B. Auséncia de associa¢ao entre a expressdo de cFLIP e a evolugdo clinica (p=0,59).

Embora as expressbes de BIRC 5 e cFLIP ndo tenham sido associadas a indicadores
clinicos, ambos os genes podem ter influéncia na resposta terapéutica. Nesse sentido, a
correlacdo da expressdo de hTERT com a do BIRC 5 reforca a hipdtese de que a predisposicdo
a recaida nos pacientes com elevada expressdo de telomerase poderia ter vinculo com a
resisténcia a quimioterapia. Nesse aspecto, buscou-se identificar, in vitro, se a telomerase
influencia a resposta a quimioterapicos utilizados no tratamento de LLA-B, sendo eles a
doxorrubicina (DOXO) e o metrotrexato (MTX).

4.4 Atividade in vitro da telomerase na resposta de linhagens leucémicas a quimioterapicos

O MST-312 é um inibidor da telomerase amplamente conhecido capaz de induzir a
parada do ciclo celular por promover dano telomérico. Nesse estudo foram utilizadas as
combinagbes de MST-312 com DOXO ou MTX a fim de avaliar se a influéncia da telomerase

na resposta a esses quimioterapicos.

Para identificar qual o melhor tempo de exposicdo ao MST-312, foram realizados testes
de viabilidade celular em 24, 48 e 72 horas de exposic¢ao nas linhagens de LLA-B: NALM-6,
697, RS4:11 e Reh.

Em todas as linhagens houve atividade citotoxica do MST-312, de modo tempo e dose
dependentes (figura 21, imagens A-D). Dos dados, deduz-se que apds 24 horas ndo ocorreu
reducéo superior a 50% da viabilidade em nenhuma das linhagens, impossibilitando o calculo

de 1C50%. Por outro lado, os testes feitos em 48 e 72 horas demonstraram reducdo da
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viabilidade a niveis proximos da totalidade nas maiores concentra¢cdes. Da mesma forma, as

linhagens de NALM-6 e de RS 4:11 no tempo maior de exposicdo, 72 horas, mostraram-se mais

sensiveis ao composto (Figura 21, imagens A e C). Nesse aspecto priorizou-se a combinagédo
de MST-312 com DOXO ou MTX com 72 horas de exposic¢éo.
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Figura 21. Teste de viabilidade celular nas linhagens de NALM-6, Reh, RS4:11 e 697 nos tempos de 24, 48 e 72
horas de exposicdo ao MST-312. As concentracfes testadas variaram de 0,5 a 50pM.

Os quimioterapicos testados também apresentaram efeito dose dependente em todas as

linhagens no tempo de 72 horas de exposicao, sendo a DOXO mais eficaz na Reh e na NALM-
6 (figura 22, imagem A). O MTX foi mais toxico em NALM-6 e em RS4:11 (figura 22, imagem

B) e aparentemente a linhagem de 697 foi a mais resistente para ambos os compostos.
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Figura 22. Teste de viabilidade celular nas linhagens de NALM-6, Reh, RS4:11 e 697 no tempo de 72 horas de
exposicao aos dois quimioterdpicos testados. Imagem A. tratamento com doxorrubina. Imagem B. Tratamento
com metrotrexato.

Para saber se o inibidor de telomerase MST-312 atuaria com sinergismo quando
associado com os quimioterapicos foi necessario identificar uma concentragdo subtdxica do
composto. Assim, foi utilizado como parametro inicial o teste de viabilidade de 72 horas em
que as maiores concentragdes ndo toxicas foram de 0,5 e 1uM para todas as linhagens. A
concentracdo de 2uM (usualmente utilizada em teste de inibicdo da enzima) nao foi selecionada

devido ao fato dessa estar proxima do 1C50%.

As linhagens foram, entdo, submetidas ao tratamento combinado, com MST-312 nas
concentracdes de 0,5 e 1uM, e DOXO ou MTX. As concentracdes de DOXO variaram em
progressdo geomeétrica de razdo ¥, cuja maior foi de 375 e a menor de 0,73nM. Do mesmo
modo, as concentracdes de metrotrexato variaram de 200 até 0,39nM, com o N=8 para todos 0s

testes.

Consoante mostrado na figura 23, imagens A D, G e H, primeiramente foi realizado o
teste com os controles de MST-312 nas concentragdes de 0,5 e 1 uM (comparando com as
células exposta apenas ao meio de cultura, composto por RPMI e DMSO 0,1%), os quais ndo
apresentaram toxicidade em nenhuma das linhagens. Posteriormente, foi identificado que ndo
houve efeito sinérgico do MST-312 com o MTX (figura 23 imagens C, | e L), exceto na
linhagem de 697, em que houve aparente sinergia com 0 MST-312 na concentracdo de 1uM

(figura 23, imagem F).
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Por outro lado, a combinacdo de DOXO com MST-312 apresentou efeito sinérgico em
todas as linhagens. No caso da NALM-6 essa sinergia foi aumentada na concentracdo do
inibidor de 1 uM quando comparada com 0,5uM (figura 23, imagem B). O efeito da
combinacdo se acentua principalmente nas concentracdes intermediarias do quimioterapico.
Também foi possivel estimar a diferenca de sensibilidade pelo célculo 1IC50%, que reduziu
63,13%, passando de 18,31nM para 6,2nM (Tabela 6).

Na linhagem 697 o efeito foi menos aparente, todavia ainda presente, j& que na
concentracdo de 0,5uM ndo ocorreu diferenca estatistica, mas essa foi evidenciada a 1uM
(figura 23, imagem E). Igualmente a NALM-6, a 697 também teve a IC50% reduzida, sendo
78,87 nM na auséncia de MST-312 e 47,53 nM quando em terapia combinada com MST-312 a
1uM (Tabela 6).

Na linhagem de Reh a terapia combinada foi mais impactante desde as primeiras
concentracdes testadas, apresentando bom sinergismo entre os compostos (figura 23, imagem
H). Da mesma forma que nas outras linhagens, nessa houve reducédo na 1C50%, de 12,83 para
6,86 nM (Tabela 6).

Por fim, a linhagem RS4:11 também demonstrou um sinergismo entre DOXO e MST-
312, sendo maior em 1uM (figura 23, imagem K). Essa linhagem celular foi a que apresentou
maior reducdo de IC50% na terapia combinada, apresentando baixa de 71% - 24,13 para 6,85
nM - (Tabela 6).
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Figura 23. Teste de viabilidade celular em terapia combinada de MST-312 com doxorrubina e metrotrexato. Os graficos A,
B e C sdo de experimentos realizados em NALM-6. Graficos C, D e E em 697. Gréficos G, H e | em Reh. Gréficos J, K e
L em Rs4:11. A. Gréfico de barras, controle, demonstrando que em nenhuma concentragao testada de MST-312 apresentou

toxicidade por si s6 na linhagem de NALM-6. B. Regressdo ndo linear que demonstra que as células que apresentaram
exposicdo as maiores concentracfes de MST-312 apresentaram maior sinergia a DOXO na linhagem de NALM-6. C.

Regresséo ndo linear da combinacéo de MST-312 com MTX, ndo foi encontrado nenhuma sinergia entre os compostos. D.
Grafico de barras, controle, demonstrando que em nenhuma concentragdo testada de MST-312 apresentou toxicidade por

si s0 na linhagem de 697. E. Regressdo nao linear que demonstra que as células que apresentaram exposi¢do as maiores
concentracfes de MST-312 apresentaram maior sinergia a DOXO na linhagem de 697. F. Regressdo ndo linear da
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combinacdo de MST-312 com MTX, ndo foi encontrado nenhuma sinergia entre 0os compostos. G. Grafico de barras,
controle, demonstrando que em nenhuma concentracdo testada de MST-312 apresentou toxicidade por si s6 na linhagem
de Reh. H. Regressdo ndo linear que demonstra que as células que apresentaram exposicdo na concentracdo de 1uM de
MST-312 apresentaram maior sinergia a DOXO quando comparada as demais na linhagem de Reh. I. Regressao ndo linear
da combinagdo de MST-312 com MTX, nao foi encontrado nenhuma sinergia entre os compostos. J. Grafico de barras,
controle, demonstrando que em nenhuma concentracéo testada de MST-312 apresentou toxicidade por si s6 na linhagem
de RS4;11. K. Regressao ndo linear que demonstra que as células que apresentaram exposigao as maiores concentracées de
MST-312 apresentaram maior sinergia a DOXO na linhagem de RS4;11. L. Regressdo ndo linear da combinacdo de MST -
312 com MTX, ndo foi encontrado nenhuma sinergia entre 0s compostos.

Tabela 6. IC50% e R? de doxorrubina e metrotrexato quando combinados com MST-312 nas linhagens
de LLA-B (NALM-6, 697, Reh e RS4;11).

[] MST-312 R? DOXO 1C50% DOXO RZMTX 1C50%

Linhagens (UM) (nM) MTX
(nM)

NALM-6 0 0,97 18,31 0,98 7,21
0,5 0,99 6,75 0,98 6,52
1 0,98 6,2 0,98 27,05
697 0 0,93 78,87 0,99 26,84
0,5 0,98 68,83 0,99 24,47
1 0,99 47,53 0,95 20,37
Reh 0 0,95 12,83 0,99 15,04
0,5 0,96 9,17 0,99 13,92

1 0,95 6,86 0,98 12
RS4;11 0 0,98 24,13 0,95 12,74
0,5 0,99 19,12 0,99 15,16
1 0,92 6,85 0,94 16,09

Em sintese, todas as linhagens leucémicas testadas apresentaram maior sensibilidade a
DOXO quando combinado com MST-312, principalmente na concentragdo de 1uM. Por outro
lado, 0 mesmo né&o foi observado para o MTX.

O efeito de sinergia demonstrado com o inibidor de telomerase evidenciou que quando
ha reducéo na atividade da enzima ocorre maior sensibilidade ao tratamento, o que pode estar
ligado ao fato de que pacientes com maior expressdo do gene hTERT tenha maior percentual de

recaida.

Em baixas concentragdes, 0 MST-312 atua como inibidor da telomerase. Contudo, em
concentragdes maiores ele pode agir como inibidor da DNA topoisomerase 2. Quando atua

como inibidor da telomerase, o composto promove dano no telémero, j4 ao inibir a
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topoisomerase 2, 0 dano acontece de forma generalizada em todo o DNA. Portanto, 0 MST-312
pode atuar em outras vias de sinalizacdo ndo abordadas nesse trabalho, o que dificultaria afirmar
que o efeito sensibilizador proporcionado visualizado seja resultante da inibicdo da atividade
da telomerase apenas. Para contornar essa questdo, foram realizados experimentos
complementares envolvendo producdo de células knockdown para o gene hTERT por meio de
siRNA (a producdo de células knockout, ou seja, completamente sem expressdo de telomerase,
é inviavel, pois o bloqueio completo da enzima é incompativel com a sobrevida das células em

cultura).

A transfeccdo que resultou no knockdown foi realizada em todas as linhagens, e
posteriormente foi avaliado a toxicidade de DOXO e MTX nas células que receberam o sSiRNA
de controle de transfeccao e na linhagem com hTERT subexpresso. Os dados de transfeccéo e

das concentracOes que apresentaram significancia foram expostos na tabela 7.

A linhagem de NALM-6 foi transfectada com reducdo na expressao de hTERT de 74%
em relacdo ao controle (figura 24, imagem A) e ficou mais sensivel a DOXO guando comparada
ao controle, mas o MTX ndo apresentou diferenga entre controle e tratado (figura 24, imagens
BeC).

Nas células de RS4:11, embora a transfec¢do tenha reduzido a expressdo de hTERT em
93% (figura 24, imagem D), a sensibilidade a DOXO foi menos acentuada, contudo ainda
presente na concentracdo de 46,87nM -Tabelas 7- (figura 24, imagem E). Por outro lado, a

reducao na expressao génica ndo influenciou a resposta ao MTX (figura 24, imagem F).

Tabela 7. Aumento da sensibilidade 8 DOXO em células com reducéo da expressdo de hTERT
via SiIRNA. O teste realizado foi o “multiple t test unpaired” com p<0,05.

Linhagens Reducéo da [] DOXO nM* Valor de P
expressado de hTERT
NALM-6 74% 0,73-93,75 <0,0001
697 71% 5,85-23,43 <0,0001
Reh 73% - -
697 71% 5,85-23,43 <0,0001
RS4:11 93% 46,87 0,007

*Concentragdo ou faixa de concentragdes cujo efeito citotoxico foi significativamente

maior nas células knockdown para hTERT em relagéo as células controle.
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Na linhagem 697 o knockdown foi de 71% (figura 24, imagem G). Essa linhagem
demonstrou maior sensibilidade a DOXO que a linhagem de RS4:11(figura 24, imagem H). Em

compensacao, a transfeccdo nao influenciou o efeito do MTX (figura 24, imagem 1).

Por fim, a linhagem Reh apresentou reducdo da expresséo de telomerase em 73% (figura
24, imagem J). Contudo, ndo foi identificada nenhuma diferenca estatistica entre 0s grupos
transfectado e controle, seja para o tratamento com DOXO ou com MTX (figura 22, imagens
Kel).
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Figura 24. Transfecgdo com siRNA para knockdown de hTERT com posterior teste de viabilidade celular utilizando
doxorrubicina e metotrexato. Os gréficos A, B e C sdo referentes a linhagem de NALM-6. Gréficos D, E e F para
RS4:11. G, He | para 697 e J, K e L para a linhagem de Reh.
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E importante ressaltar que os dados foram obtidos em células knockdown para hTERT,
e ndo knockout, ou seja, células com expressdo residual de telomerase. Nesse contexto, mesmo
significancias estatisticas pequenas podem representar efeitos maiores, amenizados por essa
expressao residual. No mesmo sentido, as diferencas encontradas nas linhagens NALM-6 e 697
provavelmente seriam ainda maiores que as observadas em um cenario de bloqueio completo

da telomerase.

Por fim, constatou-se que a expressdo relativa elevada de hTERT esta significativamente
associada a taxas mais altas de recaida. O conjunto de resultados apresentados permite supor
que essa associacdo pode ser atribuida ao fato de que a superexpressao dessa enzima dificulta
a eficacia do tratamento, especialmente com doxorubicina, resultando em uma resposta

terapéutica inferior e aumentando as chances de recidiva da doenca.
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5. DISCUSSAO

Estudos recentes sobre leucemias, em especial LLA-B, vém cada vez mais tentando
elucidar as possiveis causas de recaida e buscando tratamentos que sejam mais eficazes e menos
prejudiciais para o paciente (76-80). Nesse contexto, entender melhor os marcadores clinicos
convencionais e a evolucdo clinica ajudariam na efetividade da terapia e em maiores indices de

remissao.

A literatura sobre o tema demonstra que a prevaléncia de LLA-B é maior entre pacientes
do sexo masculino (81). Em nosso trabalho, meninos foram maioria, contudo, a diferenca foi
pequena quando comparada com as meninas. A classificacdo dos pacientes quanto a racga
mostrou que os que se declararam como pardos foram a maioria (82,69% dos casos). Esse dado
pode estar relacionado a maior predominancia dessa etnia em todo o Brasil, 0 que repercute

também em Brasilia.

A maior prevaléncia de LLA-B em pacientes com idade superior a um ano € comum
também segundo a literatura especializada (15). Por outro lado, em pacientes com idade inferior
a um ano a doenca costuma ser extremamente agressiva e geralmente ocasionada por rearranjo

do gene KMT2A, que por si s0 ja requer o tratamento de maior risco (82,83).

Outro fator relevante é a sindrome de Down, que esta associada ao aumento do risco de
LLA-B, principalmente com rearranjo de CRLF2. Esta sindrome, por decorrer do acréscimo
de um cromossomo 21, esté ligada a eventos que afetam a hematopoese, podendo provocar um
bloqueio da diferenciacdo de células B e resultar no aumento da frequéncia de celulas tronco
hematopoiéticas (84-87).

Outro indicador importante é a leucometria ao diagnostico, que pode variar desde a
leucopenia até contagem elevadas de células (>300000 células/ pL). Segundo a literatura,
pacientes com a contagem de leucdcitos maior que 50000 células/ puL s&o considerados de alto
risco, e esses sdo minoria, o que corrobora nossos dados (88,89). Esses achados séo relevantes

devido ao fato de tais marcadores auxiliarem na estratificacdo de risco do paciente.

As alteracdes cromossdmicas de hiperdiploidia podem ocorrer na LLA-B infantil
chegando em 30% dos casos. Nesse sentido, as alteragdes mais comuns sdo a inclusdo de copias
dos cromossomos 21, X, 14, 4, 10 e 17. Diante dos fatos ja documentados, normalmente as

alteracdes de hiperdiploidia estdo associadas ao bom prognostico, ao passo que a hipodiploidia
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vem sendo associada ao ruim (17,90-92). No nosso trabalho, apenas um paciente apresentou
hipodiploidia, sendo a maioria com cariétipo ndo alterado. Além dessas, existem as alteracoes
genéticas pseudodiploide, como as translocacgdes, que sdo de grande relevancia para a triagem
de risco da LLA-B.

A translocacdo ETV6-RUNX1 é a mais prevalente em criancgas, chegando a representar
25% dos casos, e geralmente vem associada com bom progndéstico (93). No entanto, a
translocacdo BCR-ABL, que geralmente representa até 5% dos casos, € altamente ligada ao
progndstico ruim devido aos pacientes ndo responderem bem ao tratamento (94). Outra
caracteristica dessa translocacdo € que sua prevaléncia aumenta com a idade, sendo mais
prevalente em adultos (95). No nosso estudo as proporcdes estdo proximas do descrito, dado
que a translocacdo ETV6-RUNX1 apresentou prevaléncia em 22,3% e BCR-ABL em 3,8% dos

Casos.

A translocacdo TCF3-PBX1 apresenta uma prevaléncia de 3-5%, tanto em adultos
guanto em criancas. Contudo, é relevante ressaltar que nos estudos ja realizados essa
translocacdo é bastante ambigua quanto ao valor prognostico, sendo esse afetado pela etnia do
grupo estudado (15,96). Outra translocacdo relevante é a KMT2A/MLLT3, que impacta
negativamente a estratificacdo de risco dos pacientes. Dentre as mais de 100 translocacdes que
0 KMT2A pode performar, as mais comuns sao as fusdes com AFF1 e com o MLLT3. No
entanto, em menos de 5% dos casos de leucemias essas translocacOes estdo presentes (97).
Nesse contexto, nossos dados também se mostraram condizentes com a literatura. Além disso,
no ambito do Distrito Federal, a populacéo é heterogénea quanto a etnia e sdo poucos o0s estudos

que relacionam quadro clinico com translocacdes especificas.

Outras alteracdes genéticas relevantes sdo representadas pelo perfil PH-like, o qual
constitui-se como um fator de classificacdo de alto risco e normalmente vem acompanhado com
a delecdo de IKZF1, ativacdo da JAK-STAT, da via RAS, entre outras. Geralmente sua
incidéncia é de 10-15% em criancas, chegando a até 20% em adultos. No presente estudo, a
incidéncia de PH-like foi de 10,91%, o que esta de acordo com os dados de diferentes estudos
(98-100). Dado que esse tipo de mutacdo é recorrente e geralmente de mau progndstico, é
relevante explanar que, no ambito da salde publica, seria interessante triar de forma mais

efetiva os casos de PH-like.

As leucemias que néo foram classificadas, chamadas de outras LLA-B, foram a maioria

nesse estudo (55%). Isso faz supor a presenca de outros subtipos como aqueles com rearranjo
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de DUX4, ETV6-RUNX1-like, ZNF384,MYC, MEF2D, NUTM1, PAX5alt, PAX5-P80R entre
outros (61,101), os quais tém padrdes especificos e cuja identificacdo requer metodologias ndo
utilizadas no nosso trabalho, como o sequenciamento de genoma completo ou sequenciamento
de nova geracdo. No contexto geral do Brasil, e considerando as politicas publicas existentes,
triar os principais subtipos de LLA-B é extremamente importante para melhor caracterizar as

leucemias e aumentar ainda mais as taxas de remissao.

Uma técnica fundamental no acompanhamento de doengas hematoldgicas € a citometria
de fluxo, que, no caso da LLA-B, permite realizar a avaliacdo das doencas residuais minimas
que, no periodo de tratamento, tem papel chave como indicador de progndstico. Os periodos de
avaliacdo das DRMs de 15, 33 e 78 dias apds a introducdo da quimioterapia sdo amplamente
utilizados em diversos laboratorios para a classificacdo de risco, sendo também ja constatada a
associacdo da presenca elevada de blastos identificados pelas DRMs com o risco de recidiva da
doenca (73). Ademais, a avaliagdo da DRM em 15 dias é fundamental para avaliar como o
paciente estd respondendo a quimioterapia, sendo a de 33 dias uma ferramenta complementar
com um indicativo mais robusto. Por Gltimo, em 78 dias ja é possivel identificar falha ao

tratamento.

Neste trabalho, 14,66% dos pacientes apresentaram indice que indica alto risco em D15,
sendo que no D33 esse percentual é reduzido para 5,4% e no D78 ocorre um leve aumento para
9,2%. Tal fato ocorre porque no D15 o tratamento ainda esta em progresso. Porquanto, a DRM
nesse espaco de tempo inicial é fundamental para que haja rapidas decisGes a respeito do
tratamento (102).

No D33 e D78 a terapia ja estd mais consolidada, o que evidencia menor nimero de
pacientes com classificacdo de alto risco. Isso pode ser devido a estratificacdo de risco
promovida pelo D15 que faz com que esses pacientes sejam tratados da forma mais eficiente, o
que faz decairem os indices de alto risco em 33 e 78 dias, ou pode estar relacionado ao maior
tempo de quimioterapia que, em muitos casos, comega a produzir efeito promovendo a melhora

clinica e a reducéo de blastos clonais circulantes (103).

VROOMAN et al., em seu estudo, estratificaram pacientes com base na doenga residual
minima de 33 dias com aproximadamente 8% deles classificados como de alto risco, semelhante
aos dados do nosso trabalho. O risco atribuido ao paciente auxilia na aplicagdo do protocolo de

tratamento mais efetivo, 0 que promove maiores indices de remissao.
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Atualmente os indices de remissdo dos pacientes pediatricos excedem 90%, contudo,
aproximadamente 20% desses recaem e 10% continuam incuraveis (80). No nosso trabalho os
indices estdo proximos desses dados, sendo a taxa de remissdo de 89,88%, recaida de 21% e
Obitos 10,12%.

No contexto do tratamento das leucemias, a recaida é um problema vigente, justificando
os esforcos para uma terapia mais eficaz. A recaida tem relagdo com diversos mecanismos de
resisténcia celular a farmacos, como mutac@es em receptores de glicocorticoides como A484D,
P515H, L756N, Y663H, L680P, e R714W0, em que as células se tornam menos responsivas
aos corticoides (105), ao metrotrexato (106) e a doxorrubicina, quando as célula passam a
apresentar altos niveis de ABCA2, promovendo a reducdo da atuacao desse composto por ativar
ERK1 e ERK2 (107). Contudo, os mecanismos de resisténcia que levam a recaida ainda nao

estdo totalmente elucidados, o que indica uma brecha na literatura sobre o tema (61,80,108).

Nesse estudo, a expressao da telomerase apresentou associagdo com a recaida, e por ser
uma enzima relacionada com diversas vias de sinalizacdo e com a constituicdo de diferentes
tipos de tumores, essa apresenta alto potencial de exploracdo em estudos adicionais sobre LLA-
B (109,110). No caso das leucemias, a desregulacdo do hTERT afeta gravemente o prognéstico
da doenca, estando associado a modificacdes epigenéticas, mutacBes e a variagdes estruturais
(58).

A fim de avaliar a relevancia da expressdo do hTERT ao diagnéstico em amostras de
criancas com LLA-B, foi feito primeiramente o histograma para identificar a distribuicdo da
expressao génica da telomerase, que demonstrou que a expressdo relativa de hTERT tem
distribuicdo assimétrica com deslocamento para a direita. Dada a importancia da expressao da
telomerase para o desenvolvimento e manutencdo das células cancerosas, é esperado que essa
esteja muito expressa para a manutencao da doenca, o que explica o desvio a direita. Ademais,
0 processo de regulacdo telomérico apresenta assimetria por ser multifatorial, baseando-se em
aspectos geneticos, estilos de vida e influéncias ambientais, o que implica alguns pacientes
terem maiores teldbmeros que outros (111). N&o é estranho que a expressdo da telomerase
acompanhe o comprimento telomérico quanto a distribuigdo assimétrica dos dados conforme

visto nesse estudo.

Outro conhecido marcador de risco para LLA-B € a idade. Ao ser relacionada com a
expressdo de hTERT, essa variavel demonstrou associacao positiva, o que fortalece a hipotese

de que a telomerase tem relagdo com o progndstico adverso (79). Contudo, ndo era esperado tal
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relagdo em criangas, uma vez que individuos jovens normalmente ndo apresentam
comprometimento fisiolégico dos telémeros que justifique a variacdo na expressdo da
telomerase. Além disso, nos leucocitos, a telomerase apresenta-se expressa mesmo nas células
saudaveis. Com base no exposto, a correlacdo encontrada nesse trabalho entre a idade e a
expressdo de hTERT aumentada deve se dar por razfes patoldgicas e provavelmente devido as
fungdes ndo candnicas dessa enzima. Assim, foram testadas associacOes de outros fatores

clinicos com a expresséo desse gene.

Os valores de DRM, com a classificagéo do sub tipo de linhagem celular envolvida no
processo neoplésico, desempenham papel essencial na confirmacgéo do diagnostico (112). Essa
abordagem € extremamente sensivel para deteccdo de recaidas, estando associadas a
positividade na DRM de 33, 78 e 84 dias (89,113,114). No atual trabalho, ndo foi identificada
associacao entre recaida e a DRM de 33 dias. Contudo, foi observada uma associacao
significativa com a DRM de 78 dias, quando os pacientes de alto risco apresentaram uma
expressao aumentada de hTERT. Do mesmo modo, também foram identificadas associagdes da
DRM de 78 dias com a expresséo relativa de hTERT, no sentido de que pacientes de alto risco
(>0,01%) apresentaram maior expressdo, ao passo que 0s de baixo risco menor expresséo do
gene. Nesse ambito, as DRMs sdo utilizadas para orientar o tratamento visando obter a melhor
evolucdo clinica do paciente, sendo que o hTERT, mais uma vez, esta associado a um

prognostico desfavoravel.

Ao ser avaliada a evolucgdo clinica do paciente em relagdo a expressao de hTERT, foi
possivel concluir que, de fato, ha significancia na diferenca entre os valores dessa variavel, no
sentido de que pacientes com recaida apresentam maior expressao de telomerase do que aqueles
em remissdo. Contudo, ndo foi identificada a relagdo da expressdao de hTERT com a taxa de
oObito, diferente do encontrado na literatura, em que ja foi visto relacdo entre o aumento da

atividade da telomerase e a menor sobrevida em criancgas (115).

A recaida é um aspecto clinico extremamente debatido nos trabalhos cientificos com a
finalidade de ter o melhor entendimento dos seus mecanismos de ocorréncia e para realizar o
tratamento mais efetivo (116-118). Outros estudos ja haviam demonstrado que a telomerase
estd associada ou com a taxa de sobrevida, ou que atua como um biomarcador proeminente para
0 desenvolvimento da doenca (29,58,119). No entanto, o presente estudo identificou
especificamente a associacao entre a supraexpressdo de hTERT e a ocorréncia de recaida na
LLA-B.
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A associacdo da expressdo de hTERT com a recaida pode contribuir na selecdo do
protocolo de tratamentos clinicos mais eficazes por auxiliar na escolha da melhor terapia, dando
maior margem para a conduta correta. Contudo, ndo € possivel afirmar que seria um marcador
de risco independente, mas complementar - juntamente das doencas residuais minimas, idade
entre outros indicadores - para classificagdo de risco dos pacientes. Nesse contexto, buscou-se
identificar os mecanismos dessa associacdo; especificamente se estaria vinculada a perfis
moleculares mais severos, instabilidade genética, ou com uma possivel influéncia da telomerase

na resposta a quimioterapia.

As alteragdes geneticas continuam sendo um dos principais marcadores de instabilidade
genética e leucemogénese em pacientes com LLA-B. A translocacdo ETV6-RUNX1 ¢é
associada ao bom prognostico (112), em sentido diverso, as outras (BCR-ABL, PH-like, MLL
e TCF3-PBX) geralmente indicam prognostico ruim. Sobretudo, todas fazem parte de um
grande rol de modificacBes estruturais para terapia especifica (120).

Neste estudo foi visto que pacientes com LLA-B do subtipo ETV6-RUNX1
apresentaram baixa expressao de telomerase em leucdcitos ao diagnostico quando comparado
com os demais subtipos. Por ser um marcador de bom prognostico tal achado ajuda a corroborar

nossa hipdtese de que, quanto maior a expressao de hTERT, pior o prognostico.

Os pacientes com as leucemias ndo classificadas apresentaram elevado nivel de
expressdo do hTERT. Esse grupo é bastante heterogéneo, podendo ser formado por pacientes
com distintas modificacbes cromossémicas nas celulas leucémicas, o que dificulta a
estratificacdo de risco (121,122). Nesse aspecto, um marcador de mal progndstico como a
telomerase pode, em certa medida, compensar a auséncia de classificagdes convencionais para
a estratificacdo de risco na LLA-B, a fim de direcionar para o melhor protocolo de tratamento.
Nesse sentido, a associacdo do hTERT com as leucemias ndo classificadas pode ser de extrema
relevancia no contexto de politicas pablicas, uma vez que 0s recursos or¢camentarios sdo

limitados e o desenvolvimento e aplicagcdo de novas técnicas apresentam altos custos.

Muito embora a telomerase tenha relacdo com as alteracbes cromossémicas das
translocacOes, essas ndo parecem ser fator determinante na associacdo entre telomerase e
recaida. Nesse sentido, foi investigado se a expressdo do hTERT teria relacdo com a resposta a
terapia. Assim posto, foram investigados dois genes relacionados a resisténcia, e cujas
expressdes sdo influenciadas pela telomerase, dada sua atividade ndo candnica. Sdo eles os
genes cFLIP e BIRCS.
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O cFLIP ¢é uma proteina anti-apoptética que, quando em elevada concentracao,
consegue aumentar a sobrevida das células neoplésicas auxiliando nos mecanismos de escape
ao tratamento (123). A survivina (codificada pelo gene BIRCS), por sua vez, possui dupla
funcdo: de atividade anti-apoptotica e de regulacdo da divisdo celular, e também ja foi
evidenciado seu papel na resisténcia das células tumorais a quimioterapia e a radioterapia. A
reducdo da expressdo génica do BIRC5 reduz o crescimento tumoral por aumentar a apoptose ,
promovendo sensibilizacdo ao tratamento (124). De fato, ambas as proteinas estdo relacionadas
com resisténcia celular a diversos tratamentos em muitos tipos de cancer (97,125,126,126,127),

mas foram pouquissimos explorados nas LLA-B infantil.

No atual trabalho, foi identificada correlacdo positiva entre a expressao de hTERT e de
BIRC5, no entanto, ndo foi vista associacdo significativa da expressdo desse com a evolucao
clinica. Cabe ressaltar que foi avaliada apenas a transcri¢cdo génica, a traducdo da proteina
precisaria ser analisada para permitir inferéncias acerca dessa auséncia de significancia. Quanto

a expressdo de cFLIP, ndo apresentou associacdo com nenhum dos parametros testados.

A correlagéo das expressoes relativas de BIRC5 e hTERT, sem impacto direto no perfil
clinico, demonstra indicios de que a telomerase estd atuando por diversas vias na piora da
resposta a terapia. Para testar a hipOtese de forma, mas direta, foram utilizados dois
quimioterapicos convencionais — metrotrexato e doxorrubicina- em associa¢do com o inibidor
da atividade da telomerase MST-312, em cultura de células das linhagens NALM-6, Reh, 697
e RS4:11.

O metrotrexato € um antagonista de folato que inibe proteinas da via de biossintese de
purinas. A inibicdo da sintese de acido nucleico leva ao efeito toxico da droga, principalmente
para as células de réapida proliferacdo. Além do exposto, 0 MTX reduz a viabilidade de
leucdcitos e neutrdfilos durante a resposta inflamatdria por intermédio da sinalizacdo do NF-
kB (128).

A doxorrubicina é um antibi6tico antraciclico utilizado como quimioterapico em uma
vasta quantidade de tumores. Seu mecanismo de acdo envolve intercalagéo nos pares de base
do DNA resultando na quebra desse e prevenindo a sintese de RNA e DNA. Alem disso,
também estimula a apoptose por inibir a topoisomerase 2 (129,130).

O MST-312 atua nas células neoplasicas através do efeito agudo citotdxico que causa

dano telomérico devido a inibi¢do da atividade da telomerase (131). Assim posto, nesse trabalho
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buscou-se identificar se a inibicdo quimica da atividade da telomerase alteraria a resposta das

celulas aos quimioterapicos.

Ja havia sido demonstrado que o0 MST-312, quando combinado com doxorrubicina,
promove inibicdo do crescimento celular e indugdo de apoptose de modo sinérgico nas
linhagens de Nalm-6 e Reh (59). Neste trabalho, o inibidor de telomerase apresentou sinergia
com as drogas, especialmente DOXO, em todas as linhagens testadas, especialmente na
concentracdo de 1 uM. Assim posto, infere-se que quando a célula tem reduzida a acdo da
telomerase, torna-se mais sensivel a DOXO. Outro pressuposto que pode ser inferido desses
dados é que a sinergia apresentada tem potencial aplicacdo clinica, ja que 0 MST-312 agiu como
adjuvante da doxorrubicina. O potencial do MST-312 para o possivel uso clinico ja foi
demonstrado em outros modelos de cancer, como em glioblastoma, cancer de pulméo e

adenocarcinoma de ovario (131-133).

A despeito desses resultados, é importante ressaltar que 0 MST-312 ndo atua de forma
especifica como inibidor da telomerase. De fato, essa droga tem a acdo de reduzir a atividade
canonica dessa enzima, mas pode atuar em vias distintas, como na inibi¢do de topoisomerase
2, 0 que leva a danos no DNA e posterior morte celular (131). Portanto, foi necessario realizar
a inibicdo parcial da expressdo do hTERT para gerar dados complementares. Nesse contexto,
foi realizada a transfec¢do com siRNA, e foi visto que em 3 das 4 linhagens testadas houve a

infra expresséo dessa enzima, o que resultou em aumento da sensibilidade a DOXO.

A sensibilidade nas linhagens testadas apresentou significancia estatistica mesmo com
baixo deslocamento da curva quando comparada com os controles. De modo esperado, tal
deslocamento é pequeno provavelmente devido a expressdo residual do hTERT, que mesmo nas
células em knockdown consegue desempenhar efeito bioldgico significativo. Possivelmente a
inibicdo total mostraria efeito maior, porém, o knockout da telomerase é incompativel com a
viabilidade celular, o que impossibilitou essa abordagem. Assim posto, mesmo sendo sutil, o
efeito foi significante, demonstrando que, em células com menor expressao de hTERT, ha maior
sensibilidade a terapia com DOXO, indicando possivel explicacéo bioldgica para a associacdo

encontrada entre expressao relativa de hTERT e a recaida.

A telomerase vem sendo estudada como um potencial alvo para o tratamento de
diferentes tipos de canceres (58,134,135). Na LLA-B seu papel ainda ndo é muito bem

estabelecido, contudo, ja foi visto que a expressdo aumentada do hTERT esta relacionada com
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menor taxa de sobrevida (58), como também que em blastos clonais com maior atividade da

telomerase a doenca tende a ser de maior progndstico (29).

Esse estudo demonstrou que a elevada expressdo de hTERT tem associacdo com
diversos marcadores clinicos de prognostico ruim como a elevada idade, a maior estratificacdo
de risco na DRM de 78 dias, bem como com a piora da evolugdo clinica. Além disso, foi
demonstrado que a expressdo de BIRCS esté correlacionada com a de hTERT, o que sugere

papel da telomerase no desenvolvimento de resisténcia.

Por fim, a estratégia metodologica que faz uso do inibidor MST-312 combinado com
quimioterapicos abre a perspectiva de associacdes dessa natureza na proposta de novos
esquemas terapéuticos que se utilizem da inativacdo das propriedades pro-oncogénicas da

telomerase para melhorar a resposta a drogas convencionais.
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6. CONCLUSAO

Os dados clinicos obtidos nesta pesquisa sdo congruentes com 0s parametros descritos
na literatura internacional. Adicionalmente, identificou-se uma associacao significativa entre a
expressao elevada de hTERT e indicadores de prognostico desfavoravel, como idade avancgada,
positividade na DRM de 78 dias e, principalmente, piora na evolugéo clinica com maior chance
de recidiva. Esses resultados demonstram o potencial da expressédo da telomerase como um

possivel biomarcador.

As associagOes entre a telomerase e os perfis moleculares estudados néo apresentaram
um efeito claro para compreender o mecanismo subjacente que leva a associagdo entre a alta
expressdao de hTERT e o risco aumentado de recidiva da doenca. No entanto, a acdo
potencializadora do efeito da doxorrubicina promovida pelo inibidor MST-312 sugere papel da
telomerase na falha terapéutica, fornecendo uma base para se compreender o possivel
mecanismo pelo qual a telomerase esta envolvida na piora da evolucéo clinica da doenca. Essas
descobertas podem ser importantes para descricdo de novos biomarcadores e para 0

desenvolvimento de estratégias terapéuticas mais eficazes no tratamento da LLA-B.
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Abstract: Telomeres and telomersse ane closely linked to uncontrolled cellular proliferation, immor-
talization and carcinogenesis. Telomerase has been langely studied in the context of cancer, including
lenkemias. Deregulstion of human elomerase gene KTERT is a well-established step in leukemia
development. B-acute lymphoblastic kukemia (B-ALL) moovrery mies exceed 9% in childnen; how-
ever, the relapse rabe is around 20% among treated patients, and 10% of these ame still incurable. This
mview highlights the biclogical and clinical relevance of telomerase for B-ALL and the implications of
its canomical and non-canonical action on signaling pathways in the context of disesse and treatment.
The physiological role of tel in lymphocy s makes the study of its biomarker pokntial
a great challenge. Nevertheless, many works have demonstrated that high telome rase activity or
HTERT expression, as well as short telomeres, correlate with poor prognosis in B-ALL Telomerase
and neélated proteins have been proven to be promising pharmacological targets. Likewiss, combined
therapy with telomerase inhibitors may turn out to be an aliemative strategy for BALL

B e
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1. Introduction

Leukemia is characterized by the production of abnormal leukocy tes based on cyto-
genetic alterations, molecular modifications, clinical features and, notably, high prolifer-
ation [1] Although knowledge on molecular alterations that lead to leukemogenesis as
well as in the mechanisms inwolved in disease maintenance and propagation has gradually
increased over the years, the identification of novel strategies to treat the disease is still
lacking. Telomemes and telomerase are closely assodated with cell proliferation, which
makes them attractive targets for studies in oneology [2]. Telomerase is a reverse transcrip-
tase that elongates the telomeres, thereby compensating the loss of elomere repeats after
successive replication cycles; this is a phenomenon integrated to carcinogenesis known
as cell immortalization [3] Therefore, telomerase activity (TA) is detectable in almost all
types of malignant cells, induding leukemia cells. In this article, we discuss the relevance
of elomerase and other elomere-associated factors to B-acute lymphoblastic leukemia
{B-ALL) as well as their implications for development of new treatrments, highlighting the
role of these proteins as potential markers of B-ALL

2. Materials and Methods
‘We conducted a literature search using the NCBI database (PubMed) in September
2022 using the following combinations of keywords: (“elomerase” OR “hTERT ™) AND
{"Acute lymphoblastic lukemia” OR “B-ALL" OR "ALL-B" OR "ALL") and (" telomerase"
OR “hTERT™) AND ("Acute lymphoblastic leukemia”™) AND “teatment™. Additional
references were oblained from aross-referencing bibliographies.
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8.3 Anexo 3 MODELO DE TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE
ESCLARECIDO USADO NO TRABALHO

= CB e Sicipe - 5us+

| Termo de Assentimento (criangas entre 5 e 12 anos) |

0i, .

Precisamos ter uma conversinha com vocé

Vocé participara de uma pesquisa para
saber como sua doenga se comporta e
como ela respondeu ao tratamento. Para
isso, precisamos da sua ajuda.

Queremos estudar para melhorar a forma de
tratar essa doenca e tentar fazer com que cada
vez mais criangas fiqguem curadas.

Para isso, precisamos pegar algumas
informagdes no seu prontudrio, que é
onde o médico faz anotagfes sobre seu
tratamento.
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8.4 Anexo 4 MODELO DE TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE
ESCLARECIDO USADO NO TRABALHO

B R dicipe m RTS sus+

| Termo de assentimento para criangas e adolescentes |

Vocé esta sendo convidado para participar da pesquisa “Estude de marcaderes melsculares associados
ae ielomere em pacientes pedidirices com Leucemia Linfoide Aguda (LLA-B)°. Seus responsaveis
peImutram que voos participasse.

0 nome da pesquisa parece comphicade, mas o gue gqueremos saber & se podemos prever como a doenga
val responder ao fratamento antes mesmo de comegar esse tratamento, e se daria para fazer 1550 com um
exame de sangue.

As eriangas/adolescentes que irdo participar dessa pesquisa tém de 1dade enire (e 17 anos.

Vioré ndo precisa participar da pesquisa se nao quser, & um diverfo sen, nio tera nenlmm problema se
desistir a qualquer momento.

A pesquisa sera realizada aqui no Hespital da Cnanga de Brasilia José Alencar, onde vamos consultar as
informagtes que sen médico escreven no seun pronfuanio para sabermos como esta seu tratamento, e tambem
vamos anahsar um pouco do seu sangue, mas nio VAmMos precisar irar sangue 56 para o estudo, usaremos 3
mesma amosira que o hospital ja usa para fazer sens exames.

Vocé pode me perguntar o que quiser sobre 2 pesquisa, vamos te contar duto que gueira saber, e caso
apare¢a alguma dinvida depois, ou acontega algo emrado, vocé pode nos procurar pelo telefone: (61) 3107-
8938 do pesquzador Diégo Madurewra de Olveira, ou pelo e-mail dmadureira@unb br. Mas ha coisas boas

que podem acontecer, come deseobrirmos um jeito melhor de escelher o tratamento. Estames estudande para
entendermos melbor a doenca, mas se descobrirmos qualguer coisa que pode ajudar no seu tratamento,
vamos avisar o sen medico e a0 sen responsavel.

Com sabemos que & dificil para voeé vir até o Hespital da Cnanga de Brasilia, nos iremos fazer este
estudo soments quando wocé estiver aqu no bospital para sua consulta, assim seu responsavel ndo terdo
nenhum gasto 3 mans para participar deste estudo. Ninguém saberd que vocé esta participando da pesquisa,
nao falaremos a outras pesseas, nem daremos a estranhos as informagbes sobre voce. Os resultades da
pesquisa vao ser publicados, mas sem idembificar as cnangas gque parbeiparam da pesqusa. (Quando
termunarmos 3 pesquiza, vamos divulgar os resultados na geréncia de pesquiza do HCB e também poderemos
publica-los.

EmpthmmmpdmCmmdeEmPﬁqmadaFmdeCulmmﬁmda
FEPECS-SES/DF. Esse comuté & formado por pessoas que acompanham as pesquizas para garantr que esta
correndo tudo bem As dizvidas com relagio a assinatura do TCLE on os direitos do participante da pesquisa
podem ser esclarecidos pelos telefomes (61)3107-8434 (CEP/FCE), (61)2017 1145 ramal 6878
(CEP/FEPECS) ou e-mail cep.feef@zmall.com (CEPFCE) / comitedesfica@zmail.com (CEPFEFECS),
horario de atendimento das 14h-00 as 18h-00, de sepunda a sexta-feira. O CEPF/FCE se localiza na Faculdade
de Ceilindia, Sala AT07/66 — Prédio da Unidade de Ensmo e Docéncia (UED) — Universidade de Brasilia -
Centro Metropolitano, conjunto A, lote 01, Brasilia - DF. CEP: 72220-900, e o CEP/FEPECS (Fundagio de
Ensino e Pesquisa em Ciéncias da Saade) se locahiza no Edificio Fepecs, SMHN Cuadra 03, conjunto A,
Bloce 1.

En, aceito parficipar da pesquisa “Estude
de marcadores molsculares azsociados ao telomero em pacientes pedidtricos com Leucemia Lingoide Aguda
{LLA-BJ”, que tem o objetivo de estudar noves marcadores para tentar prever como 3 doenga val responder
mhmmiSéméhmamMmmdmeammqmmmm
Entend: que posso dizer “sim” & parhicipar, mas que, a qualguer momento, posso dizer “ndo” e desistir. Os
pesquisadores traram minhas dinndas & comversaram com 05 MEUs Tesponsavels.

En entend a informagdo apresentada neste TERMO DE ASSENTIMENTO.
Eu receberei uma edpia assinada e datada deste Documento DE ASSENTIMENTO INFOEMADO.

Brasilia de de 20

Ccontato dos pesquisadorss responsaveis: Diégo Madureira: (61) 9 8575 6904 ; Tales Henrique (61) 99333 2992

FORM 10 Terma de & i pars crisncas & War Data: Anrf 2045 PAginaided
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8.5 Anexo 5 MODELO DE TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE
ESCLARECIDO USADO NO TRABALHO

-'CB e Hicipe - sus+

[ Termo de Consentimento Livre e Esclarecido - TCLE |

Convidamos ofz) Senhor{a) a sutorizer a participagio do menor pele qual ¢ responsavel legal no projeto de
pesquisa “Esmdo de marcaderes moleculares azsociador ao relomers em pacientes pediamricor com Leucemia Linfbide
Jgudﬂ'{IL!Bj MammMmmmm@nm&Dm“Dmﬁumaedemm
que visa 3 descoberta de caracteristicas da doenga que possam estar asseciadas 4 forma como ela responde ao
tramamento. Para isso, serfo esmdsdas amostras de cehulas coletadas do sangue dos voluntarios, assim como o= dados
dhﬁmsmgisnsdnsmpmmirinmédim.

0O} senhor(s) recebera todos o5 esclarecimentos necessarios anies e no decorrer da pesquisa e lhe asseguramos.
que nem o nome do pacients nem o seu aparecerio, sendo memtido o mais rigoroso sizilo pels omissio total de

Wio seriio feitas coletas de sangue especificas para o projeto, usaremos 3 mesmas amostras colstadas duranee o
acompanhamento rotineiro de paciente Se algums coleta de sangme ja foi realizada, poderemos utilizar essa amosita
cazo o Hospital sinda & tenha. Assim a0 assinar este termo, o(a) Senhor(a) amtorizari a whlizacio de amostra de
samgme do mener para realizacio de testes laboratoriais, que serdo feitos no proprio Hospital da Crianca e na
Universidade de Brasilia, além do acesso da equipe de pesquizadores aos dados no promtuirio médico.

O paciente também recebera orientagtes (adequadas a idade) e tera todas as pergunias sobre o projeto respondidas,
& 50 ENiTaTa N0 estudo 58 assentir, independents da sutorizagio do responsavel

E importante salientar que nio se trata de um estudo do caso especifico de cada paciente, e sim de um projeto para
emtender melhor 3 doenca como wm todo, poTém, o acesso 305 resultsdos obtidos, bem como informagdes & orientaghes
que possam resultar em reavaliagio de conduta medica on qualquer ouito beneficio diretn, & garantido a todos os

0{a) Senhor(a) pode se recusar a responder qualquer guestio que lhe rapgs consirangimento, mmbém pode se
TECUSSET 3 Pemitir que ¢ menor sob sua responsabilidade participe de qualquer procedimento que julzue incomveniente,
pedendo zinda desistir da participacio na pesquisa em. sem nenhum prejuze para ofa) senhon(a) ou
[ara o pacients.

Nso ha despesas pessoais para o participante em qualguer fase do estude. Também n3o ha compensacio financeira
relacionada & participagio, que serd voluntaria.

Caso haja algum dano direto ou indireto decorrente da participagio na pesquisa, voce devera buscar ser
mmmmuwmngmsmm

da pesquisa serio divolgades publicamenie A amosira de sangme celetade sera utilizada
mmmmem.om&mﬂmhmhmMﬂemmﬁmﬁzme&
metodelogia do trabalho.

Se ofz) Senhor(a) tiver qualquer divida em relagho & pesquisa, por favor telefone para: Diggo Madureira de
Oliveira, na UnB, no telefone (§1) 3107-8038, disponivel inchusive para lizagio a cobrar. Também & possivel fazer

Este projeto foi aprovedo pelo Comité de Efica em Pesquisa da Faculdade de Ceilindia (CEP/FCE) da
Universidade de Brasilia e pelo Comité de Etica em Pesquisa da FEPECS-SES/DF. O CEP & composto por profissionais
de diferentes areas cuja fimgao & defender os inferesses dos parficipantes da pesquiza em sua integridade e dignidade e
contribuir no desenvolvimento da pesquisa dentro de padries éticos. As dividas com relagio 3 assinatura do TCLE ou
os direitos do participante da pesquisa podem ser esclarecidos pelos telefones (61)3107-8434 (CEP'FCE), (61)2017
1145 ramal 6878 (CEP/FEPECS) ou e-mail cepfre@gmsilcom (CER/FCE) / comitedesticai@gmail com
(CEP/FEPECS), hordrio de stendimento das 14h:00 ds 18h:00, de sepunda a sexta-feira O CEP/FCE se localiza na
Faruldade de Ceilindia, Sala AT07/66 — Prédio da Unidade de Ensino & Docénda (UED) — Universidade de Brasilia -
Centro Metropolitano, conjunto 4, lote 01, Brasilia - DF. CEP: T2220-900, e o CEP/FEPECS (Fundacio de Ensino e
DPesquica em Cignciss da Sande) sa localiza no Edificio Fepecs, SMEN Cruadra 03, conjunto A Bloco 1.

Caso concords am swtorizar a participagio, pedimos que assine este documents que foi elaborado em duss vias,
uma ficara com o pesquisador Tespensavel e 3 owra com o Senhor(z).

Contato dos pesquisadores Tesponsiveis: Diggo Madureira: (61) © 8575 6904 ; Tales Henrique (61) 9 9333 2092

HNome/ Assinatura Pesquisador Respensavel
(Didgo M. de Otiveia / Tales H. A da Mota)

Brasilia, ___de de -



