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RESUMO

O impacto de alteracbes na expressdo de genes relacionados ao reparo de DNA,
como os membros da familia PARP (do inglés, Poly(ADP-ribose) polymerases),
foram descritos como importantes preditores de prognostico de pacientes em
diversos tumores solidos, embora pouco se saiba sobre seu impacto em pacientes
com leucemia mieloide aguda (LMA). Objetivando avaliar a expressao dos genes
PARP1, PARP2 e PARP3 e seu impacto nos desfechos clinicos de paciente adultos
com LMA, foram analisadas 3 coortes independentes: Recife: 81 pacientes (dados
obtidos por RTg-PCR e metodologia Sybr Green) e TCGA: 173 pacientes e
GSE6891: 245 (dados obtidos de banco de dados publicos). Na coorte de TCGA e
GSE, a expressdo de PARP1/2/3 foi maior em pacientes com cariotipo complexo
(p=<0,001) e risco desfavoravel (p=<0,001). Além disso, a expressao elevada foi
associada a uma diminuig¢ao significativa da sobrevida global dos pacientes: PARP1
(TCGA: 24 meses vs 51 meses, p=0,003; GSE: 47 meses vs 90 meses, p=0,002);
PARP2 (TCGA: 30 meses vs 65 meses, p=0,036; GSE: 56 meses vs 95 meses,
p=0,006); PARP3 (TCGA: 37 meses vs 55 meses, p=0,003; GSE: 64 meses vs 91
meses, p=0,001). Essas observacfes sdo pioneiras no ambito da LMA, sugerindo
que a hiperexpressédo de PARP1/2/3 pode contribuir para a falha do tratamento,
além de poder ser um possivel fator progndstico a ser incorporado nos sistemas

atuais de classificacao.

Palavras-chave: PARPs; leucemia mieloide aguda; citogenética.



ABSTRACT

The impact of alterations in the expression of genes related to DNA repair, such as
members of the PARP (Poly(ADP-ribose) polymerases) family, have been described
as an important prognosis predictor in patients with several solid tumors, although
there is not much information about its impact on patients with acute myeloid
leukemia (AML). Aiming to evaluate the expression of PARP1, PARP2 and PARP3
genes and their impact on the clinical outcomes of adult patients with AML, 3
independent cohorts were analyzed: Recife: 81 patients (data obtained by RTg-PCR
and Sybr Green methodology) and TCGA: 173 patients and GSE6891: 245 (data
obtained from public databases). In the TCGA and GSE cohort, PARP1/2/3
expression was higher in patients with complex karyotype (p=<0.001) and
unfavorable risk (p=<0.001). In addition, elevated expression was associated with a
significant decrease of the overall patient survival: PARP1 (TCGA: 24 months vs 51
months, p=0.003; GSE: 47 months vs 90 months, p=0.002); PARP2 (TCGA: 30
months vs 65 months, p=0.036; GSE: 56 months vs 95 months, p=0.006); PARP3
(TCGA: 37 months vs 55 months, p=0.003; GSE: 64 months vs 91 months, p=0.001).
These observations are pioneers in the field of AML, suggesting that the
overexpression of PARP1/2/3 may contribute to treatment failure, and also can be
considered a possible prognostic factor to be incorporated into current classification

systems.

Keywords: PARPSs; acute myeloid leukemia; cytogenetics.
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1 INTRODUCAO

A Leucemia Mieloide Aguda (LMA) é um grupo heterogéneo de doencgas de
rapida progressao e de natureza clonal. Tal entidade se caracteriza por alteracfes
genéticas nos progenitores da linhagem mieloide, levando a uma proliferacédo
exacerbada dos mesmos e incapacidade de se diferenciarem terminalmente e de
responderem aos reguladores naturais de morte celular. Consequentemente,
estas células imaturas (mieloblastos) se acumulam na medula 6ssea e substituem
o tecido Hematopoiético normal por um tecido leucémico, levando a uma
producdo insuficiente de células sanguineas maduras normais. Essas células
leucémicas frequentemente séo liberadas para o sangue periférico e podem
infiltrar outros sistemas organicos.

Segundo a American Cancer Society (ACS), a LMA geralmente acomete
pessoas idosas, sendo incomum ocorrer antes dos 45 anos de idade. Possui uma
incidéncia anual de 3,5 casos para cada 100.000 habitantes, o que a torna uma
doenca relativamente rara. No Brasil ndo existem dados epidemiolégicos da LMA,
uma vez que o Instituto Nacional do Cancer coleta e relata dados referentes as

leucemias de forma geral e ndo exclusivamente da LMA.

A estratificacdo de risco LMA demonstra ter um papel fundamental para a
avaliacdo prognostica dos pacientes, visto que possibilita a predicdo do curso
clinico dos pacientes, e assim, ter-se-ia melhores direcionamentos terapéuticos
para cada caso. De pronto, sabe-se que varios fatores sdo relevantes para
determinar o prognéstico dos pacientes. Contudo, alteracdes genéticas estruturais
ao diagndstico constituem o principal fator prognéstico independente da LMA,
ocorrendo em torno de 55% dos casos. Em contrapartida, quase metade dos
pacientes com LMA ndo apresentam alteracbes genéticas estruturais,
constituindo-se como um grupo com cariotipo normal (LMA-CN). De acordo com
os critérios de classificacdo da European LeukemiaNet (ELN), estes pacientes
séo considerados de risco intermediario, e como tal, apresentam uma significante
heterogeneidade clinica. Nesse contexto, o uso de marcadores moleculares pode
ser usado como uma ferramenta para estratificagcdes subjacentes.

Neste sentido, merecem destaque os membros da familia PARP (do inglés,
Poly(ADP-ribose) polymerases) (PARP1, PARP2 e PARP3), genes comumente
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hiperexpressos em diversos tumores humanos, incluindo neoplasias
hematoldgicas. Tais genes sédo responsaveis por codificar enzimas capazes de
exercer modificacdes poOs-traducionais em proteinas associadas ao reparo de
danos ao DNA. Apesar dos niveis de expressdo aberrantes destes genes terem
sido associados a um pior prognostico em diversas neoplasias em humanos,
pouco se sabe do seu impacto na LMA.

Diante do exposto, o0 presente trabalho teve como objetivo avaliar os niveis
de expressédo de PARP1, PARP2 e PARP3 e seus impactos nos pacientes com
LMA. O estudo possibilitara um melhor entendimento da doenca, gerando
resultados que, possivelmente, poderdo contribuir para uma melhor estratificacao

dos pacientes.
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2 REVISAO DA LITERATURA
2.1 Leucemia mieloide aguda

A leucemia mieloide aguda (LMA) representa um grupo heterogéneo de
neoplasias hematolégicas resultantes da proliferacdo descontrolada de células
progenitoras da hematopoiese e da inibicdo da diferenciacdo no compartimento
das células-tronco que resulta na acumulacéo de células imaturas néo funcionais
denominadas mieloblastos leucémicos (figura 1), (ESTEY, 2013). O acumulo de
células imaturas tem seu inicio na medula 6ssea, podendo atingir o sangue
periférico, assim como se infiltrar em outros sistemas organicos. Essa
multiplicacdo descontrolada de blastos leva a uma substituicio do tecido
hematopoiético normal, provocando o aparecimento de citopenias (FERRARA,
2013).

Figura 1 - Esfregaco de sangue periférico de paciente com leucemia mieloide aguda.

Seta azul: hemacia; seta preta: Blasto.

X L4
00 Qo lécp'g?o,ao$ O.%c
%0

Fonte: imagem cedida pelo NHCL.

A LMA representa cerca de 25% de todas as leucemias e € a forma mais
comum de leucemia aguda observada em adultos (DESCHLER, 2006),
contrastando com menos de 15% das leucemias em criancas (LINET e DEVESA,
2002). Em média, o paciente apresenta a doenca entre a 6° e 7° década de vida,
sendo trés homens afetados para cada duas mulheres (DOHNER, 2017). De
acordo com a American Cancer Society (ACS), estima-se cerca de 19.940 novos
casos de LMA nos Estados Unidos para 2020, com cerca de 11.180 mortes. A
maioria deste serdo em adultos (ACS, 2020). O Instituto Nacional de Cancer
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(INCA) estimou, para 2020, cerca de 10.810 casos de leucemias, sendo 5.920
homens e 4.890 mulheres, incluindo adultos e criancas, no Brasil. Todavia, 0
INCA ndo relata dados especificos referentes a LMA, apenas as leucemias em
geral, o que torna sua incidéncia no Brasil ainda desconhecida (INCA, 2020).

2.2 Classificagéo

Até a década de 1970, as leucemias agudas eram divididas em leucemias
linfoides, nado linfoides e monociticas. O primeiro sistema de subclassificacdo da
LMA a ser amplamente aceito foi o proposto pelo grupo Franco-Americano-
Britanico (FAB) em 1976, baseando-se em critérios de imunofenotipagem,
semelhanca citomorfolégica da célula normal com o seu equivalente leucémico e
citoquimica, tendo em vista que o0s blastos mieloides podem apresentar
precocemente as enzimas mieloperoxidase (MPO) e esterase, que ocorrem
apenas em células de linhagem mieloide. Tendo sido arbitrado pela FAB que a
presenca de pelo menos 3% das células blasticas mieloperoxidase positiva
caracterizaria uma leucemia aguda como LMA (BENNETT et al., 1976). Dessa
forma, definiram-se oito subtipos de LMA (M0-M7) que refletiam o grau de
maturacado e a linhagem celular comprometida:

e MO - LMA sem diferenciacdo morfoldgica;

e M1 - LMA com minima diferenciacdo morfoldgica;

e M2 - LMA com diferenciacdo granulocitica;

e M3 - LMA Promielocitica hipergranular e LMA M3v ou Promielocitica
variante;

e M4 - LMA Mielomonocitica (com células monociticas = 20%);

e M5 - LMA Monoblastica ou Monocitica
M5a — LMA monoblastica (sem diferenciacao, blastos = 80%)
M5b — LMA monocitica (com diferenciacéo, blastos < 80%)

e M6 — Eritroleucemia e variante;

e M7 ou Megacarioblastica:

Todavia, tal classificacdo tornou-se obsoleta por ndo incorporar os achados
citogenéticos e moleculares que sdo parametros de grande importancia clinica e

biolégica para a doencga, além de né&o identificar subtipos clinicamente relevantes.
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Nas ultimas décadas os estudos referentes as alteracdes citogenéticas e
moleculares na patogenia da LMA foram intensificados, tornando-se cada vez
mais notavel a heterogeneidade a nivel molecular (GRIMWADE; HILLS, 2009).
Em 2001 surgiu uma nova classificacdo subsidiada pela Organizagcao Mundial de
Saude (OMS), refletindo uma mudanca nos esquemas anteriores, pois, pela
primeira vez, a informacdo genética seria incorporada ao diagndstico
(VARDIMAN; HARRIS; BRUNNING, 2009). No entanto, notou-se que poucas
leucemias sdo morfologicamente identificAveis por associacdo a anormalidades
citogenéticas especificas, como € o caso da leucemia promielocitica aguda (LPA)
com t(15;17). Ademais, 50-55% dos casos apresentam cariotipo normal,
apresentando nenhuma alteragdo citogenética (LMA-CN) (GRIMWADE et al.,
1998; GRIMWADE et al., 2010; MROZEK et al., 2001; BYRD et al., 2002; NIMER,
2008). Descobertas essas que tornaram esse sistema de classificacao deficiente.
Em 2016, a OMS atualizou a classificacdo das neoplasias mieloides,
estratificando a doenca em diversas subcategorias (Quadro 1), definindo
informacgdes citoquimicas, imunofenotipicas e aspectos genético-moleculares da
LMA. Nesta atualizacdo, manteve-se 0 que ja havia sido determinado em 2001,
sendo fixada em 20% a porcentagem de blastos necessarios para se concluir o
diagnostico de LMA tanto no sangue periférico (SP) quanto na medula éssea
(MO). Também foi postulado que, uma vez apresentando alteracdes citogenéticas
recorrentes da LMA, mesmo com menos de 20% de blastos, a LMA é
diagnosticada.

Mais recentemente, a andlise minuciosa das anormalidades clonais dos
cromossomos em células de pacientes com leucemia teve um profundo impacto
na compreensdo das mudancas moleculares envolvidas na leucemogénese,
como mutacdes e alteracdes na expressao génica, permitindo o refinamento da
estratificacdo dos pacientes, especialmente no grupo LMA-CN (LOOK, 2005).

Dentre as anomalias genéticas recém-descobertas, trés mutacbes tém
recebido especial atencédo, sendo elas: mutagcdes nos genes NPM1, CEBPA e
duplicacdes internas em tandem do gene FLT3 (FLT3-ITD), que, apesar de,
originalmente, terem sido descritas como marcadores relevantes para o
progndéstico de pacientes com cariotipo normal, também demonstram importancia
no subgrupo associado a rearranjos cromossémicos (FALINI et al., 2005; THIEDE
et al., 2006; DOHNER et al., 2017; FALINI et al., 2011).
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Com base na classificacdo atual, as alteragbes genéticas mais
caracterizadas sao definidas na categoria “LMA com anormalidades genéticas
recorrentes”, e compreendem de 60 a 65% de todos os casos de LMA
(VARDIMAN et al., 2009; DOHNER et al, 2017). A OMS também sugere uma
mudanca do carater provisorio da categoria de LMA com mutacdo no gene NPM1
e CEBPA para caréater distinto e, no caso do CEBPA, apenas sua mutacao
bialélica detém valor progndstico. Segundo a mesma, foram adicionados dois
novos subtipos de carater provisoério: LMA com mutagdo no RUNX1 e a LMA com
BCR-ABL1 (ARBER et al., 2016; DOHNER et al., 2017; KANSAL, 2016).

Quadro 1 - Sistema de Classificacdo da OMS de 2016 para a LMA e neoplasmas
relacionados

LMA com anormalidades genéticas recorrentes

LMA com t(8;21)(922;G22.1); RUNX1-RUNX1T1

LMA com inv(6)(p13.1922) ou t(16;16)(p13.1;922); CBFB-
MYH11

LPA com t(15;17)(g22;912); PML-RARA

LMA com t(9;11)(p21.3;923.3); MLLT3-KMT2A

LMA com t(6;9)(p23;q34.1); DEK-NUP214

LMA com inv(3)(g21.3926.2) ou t(3;3)( q21.3;026.2);
GATA2,MECOM(EVI1)

LMA (megacarioblastica) com t(1;22)(p13.3;g13.3); RBM15-
MLK1

Entidade proviséria: LMA com BCR-ABL1

LMA com mutagcao no NPM1

LMA com mutacao bialélica do CEBPA

Entidade provisoria: LMA com mutagdo no RUNX1
LMA com alteracdes relacionadas a mielodisplasia
Neoplasias mieloides relacionadas aterapia
LMA néo categorizada nos itens anteriores

LMA com diferenciacdo minima

LMA sem maturacao

LMA com maturacao

Leucemia mielomonocitica aguda
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Leucemia monoblastica/monocitica aguda
Leucemia eritroide pura
Leucemia megacarioblastica aguda
Leucemia basofilica aguda
Pan-mielose aguda com mielofibrose
Sarcoma mieloide
Proliferagdes mieloides relacionadas a sindrome de Down
Mielopoese anormal transiente
Leucemia mieloide associada com sindrome de Down

Neoplasma blastico de células dendriticas plasmocitoides

Fonte: ARBER et al., 2016; DOHNER et al., 2017 (adaptado).

2.3 Diagnostico

Geralmente, o diagnostico de LMA inicia-se a partir de uma suspeita clinica
e baseia-se na avaliacdo do sangue periférico e da medula 6ssea (BAIN, 2003).
Ao hemograma, apresenta-se mais comumente como uma anemia
normocitica/normocrémica, sendo comum a presenca de policromasia (presenca
de eritrocitos jovens, com RNA citoplasmatico e organelas remanescentes) e até
de eritroblastos circulantes, acompanhada de plaquetopenia e neutropenia com
percentual de blastos acima de 20% (FERRARA et al. 2004). No mielograma,
observa-se infiltracdo medular por blastos leucémicos, redugcéo na quantidade de
células de outras linhagens, podendo apresentar displasia. Sendo indicada a
bi6psia de medula éssea em ocasifes em que 0 mielograma nao seja possivel ser
obtido devido a intensa fibrose medula. Ocasides como esta ocorrem
principalmente em leucemias secundarias as sindromes mieloproliferativas e LMA
M6.

As coloragdes citoquimicas (Quadro 2) usadas no diagnostico e na
classificacdo das leucemias podem ser aplicadas tanto & medula éssea quanto ao
sangue periférico. De mesmo lado, sdo utilizadas para promover a distingdo entre
as células de origem mieloide e linfoide e, assim, auxiliam na diferenciacdo entre
LLA e LMA. Tal técnica ainda € bastante util no diagnoéstico das LMA, mesmo com

0S progressos da imunofenotipagem (HENRY, 1995). As principais coloragbes
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em uso sao fosfatase alcalina; fosfatase acida; mieloperoxidase (MPO);
cloroacetato esterase (CAE); esterases inespecificas, como alfa-naftil acetato
esterase (ANAE); sudan black e naftol AS-D; reacdo do &cido para-
aminossalicilico (&cido periodico de Schiff [PAS]) (BAIN, 2003).

Quadro 2 - MPO: mieloperoxidase; SBB: Sudan black B; ANAE: alfa-naftil acetatoesterase;

NaF: fluoreto de sddio; (+): positivo; (-): negativo.

Coloragdes citoquimicas

MO MPO- ; SBB- ; esterases

M1 MPO/SBB+ em = 3% das células

M2 MPO+ ; SBB+

M3 MPO++; SBB++

M4 MPO+ ; SBB+ ; esterase inespecifica+ com inibicdo pelo NaF;
ANAE+

M5 MPO- ; esterase++

M6 MPO- ; SBB- ; ANAE++

M7 MPO- ; SBB- ; ANAE+ na zona de Golgi

Fonte: adaptado de Yamoto et al., 2000.

De acordo com o Instituto Nacional do Cancer (INCA) faz-se necessarios
para o diagnéstico da LMA: citoquimica e morfologia tanto da medula éssea,
quanto do sangue periférico; imunofenotipagem, citogenética da medula éssea e
marcadores moleculares do sangue periférico e medula 0ssea.

A imunofenotipagem é realizada por meio de anticorpos monoclonais
marcados, que reconhecem epitopos especificos de antigenos celulares (SILVA,
2006). Além disso, permite reconhecer o clone anormal, definir a linhagem,
prognostico, tratamento e investigacdo de doenca residual minima (DRM)
(PELLOSO, 2003, pg.150).

O Quadro 3 traz os principais marcadores imunofenotipicos relacionados

aos subtipos de LMA.
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Quadro 3 - Classificacdo da imunofenotipagem da LMA. -: < 10% das leucemias séo positivas; #:
10%-25% das leucemias sao positivas; +: 25%-75% das leucemias séo positivas; ++: > 75% das

leucemias séo positivas.

Marcadores MO/M1/M2 M3 M4/M5a/M5b  LMA-M6 LMA-M7
CD13/CD33 ++ ++ ++ + +
CD65 +/+/++ + ++ + *
MPO -[+/+ ++ ++ + -
CD11c -out - ++ - -
CD14 - - +/+/++ - -
CD15 +/+/++ + - - -
CD36 - : + t N
H-antigeno - - - o+ +
CD235a

Glicoforina - - - + -
A

CD41/CD61 - ; ; ) +t
CD42 - - ; ] 4
CD34 ++/++/+ + +/+/+ + ++
CD117 ++ + + + +
HLA-DR ++/++/+ - ++ + ++
TdT + + + + +

Fonte: adaptado de Szczepanski et al., 2003.

A citogenética e os estudos moleculares séo instrumentos, frequentemente,
utilizados para constatar anomalias dentro do clone leucémico, podendo sugerir 0
diagnostico e/ou o prognostico (LIESNER, 2004; HALL, 2001). Desta forma, esta
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ferramenta tem contribuido para a classificacdo das LMA mostrando a correlagcéo
frequente entre os tipos FAB-M2 e a translocacao (8,21) (922;g22.1), o M3 e a
translocacao (15;17) (g22;912), o M4 com eosinofilia e a inverséo (16) (p13.1922)
e 0 M5a com a translocacao (11) (LORENZI, 2005, pg. 113).

A analise de genética molecular baseia-se na andlise do acido
desoxirribonucleico (DNA) por meio de técnicas, como a reacdo em cadeia da
polimerase (PCR), ou na andlise do acido ribonucleico (RNA) por PCR da
transcriptase reversa (RT-PCR), podendo também ser por PCR em tempo real
(RQ-PCR) (ARBER et al., 2016).

2.4 Marcadores de progndstico

Estes podem ser subdivididos entre fatores relacionados a condi¢cdo de
saude geral do paciente e aqueles relacionados as caracteristicas da célula
leucémica. Os fatores do primeiro grupo sao relevantes na predicdo da
mortalidade relacionada ao tratamento, principalmente com o avanco da idade do
paciente, enquanto que os do segundo grupo sao relacionados aos preditivos da
resisténcia a terapia convencional (DOHNER et al., 2017).

A idade tem sido continuamente descrita como o fator preditor mais
importante. O prognéstico tende a piorar com a idade, uma vez que, com 0
aumento da idade, aumentam as chances de ocorréncia de alteracbes
cromossdmicas, leucemia secundaria e outros fatores que conferem um pior
progndstico a resposta terapéutica (SEKERES; STONE, 2002).

Os fatores prognésticos relacionados a LMA incluem a leucometria, origem
da leucemia (de novo ou secundaria), evolucdo a partir de sindrome
mielodisplasica e processos quimioterapicos relacionados ao tratamento de
muitas desordens malignas. A hiperleucocitose (>100,000 no sangue periférico)
tem sido associada a um progndstico desfavoravel devido a elevada morte
precoce e ao alto risco de recaida (GREENWOOD et al., 2006).

No final dos anos 50, surgiram as primeiras descricdes -cariotipicas
relacionadas a LMA, antes mesmo de ser possivel a identificacdo individual de
cromossomos humanos. No inicio da década 70, quando deram inicio aos
primeiros estudos de bandeamento, descobriu-se que aproximadamente metade

dos pacientes com a neoplasia possuiam aberracdes clonais (HEIM e
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MITELMAN, 1995). Dessa forma, o cariétipo do individuo torna-se um dos mais
importantes fatores prognosticos na LMA, permitindo a identificacdo de entidades
biologicamente distintas dentro do grande niumero de alteracfes citogenéticas que
essa doenca pode apresentar (GRIMWADE et al., 1998; GRIMWADE et al., 2010;
MROZEK et al., 2001; BYRD et al., 2002).

Além disso, os achados citogenéticos sdo também preditivos da evolucéo
clinica dos pacientes, de modo que categorias que levam em consideracdo a
sobrevida global, o risco de recaida e a responsividade ao tratamento sdo
propostas: favoravel, intermediario e adverso. Por esse motivo, 0 uso da
citogenética vem sendo amplamente recomendado ao diagndstico por grupos
colaborativos multicéntricos e agéncias reguladoras para guiar a indicacdo de
transplante de medula 6ssea em primeira remissédo completa (GRIMWADE et al.,
2010; VARDIMAN et al., 2009).

Na categoria de pacientes classificados como favoraveis, ndo é indicado o
transplante em primeira remissdo. Para tais pacientes, o tratamento realizado é o
convencional com indugcdo pelo regime 7+3, assim denominado porque ele
combina o uso da citarabina (ara-C) por 7 dias, com o0 da antraciclina
(daunorubicina, idarubicina ou mitoxantrone) por 3 dias (DOHNER et al., 2017;
KOUCHKONVISKY; ABDUL-HAY, 2016) e a consolidacéo é feita em regimes de
dois a quatro ciclos com altas doses de citarabina (em inglés high-dose ara-C —
HIDAC) (KOUCHKONVISKY; ABDUL-HAY, 2016; SAULTZ; GARZON, 2016).

Esta afirmacéo se baseia em estudos multicéntricos nos quais a leucemia
promielocitica aguda associada a t(15;17) ou PML/RARA, (g22;9021) e as
leucemias core-binding factor (LMA-CBF), com (8;21) ou ETO/AML1
(RUNX1/RUNX1T1), ou inv(16)(p13;922)/t(16;16)(p13;922) (CBFB-MYH11), foram
classificadas no grupo de prognostico favoravel. Individuos estratificados nesta
categoria apresentam sobrevida global em cerca de 5 anos e cujas taxas de
remissdo completa sdo frequentemente superiores a 90% (GRIMWADE et al.,
1998; GRIMWADE et al., 2010; SLOVAK et al., 2000; MROZEK; BLOOMFIELD,
2008).

Em contrapartida, individuos que apresentam alteracdes citogenéticas
como inv(3)(q21;926)/t(3;3)(q21;926), -7, caridtipo complexo e rearranjos
envolvendo 11923, sdo estratificados no grupo de pacientes com progndstico

adverso, tornando-se o0s principais candidatos a transplante em primeira
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remissao, uma vez que apenas cerca de 12% deles estardo vivos em 5 anos
(GRIMWADE et al., 1998; GRIMWADE et al., 2010; BREEMS et al., 2008).

No prognéstico intermediario, estdo o0s pacientes com alteracdes
relativamente raras, além dos com cari6tipo normal LMA-CN que correspondem a
50 a 55% dos casos de LMA. Pacientes classificados com progndéstico
intermediario sdo considerados com um prognaostico consideravelmente variavel,
visto que uma parte dos mesmos sao portadores de alguma anormalidade
citogenética ndo enquadrada nas demais categorias e marcante heterogeneidade
no que se diz respeito a responsividade ao tratamento (GRIMWADE et al., 2010).
Demonstrando a grande importancia de estudos a respeito da identificacdo de
subtipos dentro desse grupo, cujas caracteristicas bioldgicas, fisiopatolégicas e
evolucgéo clinica sejam semelhantes, auxiliando na escolha da melhor abordagem
terapéuticas e maiores chances de sucesso.

Em reposta a isso, varias mutaces foram descritas como marcadores para
um melhor refinamento na estratificagcdo desse grupo, apresentando impacto no
prognostico desses pacientes. Dentre elas, as mais bem estudadas sdo as
mutacBes nos genes FLT3, NPM1 e CEBPA (ANDERSSON et al.,, 2004,
MROZEC et al., 2012; ROCKOVA et al., 2011; VELLOSO et al., 2011). Diante da
importancia dessas utacdes no prognéstico dos pacientes LMA-CN, o grupo
European Leukemia Net, em 2017 (Quadro 4), prop0s uma estratificacdo que
levou m consideracdo o progndéstico conferido por seus cariétipos e, nos casos de

LMA-CN, pela associacéo destes aos marcadores moleculares.

Quadro 4 - Sistema de estratificacdo de risco do grupo ELN de 2017. O baixo e o alto se

referem a variagdo da frequéncia alélica do FLT3-ITD.

Categoria de Anormalidade Genética
risco
Favoravel 1(8;21)(g22;922.1); RUNX1-RUNX1T1
Inv(16)(p13.1922) ou t(16;16)(p13.1;922); CBFB-
MYH11

NPM1 mutado sem FLT3-ITD ou com FLT3-ITDbaxo
Mutacao bialélica no CEBPA

Intermediario NPM1 mutado com FLT3-ITDalo
NPM1 selvagem sem FLT3-ITD ou com FLT3-ITDbaxo
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t(9;11)(p21.3;923.3); MLLT3-KMT2A
Anormalidades citogenéticas que ndo possuem risco
favoravel nem adverso
Adverso 1(6;9)(p23;934.1); DEK-NUP214
t(v;11923.3); KMT2A rearranjado
t(9;22)(g34.1;q11.2); BCR-ABL1
Inv(3)(g21.3926.2) ou t(3;3)(g21.3;926.2);
GATA2,MECOM(EVI1)
-5 ou del(5q); -7; -17/abn(17p)
Cariotipo complexo, cariétipo monossémico
NPM1 selvagem com FLT3-ITDalto
Mutac&o no RUNX1
Mutacdo no ASXL1
Mutacdo no TP53

Fonte: DOHNER et al., 2017.

2.5 Fisiopatologia

As células-tronco sao células que possuem um notavel potencial de auto-
renovacdo e proliferacdo, podendo se desenvolver em varios tipos de células
diferentes no corpo. Em tecidos normais, processos como O crescimento e
renovacao tecidual ocorrem através da sua diferenciacdo em células maduras que
apresentam propriedades bioquimicas e funcionais caracteristicas. De acordo
com a teoria das células troncos cancerigenas, a referida célula € alvo da
carcinogénese e ndo as células somaticas maduras. Dessa forma, tais células
cancerigenas podem ser definidas como células, de um tumor, que possui a
capacidade de se autorrenovar e de formar linhagens heterogéneas de células
neoplasicas (KRTOLICA ANA, 2013).

No que diz respeito a LMA, estudos epidemiolégicos mostraram que a
génese da LMA demonstra ter carater multifatorial, englobando fatores ambientais
(radiacdo ionizante, exposicdo ao benzeno e seus derivados, quimioterapicos,
etc.); genéticos (mutagbes, polimorfismos e aberragbes cromossOmicas), e

epigenéticos (metilacdo de DNA e acetilacdo de histonas), (HOFFBRAND et al.,
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2008). Sendo as caracteristicas da célula leucémica correlacionadas com as
lesbes genéticas que as causam. Apesar de ainda nao terem sido descobertos
todos os mecanismos envolvidos no processo leucémico, sabe-se que muitos
deles estdo interligados e resultam na integragcdo de mdltiplas anomalias no
genoma da célula leucémica. Geralmente, aceita-se que 0s mecanismos basicos
que levam ao inicio de tal processo séo ligados a pelo menos dois eventos
moleculares, sendo esses: eventos que resultam em um comprometimento da
diferenciacdo de células-tronco hematopoiética e alteragcbes na proliferacdo
celular que conferem vantagens de sobrevida aos progenitores hematopoiéticos
(TAKAHASHI et al. 2011)

Como base nisso, Gillland e Griffin sugeriram um modelo amplamente
aceito relacionado a classificacdo das mutacdes encontradas em pacientes com
LMA: aquelas que conferem vantagens proliferativas e/ou de sobrevivéncia aos
progenitores hematopoiéticos, mas ndo afetam a diferenciacdo (mutacdes de
classe I). Dessas sao exemplos as mutacdoes no gene FLT3, cKIT e N-RAS. E
aguelas que afetam a transcricdo ou componentes do complexo transcricional e
prejudicam a diferenciacdo hematopoiética (mutacbes de classe Il), como as
mutacBes nos genes NPM1 e C/EBPA, os rearranjos génicos AML1/ETO,
CBFB/MYH11, PML/RARA e anormalidades no gene MLL (SPECK e GILLILAND,
2002; SCHLENK et al. 2008,; ANDERSEN et al, 2008).

Dessa forma, o acumulo de mutacdes de classe | e Il seria o responséavel
no desenvolvimento de progenitores hematopoiéticos alterados, capazes de
propagar o fendtipo leucémico. No entanto, os mieloblastos encontrados nos
individuos leucémicos apresentam um potencial proliferativo reduzido, sugerindo
que subpopulagbes de células-tronco leucémicas (CTL), com um alto potencial
proliferativo e capacidade de autorrenovacdo, sejam as responsaveis por
repovoar o microambiente a longo prazo, mantendo o fendtipo leucémico
(LAPIDOT et al.,, 1994; DICK et al, 1997). Entretanto, atualmente sabe-se que
existem mutagcdes que ndo se enquadram em nenhuma das duas classes,
sugerindo a possibilidade deste modelo proposto ndo ser o mais adequado
(CONWAY O’BRIEN et al, 2014).
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2.6 Processo de ADP-ribosilacao

Respostas celulares ao estresse sdo indispensaveis para a manutencao da
estabilidade gendmica em eucariotos, durante a qual uma série de processos
regulatorios nos niveis gendmico, transcricional, pdés-transcricional, traducional e
pés-traducional sdo empregados. A adicdo de polimeros carregados
negativamente de ADP-ribose (PAR) é uma modificacdo pds-traducional Unica
das proteinas nucleares e citoplasmaticas, sendo um processo dinamico regulado
por acdes opostas de poli-ADPribose-polimerases (PARPs) e poli-ADP-ribose-
glicohidrolase (PARG) (LEUNG, 2017). Durante o processo de ADP-ribosilagéo,
moléculas de ADP-ribose sdo adicionadas sucessivamente a proteinas
aceitadoras para formar polimeros, podendo esses variar de tamanho e
ramificacdo, além de conferir diversos efeitos, tanto estruturais quanto funcionais
a estas proteinas modificadas. Esta modificacdo em si € de curta duracdo, uma
vez que estes polimeros podem ser sintetizados e degradados em segundos;
contudo, € extensa, uma vez que as cadeias poliméricas podem atingir mais de
200 unidades em proteinas aceitadoras (ALVAREZ-GONZALEZ e JACOBSON,
1987; LEUNG, 2017).

A existéncia do polimero poli-ADP-ribose foi relatada pela primeira em
1963 (CHAMBON et al., 1963). Desde entdo, a importancia da sua sintese foi
estabelecida em muitos processos celulares, atuando ndo apenas nos programas
de sobrevivéncia e morte celular, como também no metabolismo energético, a
coesdo dos teldmeros, formacdo de fusos mitdticos durante a divisdo celular,
regulacao transcricional e sinalizacdo de dano ao DNA. Nas Ultimas décadas, a
ADP-ribosilacdo por PARPs recebeu atencdo consideravel e foi investigada por

seus papéis distintos na manutenc¢ao da integridade gendémica (LEUNG, 2017).

2.7 Biopolimero Poli (ADP-Ribose)

2.7.1 Estrutura de polimero PAR

Os polimeros de ADP-ribose, designados em toda a literatura como PAR,
foram descobertos hd mais de 50 anos (CHAMBON et al., 1963). PAR & um
polimero heterogéneo de unidades repetidas de ADP-ribose, com um
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comprimento que pode chegar a 200 unidades de ADP-ribose, sendo chamados
de oligo-ADPr quando apresentam comprimento menor que 11 unidades ADPr
(TANAKA et al. 1977).

Minaga e Kun propuseram que longas cadeias de ADPr possuem uma
estrutura secundéria helicoidal, como o DNA. No entanto, diferentemente do DNA
ou RNA, as unidades de ADP-ribose estdo ligadas através de ligacbes ribose-
ribose Unicas (MIWA et al., 1979, MINAGA et 1983). Parecido com os acidos
nucleicos e polissacaridos, PAR contém uma cadeia linear de unidades ADP-
ribose ligadas por meio de de ligagBes glicosidicas, todavia, distintamente
daqueles, PAR geralmente contém pontos de ramificacdo, o que leva ao aumento
de sua complexidade. Segundo Althaus et al, este aspecto do PAR,
aparentemente, é essencial para uma maior afinidade de ligacdo com proteinas

alvo do que a ligacdo destas proteinas ao DNA (ALTHAUS et. 1995).

Apés sua sintese, acredita-se que PAR sejam ligados aos seus alvos
proteicos em sua maior parte através dos grupos y-carboxi de residuos de acido
glutdmico e, em menor frequéncia, a outros residuos, como residuos de acido
aspartico (BURZIO et al., 1979). Tal processo cria, entdo, uma modificacdo Unica

pés-traducédo de proteinas alvo (SUZUKI et al., 1986).

2.7.2 Via ciclica do PAR

A répida sintese e degradacdo do PAR permite um controle preciso sobre a
modificacdo de proteinas-alvo, resultando em mudancas na fisiologia celular. PAR
é sintetizado pelas PARPs utilizando nicotinamida adenina dinucleotideo (NAD +)
como substrato, onde esse doa uma molécula de ADP-ribose e libera,
simultaneamente, uma de nicotinamida (Fig. 2) (OKAYAMA et al., 1977).
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Figura 2 - Via anabdlica de poli (ADP-ribose). O processo de poli ADP-ribosilacao é catalisado
pelas poli (ADP-ribose) polimerases (PARPS), que adicionam unidades ADPribose a proteinas

aceitadoras.
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Fonte: Feng et al., 2013.

Seus niveis constitutivos sdo geralmente muito baixos em células que néo
estdo passando por estresse celular, devido a baixa atividade enzimatica da
PARP (FERRO et al. 1978; KREIMEYER et al. 1984). Na auséncia de dano ao
DNA, a maioria das unidades ADPr encontra-se ligadas a proteinas aceitadoras,
sendo qualitativamente distintas daquelas sintetizadas na presenca de dano ao
DNA, possuindo degradacdo muito mais lenta (ALVAREZ-GONZALEZ et al.,
1987).

Na presenca de quebras na cadeia de DNA, a atividade da PARP pode
aumentar de 10 a 500 vezes, implicando aumento dos niveis de PAR e,
consequentemente, reducdo dos niveis de NAD+ (JUAREZ-SALINAS et al.,
1979). De acordo com ALTHAUS et al, o dano ao DNA estimula a atividade de
PARP, sendo a sintese de PAR diretamente proporcional ao niumero de quebras
de fita simples e de duplas fita contidas no DNA gendmico. Ademais, ambos os
niveis constitutivos de PAR e o0s estimulados por dano ao DNA estdo
correlacionados a concentragdo de NAD + celular (LOETSCHER et al. 1987;
COPPOLA et al., 1995).
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Os PARs séo rapidamente degradados pela PARG (do inglés, Poly (ADP-
ribose) glycohydrolase) in vivo, caracterizando sua natureza transitoria em células
vivas. A PARG é uma enzima que possui atividades de exo e endoglicosidase,
catalisando a hidrélise das liga¢g@es glicosidicas entre as unidades ADP-ribose e a
liberacdo de oligbmeros PAR (atividade endoglicosidica) ou ADPribose livre
(atividade exoglicosidica) (Figura 3). Também foi demonstrado que uma proteina
do tipo ADP-ribose hidrolase (ARH3) é capaz de hidrolisar PARs em menor
extensdo, sugerindo uma possivel contribuicdo da ARH3 no catabolismo de PAR
(BROCHU et al., 1994; OKA et al., 2006).

Figura 3 - Via catabdlica de poli (ADP-ribose). A (ADP-ribose) glicohidrolase (PARG) catalisa a
reacdo inversa, com a hidrélise de PAR para produzir ADP-ribose livre. O PARG possui atividade
exoglicosidica (aeb), que produz ADP-ribose e atividade endoglicosidica (c e d), que produz PAR

livre.
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Fonte: Feng et al., 2013

A degradacdo de PAR ocorre em fungédo da sua concentracao celular. De
fato, estudos demonstraram que a ativacdo substancial de PARG requer uma
concentracdo de PAR maior que 5 pM in vivo, o que poderia explicar o curto

tempo de meia-vida de polimeros sintetizados em resposta a quebra do DNA, em
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comparacdo com o maior tempo de meia-vida de polimeros (constitutivos) em
células néo estimuladas (WIELCKENS et. 1982; ALVAREZ-GONZALEZ et. 1989).
Além disso, foi demonstrado que polimeros ramificados e curtos sdo degradados
de forma mais lenta que polimeros longos e lineares. Desta forma, esta
preferéncia por alguns tipos de cadeias de ADPr pela PARG poderia também
esclarecer a existéncia de duas populacbes de polimeros com meias-vidas
diferentes apds danos no DNA. Uma vez liberados do polimero, as unidades
ADPr séo catabolizadas para AMP e ribose 5- fosfato pelas ADPR pirofosfatases
(MIRO et 1989; FERNANDEZ et. 1996)

2.7.3 Poli ADP-ribosilacdo, metabolismo NAD + e morte celular

O NAD + é um cofator essencial no metabolismo energético celular, como
no caso da sintese de ATP (VOET et al., 1995). Além disso, o NAD + é também
substrato para a sintese de PAR. A energia da hidrolise da ligacdo N-glicosidica
entre a nicotinamida e as porcdes ribose de NAD +(- 8,2 kcal/ mol) é utilizada
pelas PARPs para catalisar a sintese de polimeros ADPr. Acredita-se que o
processo de ADP-robosilacdo tenha uma grande importancia na manutengédo dos
niveis de NAD +, sendo o principal responsavel pelo catabolismo de NAD + em
células de mamiferos (HILLYARD et al. 1981; WIELCKENS et al., 1983).

Diversos estudos demonstraram que células tratadas com diferentes
agentes que danificam o DNA, tais como N-metilnitrosourea (SKIDMORE et al.,
1979), estreptozotocina (WHISH et al. 1975) e H202 (SCHRAUFSTATTER et al.
1886), sofrem uma diminuicdo em seus niveis de NAD +. Doses moderadas ou
fracas de agentes genotdxicos podem culminar na diminuicdo de cerca de 70%
dos niveis de NAD+, contudo apenas doses muito altas dos mesmos agentes sao
capazes de levar a deplecdo residual dos 30% (GOODWIN et al. 1978;
SKIDMORE et al. 1979; RANKIN et al. 1980).

Esta reducdo néo esta associada a uma diminuicdo na biossintese de NAD
+, como outrora suposto. Mas, sim, associada a uma elevacéo da atividade da
PARP (SKIDMORE et al. 1979; WIELCKENS et al. 1982) e, consequentemente, a
um acumulo de polimeros ADPr nas células (JUAREZ-SALINAS et al. 1979;
BENJAMIN et al. 1980). Ademais, também foi demonstrado que a deplecéo de
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NAD + induzida por dano ao DNA levaria a uma deplecédo nos niveis ATP e dGTP.
Como a ressintese de NAD + requer moléculas de ATP, isso justificaria a queda
dos niveis de ATP. Outrossim, a deplecdo de NAD + bloqueia a atividade da
gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase, que é necesséria para ressintetizar o ATP
durante a glicélise (GOODWIN et al. 1978; DAS et al., 1986).

Além de acarretar grande consumo de NAD+ celular, o acimulo de PAR
diante da ativacdo excessiva de PARP1, devido a um grau muito elevado de dano
ao DNA, por exemplo, leva a um programa unico de morte celular programada
denominado partanatos. Esta morte celular difere da apoptose, uma vez que € um
processo independente de caspase, além de promover grande fragmentacdo do
DNA. Da mesma forma, difere da necrose, pois nao leva a uma tumefacéao celular,
ainda que culmine em perda da integridade das membranas, assim como,
manifestacdo de reacdo inflamatdria, fato observado na necrose (WANG et al,
2019, WANG et al., 2016).

2.8 Familia PARP

A familia PARP (do inglés, poly (ADP-ribose) polimerases) € uma familia de
enzimas que compartiliham a capacidade de catalisar a transferéncia de ADP-
ribose de nicotinamida adenina dinucleotideo (NAD +) para substratos proteicos
(heteromodificac&o), incluindo as proprias PARPs (isto €, automodificacdo). H4 17
PARPs em humanos, sendo codificadas por diferentes genes, compartilhando
homologia em um dominio catalitico conservado. Esta nomenclatura, no entanto,
pode ser um equivoco, uma vez que apenas 4 das 17 PARPs sdo capazes de
formar polimeros de ADP-ribose (poli ADP-ribosilacédo); do restante, 11 conjugam
uma uUnica unidade ADP-ribose em cada residuo modificado (mono ADP-

ribosilacédo), e 2 séo cataliticamente inativas (LEUNG et al., 2017).

Embora certas isoformas como PARP1, PARP2 e PARP3 sejam mais
conhecidas por seu envolvimento em processos de reparo de DNA, esta evidente
que essas e outras PARPs tém um papel importante em varios processos
celulares, incluindo proliferacéo celular, diferenciacdo e morte celular (AME et al,
2004). Mais de 30 substratos nucleares de PARPs foram identificados in vivo e in

vitro, sendo a maioria destas proteinas nucleares envolvidas no metabolismo de
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acido nucleico, modulacdo da cromatina, sintese e reparo do DNA. A PARP ainda
pode se automodificar na presenca de quebras no DNA, sendo um dos principais
receptores de poli ADP ribose in vivo (D’AMOURS et, 1999).

2.9 PARPs dependentes de dano ao DNA
2.9.1 Poly (ADP-ribose) polimerase | (PARP1)

A proteina PARP1 tem uma organizagéo estrutural e funcional conservada,
englobando seis dominios funcionais: dois dominios homogéneos de zinco, Znl e
Zn2 implicado na detec¢do de dano no DNA, um terceiro dominio de ligacdo ao
zinco, Zn3 que se liga a quebras da cadeia dupla do DNA (LANGELIER et al.,
2012), um dominio BRCT envolvido em interacbes proteina-proteina que
possibilita que outras proteases contendo dominio BRCT (por exemplo, XRCC-1)
se associem a PARP1 e um dominio WGR que se localiza na regido central,
possibilitando a comunicacdo entre os diferentes dominios e com o DNA e o
dominio catalitico em si que se liga ao NAD+ e catalisa a transferéncia de ADP-
ribose (Figura 4) (LANGELIER et al. 2011; EUSTERMANN et al. 2011).

Figura 4 - composicao dos dominios da proteina PARPL1. FI, Fll, Flll sdo dominos de zinco; BRCT,

dominio C-terminal de automodificacao (breast cancer 1); WGR é um dominio cuja funcéo é
desconhecida; NLS é sinal de localizag&o nuclear.

PARP1
Dominio de Dominio de Dominio Dominio
ligagcdo ac DNA automodificagdo alfa-hélice catalitico
NLS BRCT WGR 088
Nl el el || | Ll e el M C
I FI  FI1207 226FII1373 385 476 524 662 779 859 908 1014

Fonte: Adaptado de Kutuzov, 2014

No que diz respeito aos seus substratos de acdo, a proteina aceitadora
priméria da ADP-ribosilacdo por PARP1 é a prépria PARP1. Até 0 momento, uma
gama de outras proteinas aceitadoras foram identificadas, sendo na sua maioria
proteinas nucleares, incluindo histonas, ribonucleoproteinas, polimerases de
DNA, RNA polimerases, topoisomerases, fatores de transcri¢cdo, ligases e outras
proteinas de reparo de DNA (tais como DNAPKCS, XRCC-1, Ku70 / 80 e PCNA)
(HASSA E HOTTIGER, 2008). Em vista dessa variedade de substratos, supde-se
que a PARP1 esteja relacionada a uma ampla diversidade de processos
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celulares, como diferenciacdo, proliferacdo, dinamica da cromatina, transcricao
génica, reparo de DNA e morte celular (HASSA E HOTTIGER, 2008; KIM et al.,
2005; KRISHNAKUMAR E KRAUS, 2010). Diversos estudos experimentais
knockout para PARP1 em camundongos demonstraram que esses animais séo
viaveis e férteis, no entanto exibem hipersensibilidade a irradiacdo e um acumulo
de quebras nas cadeias de DNA, aumentando sua instabilidade genémica (DE
MURCIA et al., 1997; WANG et al., 1997).

2.9.1.1 PARP1, estrutura da cromatina e regulacao da transcricéo

Uma vez que a estrutura da cromatina pode afetar diversos processos
importantes, como transcricdo, replicacao e reparo do DNA, sua modulacdo pela
PARP1 demonstra ser bastante importante. Apds as histonas, PARP1 é a
proteina de cromatina mais abundante e, embora suas acdes tenham sido
majoritariamente relacionadas a eventos ligados ao dano DNA, seu papel na
regulacdo da estrutura da cromatina também se demonstra valido (DANTZER et
al., 2013).

Estudos anteriores demonstraram que a poli-ribosilacdo de nucleossomos
pela PARP1 leva a um relaxamento geral da estrutura da cromatina, regulando
assim a acessibilidade e facilitando processos como a replicacdo do DNA, reparo
e transcricdo de DNA (POIRIER et al., 1982).

A partir de estudos em células de cancer de mama, Wright e colaboradores
relataram que apds estimulacdo hormonal, os PAR sdo hidrolisados a ADP-
ribose, que é entdo convertida em ATP pela acdo da enzima NUDIX5. Este
experimento demonstrou que a energia necessaria para o remodelamento da
cromatina pode ser gerada localmente de forma induzida por horménio com o
intuito de ativar programas transcricionais importantes na regulacdo da
proliferacéao celular (WRIGHT et al., 2016)

A proteina PARP1 atua como recrutadora e ativadora de proteinas, como
Alcl, que é uma proteina envolvida no remodelamento da cromatina, sendo
recrutada para locais de danos no DNA. Alcl é alostericamente ativada pelo
processo de ADP-ribosilacdo mediado pela PARP1, assim como suas atividades
de ATPase e de remodelacdo da cromatina (GOTTSCHALK et al. 2009).
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A PARP1 também é capaz de ADP-ribosilar as proprias histonas. A H1 foi
identificada como uma das principais receptoras de PAR. De acordo com
experimentos realizados por Wright e colaboradores, em situacbes como o
tratamento hormonal, a hiperexpressdo da PARP1 causava o deslocamento de
H1 da cromatina, tornando a cromatina mais aberta e passivel de remodelacéo

das regides responsivas a progesterona (WRIGHT et al., 2012).

Desta forma, a ADP-ribosilacdo por PARP1 surge como um importante
evento direcionando os remodeladores de cromatina para sitios nos quais a
estrutura local de cromatina precisa ser alterada para adaptar o programa

transcricional ou de reparo.

2.9.1.2 PARPL1 e reparo de DNA

Quebras de fita simples de DNA sé&o rapidamente detectadas pela PARP1.
Em seguida a PARP1 catalisa a adicdo de PAR em si mesma ou em outras
proteinas alvo. Supde-se que a PARP1 ative o reparo de quebra de fita simples
(SSBR - do inglés, single-strand break repair) pela promocdo do acumulo de
componentes desta vida de reparo ou sua estabilizacdo no local do dano. A
proteina XRCC1 (do inglés, X-Ray Repair Cross Complementing 1) € um fator
central no suporte de proteinas SSBR, como DNA polimerase B e ligase Il (LIG3),
estimulando assim o processo de reparacdo ao dano (CALDECOTT et al. 1994;
WHITEHOUSE et al., 2001).

O rapido recrutamento de XRCC1 para o local de quebra de fita simples &
dependente de PARP1 ou PARP2 (HANZLIKOVA et al., 2017; CALDECOTT et al.
1994). Estudos experimentais em camundongos demonstraram que mutacdes em
XRCC1 leva a SSBR deficiente e defeitos neuropatologicos correlacionados a
hiperexpressdo de PARP1, que surge por conta de quebras de fita simples nao
reparadas (HOCH et al. 2017). Este acimulo de PARP1 tem como resultado a
deplecao de pools celulares de NAD + e, consequentemente, a morte celular.

Ja o reparo de quebra de dupla fita em células mamiferas ocorre de duas
formas: Recombinag¢do homologa (HR - do inglés, homologous recombination) e
juncéo terminal ndo homologa (NHEJ - do inglés, nonhomologous end joining). O

processo de HR envolve o cromossomo homologo como modelo de reparo
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preciso e se inicia com a ocorréncia de quebras de fita simples, onde sao ligadas
proteinas de reparo, como o complexo Mrell-Rad50-Nbsl (MRN) (HAKEM et al.,
2008). Este complexo detecta a lesdo e participa do inicio do reparo do DNA. No
entanto, para iniciar a HR, foi demonstrado que o envolvimento das proteinas
BRCAL e BRCA2 também é necessario (JACKSON et al., 2009).

Outra via de reparo (NHEJ) é conhecida por duas vias principais distintas.
Uma delas € a via classica (C-NHEJ), que se inicia quando proteinas KU70/80
reconhecem a leséo e se ligam ao local de quebra do DNA, recrutando proteinas
especificas de reparo como proteina quinase dependente de DNA (DNA-PK),
XRCC1 e DNA ligase IV. Estudos experimentais demonstraram que defeitos nos
componentes da via classica aumentam as taxas de translocacéao, indicando que
esses componentes normalmente reprimem as translocagdes (SIMSEK et al.,
2010).

A via alternativa do NHEJ (Alt-NHEJ) se inicia com PARP1 reconhecendo
uma quebra de dupla fita, competindo pelas extremidades de DNA livre com o
complexo Ku de cNHEJ, e utiliza proteinas do reparo de excisdo de base, como a
XRCCI-DNA e ligase Il (WANG et al, 2006). Dados de clonagem e
sequenciamento de rearranjos cromossomicos, especialmente de translocacoes,
mostraram forte assinatura de reparo por NHEJ. Diante disso, alguns autores
correlacionam o aumento da expressdo de PARP1 com o aumento da incidéncia
de translocacdes (WRAY et al., 2013).

2.9.2 Poly (ADP-ribose) polimerase Il (PARP2)

O PARP2 é um gene contido no cromossomo 14 e acredita-se que a
enzima codificada por ele seja responsavel por apenas 10% da sintese total de
PAR na célula. A enzima PARP2 compartilha um dominio PARP carboxi-terminal
altamente conservado com PARP1, contudo, ndo possui um dominio de zinco,
ligando-se preferencialmente a lacunas de nucleotideo unico (Figura 5) (AME et
al., 1999). Nesse contexto, estudos bioquimicos e estruturais demonstraram que
seus substratos apenas se sobrepbem parcialmente (ISABELLE et al., 2010;
CARTER-O'CONNELL et al., 2014) e a analise da delecdo do gene PARP2 em
camundongos revelou fungbes Unicas para a PARP2 na diferenciacdo de
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adipdcitos, metabolismo celular, espermatogénese e outros processos (NICOLAS
et al. 2010; LEGER et al. 2014). Além disso, a PARP2 tem capacidade de ADP-
ribosilar predominantemente histonas H2A e H2B, em contraste com a proteina
PARP1, que modifica a histona H1 (DANTZER et al. 2006).

Figura 5 - composigdo dos dominios da proteina PARP2. WGR é um dominio de fungao

desconhecida; NLS é sinal de localizacdo nuclear; NoLS é sinal de localizagdo nucleolar.

PARP2
Dominio de Dominio de Dominio Dominio
ligagcdo ao DNA automodificacdo alfa-hélice catalitico
NoLS NLS WGR 534
N ﬂ-u— ;._._.. S R s _—y

207 324 401 514 559

Fonte: Adaptado de Kutuzov, 2014.

Experimentos com animais confirmaram o envolvimento de PARP2 em
assegurar a estabilidade do genoma. Tal enzima é ativada por quebras de fita
simples de DNA e age mutuamente com a PARP1 para facilitar o reparo da
excisdo de base no DNA (MENISSIER DE MURCIA ET al., 2003). Neste contexto
de reparo de quebras de fita simples, PARP2 liga as moléculas de ADP-ribose a
polimerase B e XRCC1 a fim de promover o reparo dependente de ligase lll.
Camundongos com delecdo concomitante de PARP1 e PARP2 demonstram uma

hY

cinética tardia do SSBR e uma maior sensibilidade a radiacdo ionizante e
reagentes de alquilacdo (DANTZER et al., 1999; SCHREIBER et al., 2002). Este
gendtipo também foi demonstrado levar ao desenvolvimento de tumores
espontaneos em camundongos com o gene p53 inativado. Este achado sugere
uma possivel interacdo funcional entre as proteinas PARP e p53 na supressao do
desenvolvimento do tumor por meio da participacdo de PARP1 e PARP2 tanto na
resposta celular as lesées do DNA como na manutencao da integridade gendémica

(TONG et al., 2001; NICOLAS et al., 2010).

Ademais, dados recentes relataram que a PARP2 desempenha papéis na
regulacdo metabolica, sendo capaz de modificar diversos fatores de transcri¢cao
como o fator de transcricdo da tireoide-1 (MAEDA et al., 2006) SIRT1 (BAI et al.,

2011), e receptores ativados por proliferadores de peroxissoma (BAI et al., 2007).
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Na auséncia de PARP2, a desregulacédo da expressao dessas proteinas aumenta
a biogénese mitocondrial e o0 gasto energético, acarreando em alteracfes
metabdlicas (BAI et al., 2011).

2.9.3 Poly (ADP-ribose) polimerase Il (PARP3)

O gene PARPS esta localizado no cromossomo 3p21.3. Apesar de PARP3
compartilhar um alto grau de similaridade com o dominio catalitico PARP,
dominios de ligacdo e automodificacdo de DNA sdo ausentes (Figura 6)
(JOHANSSON et al., 1999).

Figura 6 - Composi¢cédo dos dominios da proteina PARP3: O dominio CAT (catalitico), compostopor
dois subdominios (HD-subdominio helicoidal e ART), é responséavel pela ligagcdo do NAD+

substrato proteico.

NTR CAT
NO@ER(Ho X ART )©
140 180 310 533

Fonte: LANGELIER et al, 2014.

Assim como PARP1 e PARP2, a PARP3 também é uma enzima ativa, no
entanto, em contraste com aquelas, é apenas capaz de catalisar uma mono-ADP-
ribosilacdo. Anteriormente, foi especulado que a presenca ou auséncia de um
glutamato no dominio catalitico definiria a atividade enzimatica de PARPs como
uma polimerase ou uma mono-transferase (KLEINE et al., 2008). Contudo, foi
demonstrado que a PARP3 possui um glutamato (Glu514) em seu dominio
catalitico (LEHTIO et al., 2009), mas, ainda assim, ndo possui atividade de
polimerase, sugerindo que a presenca de glutamato no sitio ativo ndo é a Unica
caracteristica que determina a atividade mono ou poli-ADP-ribosilase. Belousova
e colaboradores demonstraram que essa mono-ADP-ribosilacdo poderia servir
como primers para o alongamento adicional do PAR por outras proteinas PARP
dependente de dano ao DNA (BELOUSOVA et al., 2018).

A proteina PARP3 é genuinamente expressa em um nivel baixo na maioria

dos tecidos do macaco cinomolgo (espécie, Macaca fascicularis) e sua expressao
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€ controlada de forma rigida (ROULEAU et al., 2009). Além disso, 0s niveis de
expressdo de PARP3 sdo usualmente maiores em células bem diferenciadas,
como o0s neurbnios dos ganglios terminais do que em células imaturas ou

proliferativas, como linfécitos maduros ou ovocitos (BELOUSOVA et al., 2018).

Na auséncia de dano ao DNA, a atividade enzimética da PARP3 é muito
baixa e dificil de discernir acima do background (VYAS et al., 2014). A atividade
desta enzima dependente do DNA aparece significativamente maior apés a
interacdo com a extremidade 5' fosfato do DNA danificado (LANGELIER et al.,
2014). Finalmente, a atividade da PARP3 ¢é estimulada por quebras de dupla fita
do DNA in vitro (RULTEN et al., 2011).

Na ultima década, foi relatado que na presenca de NAD a proteina é capaz
de auto-ADP-ribosilar, bem como a histona H1, um substrato previamente
desconhecido da PARP3. Na tentativa de decifrar o envolvimento dos membros
da familia PARP no reparo do DNA, diversos trabalhos recentes demonstraram
que PARP3 desempenha funcdes no reparo de quebra de dupla fita. Varios
estudos revelaram que células humanas desprovidas de PARP3 apresentam uma
maior sensibilidade a drogas antitumorais que geram quebra de dupla fita ou um
atraso na reparacdo do dano de quebras de fita dupla do DNA induzido por
radiacdo (BOEHLER et al., 2011; RULTEN et al., 2011). A PARP3 demonstrou ser
recrutada para os sitios de dano ao DNA, interagindo com diferentes
componentes da via classica de juncdo ndo homologa, como Ku70, Ku80, DNA-
PKcs e DNA ligase IV (ROULEAU et al., 2007; BOEHLER et al., 2011).

A fim de esclarecer a contribuicio de PARP3 na manutencdo da
integridade do genoma, indmeros mecanismos ndo mutuamente exclusivos foram
apresentados. As acbes celulares da PARP3 no NHEJ foram primeiramente
relacionadas com o recrutamento da proteina APLF (do inglés, aprataxin
and PNK-like factor) para o local do dano (RULTEN et al., 2011). Estudos como o
de Belousova e colaboradores, demonstraram que PARP3 exibem uma forte
ativagao preferencial pela extremidade 5’ fosfato do DNA quebrado, sendo este
também um substrato da DNA ligase IV (Belousova et al.,, 2018). Evidéncias,
sobretudo fornecidas por Beck e colaboradores, apontaram a atuacdo de

PARP3 em cooperacdo com o heterodimero Ku70-Ku80 para proteger da
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extensa resseccdo terminal mediada por Mrell / CtIP durante a NHEJ,
promovendo o reparo através da rota C-NHEJ. De fato, a PARP3 interage e ajuda
a recrutar e/ou estabilizar o Ku80 em locais de quebras no DNA para uma ligacao
eficiente e dependente da Ku. Assim sendo, como observado em células
deficientes em Ku80, a deplecdo de PARP3 leva a um reparo mais lento por
NHEJ (BECK et al., 2014).

2.9.4 PARP e cancer

As PARPs sé@o componentes-chave no reparo do DNA, estando envolvidas
nas vias da génese tumoral. Ha evidéncias do aumento da atividade de PARP em
certos tipos de tumores humanos, correlacionando-se inversamente com o
prognéstico geral dos pacientes (OSSOVSKAYA et al., 2010). Foi demonstrado
que o tecido tumoral de pacientes com carcinoma hepatocelular apresentava
niveis significativamente elevados de PARP ADPribosilada quando comparado
com tecidos proximos ndo tumorais (NOMURA et al., 2000). Estudos posteriores
indicaram que a expressdo de PARP1 foi regulada positivamente em uma
variedade de tumores com as diferencas mais notaveis observadas em tumores
primarios da mama, endométrio, pulmao, ovario e pele. Nosho e colaboradores
demonstram que a hiperexpressdo de RNAm de PARP1 foi detectada em 64
(70,3%) dos 91 adenoma colorretais estudados (NOSHO et al., 2006).

Com intencdo de confirmar estes achados, Ossovskaya e colaboradores
investigaram o perfil de expressdo do gene PARP1 em mais de 8.000 tecidos
humanos normais e malignos primarios. Eles observaram que, apesar da
expressdo da PARP1 ser relativamente baixa na maioria dos tecidos humanos,
ela foi significativamente aumentada em diversas neoplasias primarias, incluindo
cancer de ovario, Utero, mama, e pulméao, além de linfomas. Em contraste, a
elevacdo dos niveis de expressdao de PARP1 foi menos surpreendente nos
tumores do célon e da préstata. A andlise da expressdo de PARP2 foi realizada
utilizando a mesma populagcdo de tumores primarios humanos, nos quais foi
observada expressao elevada de PARP1; no entanto, ndo revelou diferenca
significativa entre o tecido tumoral e o normal (OSSOVSKAYA et al., 2010).
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Apesar do fato apresentado anteriormente, a medida que se vai
descobrindo funcdes biologicas especificas da PARP2, se torna cada vez mais

evidente a sua participacdo em diversas maneiras no cancer (ALl et al., 2016).

O impacto da PARP3 em tumores humanos é o menos esclarecido das trés
enzimas. No entanto sua atividade foi descrita como um fator critico na
estabilizacdo do fuso mitético e na manutencdo da integridade dos telémeros,
atuando como regulador de NUMA e Tankyrase 1, que sdo proteinas relacionadas
com a organizacdo do fuso mitético e alongamento de teldmeros,
respectivamente. Fernandez-Marcelo e colaboradores observaram que células de
cancer de pulméo, com reducdo nos niveis PARP3, apresentavam um aumento
da atividade da telomerase. Ademais, em células tumorais com baixa atividade da
telomerase, a PARP3 era hiperexpressa. Estes achados indicam uma possivel
correlacdo inversa entre a atividade da telomerase e a expressdo de PARP3 em
células tumorais (BOEHLER et al., 2010).

No cenério das leucemias, estudos avaliando a expressdo das enzimas
PARPs em amostras clinicas sédo limitados, sendo restritos principalmente a
leucemia em adultos (HOLLEMAN et al. 2003). Os trabalhos de KRUK e
colaboradores, por exemplo, foi um dos poucos trabalhos a relatar a expressao de
PARP em amostras clinicas de LLA infantil (KRUK et al., 2015). Ademais, apesar
dos niveis desbalanceados de expressédo de PARP1, PARP2 e PARP3 terem sido
associados ao aumento da incidéncia de anomalias cromoss6micas e a um pior
prognostico em diversos tipos de canceres humanos, seu impacto na LMA ainda
nao esta completamente esclarecido. Levando em consideracdo que instabilidade
genbmica possui um impacto no desenvolvimento de cancer e que, de igual
modo, acredita-se que transloca¢des cromossémicas participem do primérdio da
doenca e possuam notavel funcédo no que diz respeito ao prognoéstico da LMA, é
possivel que a expressdo aberrante de PARP1, PARP2 e PARP3 tenha um
impacto sobre integridade cromossémica e isso possa estar associado tanto aos
diferentes grupos citogenéticos ao diagndéstico na LMA, quanto ao desfecho

clinico dos pacientes.
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3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral

Investigar os niveis de expressédo dos genes PARP1, PARP2 e PARP3 nos
pacientes com leucemia mieloide aguda de novo e sua associa¢cdo aos achados

citogenéticos ao diagnostico e desfecho clinico dos pacientes.

3.2 Objetivos especificos

e Analisar os niveis de expressdo dos genes PARP1, PARP2 e PARP3 em
pacientes com LMA de novo;

e Comparar a expressao relativa dos genes PARP1, PARP2 e PARP3 entre
0S grupos citogenéticos de LMA;

e Determinar o significado prognoéstico dos niveis de expressao relativa de
PARP1, PARP2 e PARP3 para pacientes com LMA de novo, utilizando a
sobrevida global (SG) e sobrevida livre de doenca (SLD).
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 Casuistica, tipo e local do estudo

O estudo € do tipo coorte e com comparacdo de grupos, no qual foram
incluidas trés coortes independentes. A primeira coorte foi composta por 81
pacientes adultos com LMA de novo, assistidos em hospitais de Recife,
Pernambuco, Brasil (coorte Recife). Os pacientes sdo de ambos 0S sexos,
acompanhados no Hospital de Hematologia da Fundacdo (HEMOPE), no Hospital
do Céancer de Pernambuco (HCP) e no Instituto de Medicina Integral Prof.
Fernando Figueira (IMIP), com aprovacdo pelo Sistema Nacional de Informacéo
sobre Etica envolvendo Seres Humanos (SISNEP-Plataforma Brasil), Comités de
Etica em Pesquisa (CEP) da Universidade Federal de Pernambuco (CAAE:
77527717.4.0000.5208) e os respectivos hospitais.

De forma complementar, foram adicionados a esse estudo a analise de
mais duas coortes de bancos de dados independentes. Sendo assim, a segunda
coorte (coorte TCGA), deste estudo, inclui 173 pacientes do The Cancer Genome
Atlas (TCGA), que é composta por dados de pacientes com LMA de novo dos
quais as amostras foram coletadas entre novembro de 2001 e marco de 2010. A
partir desse banco de dado, foi possivel a obtencdo dos dados clinicos, além dos
dados de sequenciamento do exoma e de sequenciamento do genoma
completos, refletidos por valores de RPKM (do inglés, per Million mapped reads)
para representacdo do nivel de expressado normalizado (LEY et al., 2013). Por se
tratar de um banco de dados publico, esses dados estdo disponiveis no website

www.cbioportal.org.

A terceira coorte foi composta por 245 pacientes, dos quais os dados
clinicos e de expressao podem ser acessados no repositorio de expressao génica
do Centro Nacional para Informagao em Biotecnologia (GEO-NCBI), sob o registro
GSE-6891.


http://www.cbioportal.org/
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4.2 Analise hematoldgica e clinica

421

Coleta de dados e das amostras

A partir das analises dos portuarios dos pacientes, foi possivel obter as

informacg0des referentes a idade, sexo, subtipos de LMA, dados do hemograma,

achados citogenéticos e a avaliacdo do seguimento dos pacientes. Para as

amostras, foi dado preferéncia ao aspirado da medula 6ssea (MO), contudo nos

casos em que ndo houve MO disponivel para as analises, foi utilizada amostra de

sangue periférico (SP), desde que este possuisse mais de 80% de blasto.

4.2.2

4.2.3

Critérios de inclusao

Pacientes maiores de 18 anos cujo diagnostico de LMA de novo foi
baseado na presenca de 20% ou mais de mieloblastos nos aspirados de
medula 6ssea ou sangue periférico ou na deteccdo das alteracdes
citogenéticas t(15;17), t(8;21)(g22;922) ou inv (16)(p13;922) tratados e
acompanhados no HCP, HEMOPE e IMIP;

Disponibilidade de DNA e RNA total extraidos a partir de amostras obtidas

ao diagndstico em quantidade e qualidade adequadas para a analise.
Critérios de exclusao

Pacientes com leucemia mieloide aguda secundéria a neoplasia
mieloproliferativa/mielodisplasica ou quimio/radioterapia de tumor prévio
serdo excluidos, assim como os que ndo apresentarem todos os dados
clinico-laboratoriais necessarios para este estudo ou por motivo de
transferéncia para outras unidades de salde que ndo estejam envolvidas

no estudo.
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4.3 Analise molecular

4.3.1 Coleta de material

Preferencialmente as amostras foram constituidas de 2 mL do aspirado de
MO, em tubos contendo EDTA e, quando nao fora possivel obter amostras MO,

foram coletados 4 mL de SP, em tubos contendo EDTA.
4.3.2 Extracdo de RNA total

O é&cido ribonucleico (RNA) total das amostras de medula 6ssea e/ou
sangue periférico dos pacientes foi extraido utilizando-se a metodologia do
reagente Trizol® (Invitrogen, EUA), a qual se baseia em uma solu¢do monofasica
a base de fenol e isotiocianato de guanidina, derivada de uma modificacdo do
método desenvolvido por Chomczynsky e Sacchi (CHOMCZYNSKI; SACCHI,
1987).

As amostras foram centrifugadas a 2.000 x g durante 10 minutos a fim de
separar as células do plasma, sendo esse descartado em seguida. O precipitado
celular foi transferido para um tubo tipo Falcon de 50 mL, sendo este estéril e livre
de RNAse, ao qual foram acrescentados 35 mL de Tampao de Lise de Globulos
Vermelhos, composto de 9 partes de Cloreto de Amoénio e 1 parte de Bicarbonato
de Amodnio, seguindo-se uma incubagcao em gelo por 20 minutos. O lisado celular
foi entdo centrifugado a 3.000 x g por 20 minutos, descartando-se o
sobrenadante. O precipitado (pellet) de leucécitos foi finalmente ressuspendido
em 1 mL de Salina Tamponada com Fosfato (Phosphate Buffer Saline - PBS) [1x].
Uma vez feito isso, foram feitas aliquotas em tubos tipo Eppendorf de 1.5 mL,
livres de RNAse, a partir dessa ressuspensao, aos quais foi adicionado o
reagente Trizol (Invitrogen, EUA), numa proporcdo de 3 partes de Trizol para 1
parte de células. Com o auxilio de pipeta foi feita a homogeneizacdo da amostra,
durante a qual o Trizol leva a lise dos leucocitos, assim como, dissolve os
componentes celulares, ao mesmo tempo mantém a integridade do RNA. Depois
de um periodo de incubacdo de 10 minutos a temperatura ambiente, 200 pul de
cloroférmio foram acrescentados (MERCK, EUA) aos tubos, seguindo-se agitagéo

intensa em vortex por 15 segundos, incubacdo por 20 minutos a temperatura
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ambiente e centrifugacdo a 12.000 x g a 4°C por 15 minutos. A adicdo do
cloroférmio, seguida de centrifugacao, promove a separacao da solucdo em uma
fase orgénica e outra aquosa, sendo esta ultima a fase na qual o RNA Total
permanece exclusivamente. A fase aquosa foi transferida para tubos novos de 1.5
mL livies de RNAse e o RNA Total foi precipitado com 500 pl de Alcool
Isopropilico. ApoOs centrifugacdo a 12.000 x g a 4°C por 10 minutos, o
sobrenadante foi descartado e o pellet foi lavado com 1 mL de Etanol 75% e
centrifugado a 10.000 g a 4°C por 10 minutos. O sobrenadante foi desprezado por
inversdo e o pellet posto para secar a temperatura ambiente. Por ultimo, foi
utiizada é&gua destilada e deionizada, tratada com o inibidor de RNAse
Dietilpirocarbonato (DEPC) 0,1% (SIGMA, EUA) para ressuspender o pellet e,

entao, foi conservado em freezer -80°C até o momento do uso.
4.3.3 Quantificacdo de acidos nucléicos

Para a quantificacdo de acidos nucléicos extraida, aliquotas de 2 pl de
cada amostra foram submetidas a leitura da densidade ética a 260 nm (DO260)
pelo espectrofotbmetro NanoVue (GE Healthcare, Inglaterra). Partindo do
principio que a leitura a 280 nm (DO280) permite estimar a contaminacdo com
proteinas, a razdo entre as absorbancias a 260 e 280 nanémetros (A260/A280) foi
considerada como um indicativo de pureza das amostras. Foram utilizadas

preparacdes apresentando razdo A260/A280 entre 1.7 e 2.0.
4.3.4 Sintese da primeira fita de DNA complementar

A sintese do DNA complementar (cDNA), a partir do RNA total, foi
realizada com a utilizacdo do kit High-Capacity cDNA Archive Kit (Applied
Biosystems, EUA). As reagdes ocorreram em volumes de 25 pl, contendo um
micrograma de RNA Total, 2.5 ul de 10x RT Buffer, 1 ul de 25x dNTP mixture, 2.5
ul 10x Random Primers, 1.25 pl de MultiScribe RT (50U/ul), 0.65 pl de RNasin®
Plus RNase Inhibitor (Promega, EUA) e agua deionizada tratada com DEPC 0,1%
(SIGMA, EUA) no volume suficiente para completar o volume final. As reacbes

sucederam por 10 minutos a 25°C, 120 minutos a 37°C e 5 segundos a 85°C.
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4.3.5 Desenhos dos primers para gRT-PCR

Os primers foram desenhados com auxilio do programa Primer3Plus

(https://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus.cqi/), observando-se

certos parametros, tais como: temperatura de anelamento, tamanho dos primers,
tamanho do amplicon, porcentagem de GC, auséncia da formacgéo de dimeros e a
inexisténcia de sitios secundarios de anelamento. Os primers desenhados

(Tabela 1) foram sintetizados pela Biogem da Invitrogem™.

Tabela 1 - Sequéncia dos primers utilizados nas rea¢des para as andlises de expressao génica.

Primers Sequéncia dos Primers Amplicom (pb)

Fw S5TAGCTGATGGCATGGTGTTC3’
PARP1 98
Rv 5'GACGTCCCCAGTGCAGTAAT3’

PARP? Fw STTTTTCTCTCTCTCCCTTTCTAGG 20
Rv STTTAGCATGACATCATAGACATCATTT3’

Fw S5 CATCATGCCACATTCTGGTG3’
PARP3 72
Rv 5'CCAGCTGACTTGCTGTTCTCT3’

Fonte: O autor (2022).
4.3.6 Validagdes dos primers

Pretendendo avaliar a eficiéncia de cada par de primer, uma amostra
padrdo foi submetida, a principio, a PCR para amplificacdo dos fragmentos em
questdo. As reacdes ocorreram de acordo com o informado na Tabela 2. A
principio as amostras foram submetidas a uma desnaturacdo a 95°C por 1
minutos, seguindo-se 35 ciclos a 95°C por 30 segundos, 60°C por 1 minuto e
72°C por 1 minuto; concluindo em uma extensdo a 72°C por 1 minuto. Os
produtos da PCR foram visualizados em gel de agarose a 2% corado com

brometo de etidio e luz UV no aparelho ImageQuant™ TL (GE Healthcare, USA).

Tabela 2 - Composicéo da reacéo para amplificacdo dos fragmentos na PCR convencional.

Volumes
Componentes (ul)
Tampao (10x) 2,5
MgClI2 (50mM) 1
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dNTP’s (10mM) 1
Primer Sense (10 mM) 1
Primer Antisense (10 mM) 1
Tag DNA Polimerase (5) 0,2
DNA (200 ng) 2
dH20 16,3
Volume Final (ml) 25

Fonte: O autor (2022).

O procedimento da validacdo experimental foi realizado utilizando os
amplificados supracitados, em 7 diluicbes seriadas, sendo a primeira de 1000x
(isto €, 1 ul de produto de PCR em 999 ul de 4gua) e as demais diluicbes de 10x,
a fim de se obter padrdes especificos. As reacdes foram realizadas no
termociclador QuantStudio™ 5, utilizando a metodologia SYBR Green, conforme
recomendacao do fabricante, no volume de 25 pl, contendo: 5 pl de PCR Master
mix, 0,2 pl de cada primer e 3,6 pl de 4gua destilada. A validacéo foi feita com 40

ciclos descritos na tabela 3.

Tabela 3 - Ciclos da validacdo dos primers na RT-gPCR.

Estagios Temperatura(°C) Tempo
Holding Stage 50 2 minutos
Holding Stage 95 10 minutos
Cycling Stage 95 15 segundos
Cycling Stage 60 1 minuto

Melt Curve Stage 95 15 segundos
Melt Curve Stage 60 1 minuto
Melt Curve Stage 95 1 segundo

Fonte: O autor (2022).

Foram utilizados os genes enddgenos Gmp-Actina e hipoxantina-guanina
fosforibosiltransferase (HPRT) como controle da reacdo (tabela 4) e, para
verificacdo interna da reacéo, um controle negativo ndo contendo cDNA.
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Tabela 4- Sequéncia dos primers dos genes enddgenos utilizados nas reacdes para as analises

de expressao génica.

Primers Sequéncia dos Primers Amplicon (pb)
ACTB Fw 5 AGGCCAACCGCAAGAAG 3’

ACTB Rv 5 ACAGCCTGGATAGCAACGTACA 3 [
HPRT Fw 5 GAACGTCTTGCTCGAGATGTGA 3' 101

HPRT Rv 5 GAACGTCTTGCTCGAGATGTGA 3
Fonte: O autor (2022).

4.3.7 Calculo da eficiéncia de amplificacéo (E)

A partir dos valores de Ct das amostras (isto €, numeros de ciclos
necessarios para que o sinal de fluorescéncia seja superior a fluorescéncia
inespecifica emitida) (Figura7- a, c, e) foi gerada uma curva padrdo representada
por um gréfico de regressao linear (Figura 7- b, d, f). Sendo utilizada a inclinacao
da curva (slope) para a analise da amplificacdo da reacdo de qRT-PCR.

As andlises de eficiéncia dos pares de primers para qRT-PCR foram
realizadas através da formula algoritmica de ZHAO e FERNALD (2005), conforme

segue:
Eficiéncia da amplificacdo E=[10(/slope)]-1

Para serem eficientes, € necessaria uma eficiéncia préxima a 100% (tabela
5).
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Figura 7 - Ensaios de eficiéncia dos primers. (a, b) — PARP1; grafico de temperatura de melting e
grafico de regresséo linear, respectivamente. (c, d) — PARP2; gréafico de temperatura de melting e
grafico de regresséo linear, respectivamente. (e, f) — PARP3; grafico de temperatura de melting e

gréfico de regresséo linear, respectivamente.
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Fonte: O autor (2022).
Tabela 5 - Os valores de eficiéncia apresentados pelos primers do proposto estudo.
Gene Slope R2 Eficiéncia dos primers (%)
PARP1 -3,4332 0,9998 95,5
PARP2 -3,5537 0,9972 91,2
PARP3 -3,4077 0,9945 99,7

Fonte: O autor (2022).

4.4 Andlise de expressao génica

A avaliacdo dos niveis de expressao genes PARP1, PARP2 e PARP3 foi
feita por gRT-PCR, utilizando-se primers e a metodologia SYBR Green. Neste
método, a intensidade da fluorescéncia é proporcional a quantidade de produto

amplificado. Uma vez que o sinal € gerado quando o reagente se liga ao DNA de
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dupla fita, inclusive para produtos indesejaveis, a diferenciacdo entre os sinais €
feita a partir da andlise de curva de dissociacdo, também chamada curva de
melting. Os genes foram amplificados de forma separada. A amplificagdo foi
realizada em duplicata, em placas oticas de 96 pocos, com reacdes realizadas
usando as mesmas proporcdes e ciclos do teste de eficiéncia, assim como, no

equipamento QuantStudio™ 5.

Para determinar os niveis relativos de expressao, utilizou-se o método
Comparative Cycle Threshold (Ct). Para este método, a relacdo da expressado
relativa (R) do gene alvo foi calculada com base na eficiéncia da amplificacao (E),
tal como a média entre os ciclos das replicatas onde foi identificado o sinal

fluorescente acima do sinal basal (Ct) (PFAFFL, 2004), conforme segue:

E gene alvo A (Ct gene alvo — Ct gene endc’)geno)

Expressao relativa (R) =

E gene controle A (Ct gene alvo — Ct gene endégeno)

45 Anélise estatistica

A anédlise estatistica foi realizada com o auxilio do software SPSS Statistics
25.0, MedCalc statistical software, JASP 0.14.0.0 e GraphPad Prism 8. A principio
foi realizado o teste de shapiro-wilk, a fim de analisar se as variaveis continuas
apresentavam distribuicdo normal (DN). A estratificacdo dos pacientes foi feita a
partir da curva ROC. Para as variaveis com DN, a comparacao entre os grupos foi
realizada utilizando o teste T ndo pareado. O teste KruskalWallis foi realizado com
grupos que nao possuiam distribuicdo normal. O teste x2 ou o teste exato de
Fisher foram utilizados almejando comparar variaveis categoéricas. A partir do
método de Kaplan-Meier foram calculadas as estimativas, a média e a mediana
para sobrevida global e sobrevida livre de doenca dos respectivos pacientes e 0
teste de log-rank para comparar as curvas de sobrevida. Valores de p<0,05 foram

considerados como significativo.
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5 RESULTADOS

5.1 Caracterizacao dos pacientes

As caracteristicas clinico-laboratoriais das coortes Recife, TCGA e GSE
estdo apresentadas na Tabela 6. A coorte Recife foi constituida de 81 pacientes
com LMA de novo, estando incluido na mesma 38 (47%) pacientes do sexo
feminino e a média de idade de 50 anos, variando entre 18 a 94 anos. A coorte
TCGA foi constituida de 173 pacientes com LMA de novo, dos quais 81 (47%)
foram do sexo feminino e a média de idade foi de 55 anos, com variagdo de 18 a
88 anos. A coorte GSE6891, por sua vez, é constituida por 245 pacientes, sendo
126 (51%) do sexo feminino e 119 (49%) do sexo masculino, variando de 18 a 60

anos.

Faz necessario salientar que 46 dos pacientes da coorte Recife néo
possuiam dados da analise citogenética devido a falta de solicitagdo médica ou
mesmo por possuirem resultados inconclusivos. Todavia, dos 35 pacientes que
apresentaram analise citogenética, 17 (49%) apresentaram cariotipo normal, 5
(14%) com cariétipo complexo, 8 (23%) eram CBF-AML (do inglés, Core-binding
factor acute myeloid leucemia), isto é, apresentaram t(8;21)(q22;922) ou inv
(16)(p13.1922)/t(16;16)(p13.1922).
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Tabela 6 - Caracteristicas clinico-laboratoriais dos pacientes das coortes Recife, TCGA e GSE

Coorte Coorte Coorte
Recife TCGA GSE
(n=81) (n=173) (n= 245)
Sexo
Masculino 43 (53%) 92 (53%) 119 (49%)
Feminino 38 (47%) 81 (47%) 126 (51%)
Idade (média, anos) 50 55 41
Blastos MO (%) 65,7 69,09 -
Subtipo FAB
MO 5 (6%) 16 (9%) 6 (3%)
M1 12 (15%) 44 (26%) 54 (23%)
M2 30 (38%) 38 (22%) 52 (22%)
M3 0 (0%) 16 (9%) 18 (8%)
M4 23 (29%) 34 (20%) 40 (17%)
M5 8 (10%) 18 (11%) 62 (26%)
M6 0 (0%) 2 (1%) 3 (1%)
M7 0 (0%) 3 (2%) 0 (0%)
Risco
citogenético/molecular
Favoravel 11 (30%) 32 (19%) 58 (24%)
Intermediério 20 (54%) 101 (59%) 146 (61%)
Desfavoravel 6 (16%) 37 (22%) 35 (15%)
Citogenética
CN 17 (49%) 80 (46%) 102 (42%)
CcC 5 (14%) 22 (13%) 8 (3%)
t(8;21)/t(16;16)/inv(16) 8 (23%) 17 (10%) 41 (17%)
t(15;17) 0 (0%) 15 (9%) 18 (7%)
Outros 5 (14%) 39 (23%) 76 (31%)
O autor (2022).
5.2 PARP1

5.2.1 Coorte Recife

Apesar de nao haver, significativamente, diferenca estatistica entre os

grupos, € notavel o aumento da expressao de PARP1 nos pacientes com cariétipo

complexo, assim como, nos pacientes classificados com risco desfavoravel (figura

8 -b, a).
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5.2.2 Coorte TCGA

O nivel de expressdo do gene PARP1 demostrou variacdo entre o0s
diferentes grupos referentes a classificacdo FAB nesta coorte (p=0,000),

diferentemente do que foi observado na coorte Recife (tabela 6).

Como observado na figura 8 — d, c, existe uma diferenca significativa de
niveis de expressdo de PARP1 tantos entre os diferentes grupos citogenéticos,
guanto aos grupos da estratificacdo de risco proposta pelo grupo ELN (p= 0,00 e
p=0,00). 51% dos pacientes pertencentes ao risco desfavoravel apresentaram
niveis elevados de PAR1, bem como 55% dos pacientes com cariotipo complexo
(tabela 7).

5.2.3 Coorte GSE

Indo de encontro ao encontrado na coorte do TCGA, ndo houve uma
variacdo significativa na expressdo do gene PARP1 entre os diferentes grupos
referentes a classificacdo FAB (p=0,245) (tabela 7). Da mesma forma, nao foi
observada diferenca entre os grupos citogenéticos ou mesmo 0s grupos de
estratificacdo de risco (p= 0,083 e p=0,321, respectivamente) (Tabela 7).
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Figura 8 - Expresséo relativa de PARP1 entre as categorias de risco citogenéticos e 0s principais

grupos citogenéticos ao diagndstico. (a, b) - Niveis de expressédo do gene PARP1 de acordo com

as categorias de risco citogenético do grupo Medical Research Council e principais grupos

citogenéticos ao diagnéstico, respectivamente, na coorte de Recife; (b, c) - Niveis de expressao

do gene PARP2 de acordo com as categorias de risco citogenético propostas pelo grupo

European Leukemia Net e principais grupos citogenéticos ao diagndéstico, respectivamente, na

coorte do TCGA,; (d, e) - Niveis de expresséo do gene PARP1 de acordo com as categorias de

risco citogenético e principais grupos citogenéticos ao diagndstico, respectivamente, na coorte do
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Tabela 7 - Expressé@o do PARP1 e sua rela¢éo com variaveis clinico-laboratoriais dos pacientes com LMA nas trés coortes; CC: cariotipo complexo/ CN:

cariotipo normal; a. Teste exato de Fisher/ b. Teste qui-quadrado.

Coorte Recife Coorte TCGA Coorte GSE
PARP1 PARP1 PARP1
Baixa Alta Valor p Baixa Alta Valor p Baixa Alta Valor p
expressao expressao expressao  expressao expressao  expressao

Subtipo FAB 0,355b 127 44 0,000b 0,245b
MO 0 (0%) 5 (100%) 11 (69%) 5 (31%) 5 (83%) 1(17%)

M1 3 (33%) 6 (67%) 26(59%) 18 (41%) 39(72%) 15 (28%)

M2 12 (46%) 14 (54%) 24(63%) 14 (37%) 42 (80%) 10 (20%)

M3 0 (0%) 0 (0%) 16 (100%) 0 (0%) 17 (94%) 1(6%)

M4 7 (41%) 10 (59%) 33 (97%) 1(3%) 37 (92%) 3 (8%)

M5 5 (63%) 3 (37%) 16 (89%) 2 (11%) 50(81%) 12 (19%)

M6 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 2 (100%) 2 (67%) 1 (33%)

M7 0 (0%) 0 (0%) 1 (33%) 2 (67%) 1 (100%) 0 (0%)

Risco citogenético/molecular 0,498b 0,008b 0,083b
Favoravel 4 (44%) 5 (56%) 27 (84%) 5(16%) 50 (86%) 8 (14%)
Intermediario 7 (41%) 10 (59%) 78 (77%) 23 (23%) 107 (73%) 39 (27%)
Desfavoravel 1(17%) 5 (83%) 19 (49%) 20 (51%) 23 (66%) 12 (34%)

Fonte: O autor (2022).
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5.2.4 Impacto da expressao de PARP1 no desfecho clinico dos pacientes LMA

5.2.4.1 Coorte Recife

Com o intuito de comparar as taxas de sobrevida entre 0s grupos com
baixa e alta expressdo do gene PARP1, os valores continuos foram
dicotomizados utilizando-se a curva ROC, que leva em consideragao a relacéo
entre sensibilidade e especificidade do teste. A média de tempo de sobrevida foi
de 17,99 meses (IC95%: 9,01-26,97). Como exposto na Fig. 9 - a, na qual
pacientes com maiores niveis de expressdo apresentaram sobrevida de 15,65
meses, comparados a 18,18 meses dos pacientes com baixa expressao, nao
houve diferenca significativa entre ambos os grupos (p=313). Igualmente, nao
houve diferenca no que diz respeito a sobrevida livre de doenca (p=0,938) (Figura
9-Dh).

5.2.4.2 Coorte TCGA

Com média de tempo de sobrevida de 44,9 meses (IC95%: 37,2-52,6), 0s
pacientes do grupo de alta expressdo, da coorte do TCGA, apresentaram
diminuicdo expressiva do tempo de sobrevida (24,05 meses) comparados com o
grupo de baixa expresséo (51,30 meses) (p=0,003) (Figura 9 - c). E, apesar de
agueles pacientes também terem demonstrado uma diminuicdo na SLD (31,352
meses vs 46,12 meses dos pacientes com baixos niveis de expresséo), tal

diferenca ndo se demonstrou ser significativa (p=0,168) (Figura 9 - d).

5.2.4.3 Coorte GSE

A média de tempo de sobrevida global da coorte do GSE foi de 81,4 meses
(IC95%: 69,3-93,5). Assim como observado na coorte anterior, pacientes do grupo
de alta expressdo apresentaram uma diminuicdo consideravel na sobrevida
global, isto é, 47,18 meses, em comparacado com 0 grupo de baixa expressao que
apresentarou 89,65 meses (p=0,002) (Fig. 9 - e).

N&o foi realizada a analise de SLD da mesma, devido a auséncia de dados

suficientes para tal.
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Figura 9 - Andlise de sobrevida global (SG) e sobrevida livre de doenc¢a dos pacientes (SLD) das

coortes de Recife (a, b); TCGA (c, d); GSE (e), referentes a expresséo do gene PARPL1.
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5.3 PARP2
5.3.1 Coorte Recife

Como observado na Figura 10a, apesar da expressdao de PARP2,
aparentemente, ser maior nos pacientes com cariotipo complexo, ndo demonstrou
variar de forma significativa entre os grupos, igualmente, ndo houve variacao

entre 0s grupos de risco citogenéticos (respectivamente, p=0,218 e p=0,354).

Diferentemente daquele, os niveis de expressdo variaram entre 0s

diferentes grupos de classificacdo FAB (p=0,017) (Tabela 8).
5.3.2 Coorte TCGA

O grau de expressao do gene PARP2 variou entre os diferentes grupos
referentes a classificacdo FAB nesta coorte (p=0,000), igual como fora observado

na coorte Recife (tabela 8).

Tantos os diferentes grupos citogenéticos ao diagnostico, quanto 0os grupos
de estratificacdo de risco proposta pelo grupo ELN, apresentaram diferenca
significativa entre os niveis de expresséo (p= 0,000 e p=0,000) (Figura 10 — a, b).
E interessante ressaltar que 100% dos pacientes com caritipo complexo
apresentaram alto nivel de expressdo de PARP2, assim como 86% dos pacientes
estratificados no grupo de risco desfavoravel também apresentaram maiores

niveis de expressao (tabela 8).
5.3.3 Coorte GSE

Assim como a coorte do TCGA, houve uma variacdo significativa na
expressdo do gene PARP2 entre os diferentes grupos referentes a classificacéo
FAB (p=0,02) (tabela 8). Todavia, diferentemente daquela, ndo houve diferenca
no que diz respeito aos diferentes grupos citogenéticos ou mesmo 0s grupos de

estratificacdo de risco (p= 0,401 e p=0,702, respectivamente) (Tabela 8).
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Figura 10 - Expresséo relativa de PARP2 entre as categorias de risco citogenéticos e os principais

grupos citogenéticos ao diagnéstico. (a, b) - Niveis de expressédo do gene PARP2 de acordo com

as categorias de risco citogenético do grupo Medical Research Council e principais grupos

citogenéticos ao diagnéstico, respectivamente, na coorte de Recife; (b, c) - Niveis de expressao

do gene PARP2 de acordo com as categorias de risco citogenético propostas pelo grupo

European Leukemia Net e principais grupos citogenéticos ao diagnostico, respectivamente, na
coorte do TCGA,; (d, e) - Niveis de expresséo do gene PARP2 de acordo com as categorias de

risco citogenético e principais grupos citogenéticos ao diagndstico, respectivamente, na coorte do
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Tabela 8 - Expressédo do PARP2 e sua relacéo com varidveis clinico-laboratoriais dos pacientes com LMA nas trés coortes; CC: cari6tipo complexo/ CN:

cariotipo normal; a. Teste exato de Fisher/ b. Teste qui-quadrado.

Coorte Recife Coorte TCGA Coorte GSE
PARP2 PARP2 PARP2
Baixa Alta Valorp  Baixa Alta Valorp  Baixa Alta Valor
expressao  expressdo expressao  expressdo expressao  expressao p

Subtipo FAB 0,017b 0,000b 133 103 0,02b
MO 1 (20%) 4 (80%) 5(31%) 11 (69%) 3(50%) 3 (50%)
M1 5 (429%) 7 (58%) 6 (14%) 38 (86%) 22 (41%) 32 (59%)
M2 17 (57%) 13 (43%) 7(18%) 31 (82%) 25 (48%) 27 (52%)
M3 0 (0%) 0 (0%) 10 (63%) 6 (38%) 13 (72%) 5 (28%)
M4 13 (59%) 9 (41%) 19 (56%) 15 (44%) 25 (63%) 15 (37%)
M5 8(100%) 0 (0%) 13 (72%) 5 (28%) 44 (71%) 18 (29%)
M6 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 2 (100%) 1(33%) 2 (67%)

M7 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 3 (100%) 0 (0%) 1 (100%)

Risco citogenético 0,415b 0,000b 0,702b
Favoravel 8 (80%) 2 (20%) 20 (63%) 12 (37%) 35(60%) 23 (40%)
Intermediario 12 (60%) 8 (40%) 35(35%) 66 (65%) 83 (57%) 63 (43%)
Desfavoravel 2 (40%) 3 (60%) 5(14%) 32 (86%) 18 (51%) 17 (49%)

Fonte: O autor (2022).
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5.3.4 Impacto da expressdo de PARP2 no desfecho clinico dos pacientes
LMA

5.3.4.1 Coorte Recife

A média de tempo de sobrevida foi de 18,76 meses (IC95%: 10,52-
26,99). Como exposto na Figura 11 - a, ndo houve diferenca no tempo de
sobrevida entre o0s grupos de baixo e alta expressdo (p=753).
Semelhantemente, ndo houve diferenca no que diz respeito a sobrevida livre de
doenca (p=0,694) (Fig. 11b).

5.3.4.2 Coorte TCGA

A média de tempo de sobrevida dessa coorte foi de 44,9 meses (IC95%:
37,2-52,6). Como observa-se na Figura 11 - c, pacientes pertencentes ao grupo
de alta expressdo (30,3 meses) apresentaram diminuicdo do tempo de
sobrevida comparados com o grupo de baixa expressao (64,7 meses)
(p=0,036). Da mesma forma, foi observada uma diminuicdo da sobrevida livre
de doenca (SLD) dos pacientes com maiores niveis de expressao (37 meses vs
49,5 mneses), embora ndo observada diferenca estatistica entre os grupos
(p=0,245) (Figura 11 -d).

5.3.4.3 Coorte GSE

A média de tempo de sobrevida global da coorte do GSE foi de 81,4
meses (IC95%: 69,3-93,5). Assim como as demais coortes, a dicotomizacdo
dos valores continuos foi realizada a partir da curva ROC. Da mesma forma
que foi observado na coorte do TCGA, pacientes do grupo de alta expressao
apresentaram uma diminui¢cdo significativa na sobrevida, isto é, 55,9 meses,
guando comparados ao grupo de baixa expressado que apresentou 94,8 meses
(p=0,006) (Figura 11).

N&ao foi realizada a analise de SLD da mesma, por auséncia de dados

suficientes para isso.
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Figura 11 - Andlise de sobrevida global (SG) e sobrevida livre de doenca (SLD) dos pacientes
das coortes de Recife (a, b); TCGA (c, d); GSE (e) referentes ao gene PARP2.
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5.4 PARP3

5.4.1 Coorte Recife

Os pacientes classificados com risco intermediario, assim como com
cariotipo normal, apresentaram maiores niveis de expressdo de PARP3, apesar
de n&do demonstrar variacdo significativa entre os grupos (Fig. 12 — a, b)
(respectivamente, p=0,290 e p=0,521).

5.4.2 Coorte TCGA

Nesta coorte foi observado uma variacao significativa no que diz respeito
aos diferentes grupos citogenéticos ao diagnéstico (p=0,000) (Figura 12 — c, d),
todavia, diferentemente do gene PARP2, este apresentou aumento do nivel de
expressao entre os pacientes com cariétipo normal, isto €, a maior parte dos
mesmos, cerca de 74% tiveram maior nivel de expressdo (Tabela 9). Outro
ponto importante a se observar € o fato de que todos os pacientes com t(15;17)

(PML-RAR) apresentaram baixos niveis de expressao (Tabela 9).

Da mesma forma, pacientes agrupados no grupo de risco intermediario
apresentaram maiores niveis de expressdo (Figura 12 - c¢, Tabela 9),

corroborando com o achado informado acima.

Referente a classificacdo FAB, assim como demonstrado para o gene
PARP2, o grau de expressao de PARP3 demonstrou variar entre os diferentes
grupos nesta coorte (p=0,000) (Tabela 9).

5.4.3 Coorte GSE

Como observado nas demais coortes, pacientes com risco intermediario
e cariotipo normal apresentaram maiores niveis de expressédo (tabela 9). No
qual, tais niveis demonstram-se variar entre os grupos de classificacdo de

(p=<0,001 e p=<0,001, respectivamente) (Fig. 12 —d, e).
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Figura 12 - Expresséo relativa de PARP3 entre as categorias de risco citogenéticos e os
principais grupos citogenéticos ao diagndstico. (a, b) - Niveis de expressdo do gene PARP3 de
acordo com as categorias de risco citogenético do grupo Medical Research Council e principais

grupos citogenéticos ao diagnéstico, respectivamente, na coorte de Recife; (b, c) - Niveis de
expressdo do gene PARP3 de acordo com as categorias de risco citogenético propostas pelo
grupo European Leukemia Net e principais grupos citogenéticos ao diagnostico,
respectivamente, na coorte do TCGA,; (d, e) - Niveis de expressao do gene PARP3 de acordo
com as categorias de risco citogenético e principais grupos citogenéticos ao diagndstico,
respectivamente, na coorte do GSE; CC: cari6tipo complexo; CN: cariétipo normal.
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Tabela 9 - Expressé@o do PARP3 e sua rela¢@o com variaveis clinico-laboratoriais dos pacientes nas trés coortes; CC: cariotipo complexo/ CN: cariétipo

normal; a. Teste exato de Fisher/ b. Teste qui-quadrado.

Coorte Recife Coorte TCGA Coorte GSE
PARP3 PARP3 PARP3

Baixa Alta Valor Baixa Alta Valorp  Baixa Alta Valor p
expressdo  expressdo p expressdo  expressdo expressdo  expressdo

Subtipo FAB 0,385b 0,000b 0,000b
MO 2 (40%)  3(60%) 4 (25%) 12 (75%) 3 (50%) 3 (50%)
M1 1 (8%) 11 (92%) 13 (30%) 31 (70%) 21 (39%) 33 (61%)
M2 10 (35%) 19 (65%) 16 (42%) 22 (58%) 25 (48%) 27 (52%)
M3 0 (0%) 0 (0%) 16 (100%) 0 (0%) 16 (89%) 2 (11%)
M4 8 (38%) 13 (62%) 13 (38%) 21 (62%) 12 (30%) 28 (70%)
M5 3 (38%) 5 (62%) 0(0%) 18 (100%) 6 (12%) 46 (88%)
M6 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 2 (100%) 1 (33%) 2 (67%)

M7 0(0%)  0(0%)

0 (0%)

3 (100%)

0 (0%)

0 (0%)

Risco citogenético 0,235b 0,000b 0,000b
Favoravel 6 (60%) 4 (40%) 27 (84%) 5 (16%) 38 (66%) 20 (34%)
Intermediério 5 (28%) 13 (72%) 26 (26%) 75 (74%) 42 (29%) 104 (71%)
Desfavoravel 2 (33%) 4 (67%) 12 (32%) 25 (68%) 14 (40%) 21 (60%)

Fonte: O autor (2022).
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5.4.4 Expressao seu impacto no desfecho clinico dos pacientes LMA

5.4.4.1 Coorte Recife

N&o foi observada variagdo na sobrevida global entre os grupos de baixa
e alta expressao (p=0,478). Nesta coorte, o tempo médio de sobrevida foi de
18,72 meses (IC95%: 9,98-27,48) (Figura 13 - a).

Contudo, pacientes com baixos niveis de expressao demonstraram ter
uma diminuicdo na SLD (0,047) (Figura 13 - b).

5.4.4.2 Coorte TCGA

Possuindo tempo médio de sobrevida de 44,9 meses (IC95%: 37,2-
52,6), assim como ocorreu com PARP2, pacientes pertencentes ao grupo de
alta expressao (36,7 meses) apresentaram diminuicdo do tempo de sobrevida
comparados com o grupo de baixa expressao (54,7 meses) (p=0,003) (Figura
13-¢).

No que toca o tempo de SLD, a média foi de 43,1 meses (IC95%: 35,5-
50,7). Da mesma forma que foi observado na SG, o grupo de alto nivel de
expressdo apresentou uma diminuicdo significativa do tempo de SLD (34,6
meses) comparado ao de baixo nivel de expressdo (52 meses) (p=0,045)
(Figura 13 - c) diferentemente do achado na coorte anterior.

5.4.4.3 Coorte GSE6891

A média de tempo de sobrevida global da coorte do GSE foi de 81,4
meses (IC95%: 69,3-93,5). Concordando com os achados da coorte do TCGA,
pacientes que apresentaram altos niveis de expressao de PARP3
demonstraram uma diminui¢do significativa na sobrevida global (63,9 meses)
comparados a um maior tempo de sobrevida do grupo de baixa expressao
(91,4 meses) (p=0,001) (Figura 13 - e).
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Figura 13 - Andlise de sobrevida global (SG) e sobrevida livre de doenca (SLD) dos pacientes
das coortes de Recife (a, b); TCGA (c, d); GSE (e), referentes ao gene PARP3.
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6 DISCUSSAO

Apesar de ser a analise citogenética uma das principais ferramentas de
estratificacdo de risco e estabelecimento de prognéstico de pacientes com
LMA, na coorte Recife, apenas 43,2% dos pacientes tiveram seu risco
citogenético determinado, o0 que demonstra um cenario alarmante, uma vez
que limita de forma significativa a definicAo de uma abordagem terapéutica
considerada melhor adaptada para cada risco.

Dos pacientes que tiveram seus perfis citogenéticos determinados, a
maior parte era pertencente ao grupo de risco intermediario. Este resultado
esta de acordo com os achados da coorte do TCGA e do GSE, assim como, de
diversos outros trabalhos que demonstraram que o grupo de risco intermediario
tem a maior frequéncia entre os pacientes, seguido do grupo de risco favoravel
e, entdo, o grupo de risco desfavoravel (MROZEK et al., 2012; GRIMWADE et
al., 2010; APPELBAUM et al., 2006). Ademais, 49% da coorte Recife fazem
parte ao grupo com cariétipo normal, assim como, 46% da coorte do TCGA e
42% do GSE. Tais valores estdo alinhados com dados da literatura que
demonstram que cerca da metade dos pacientes com LMA apresentam CN
(WELCH et al. 2012; GRIMWADE et al., 2010). Da mesma forma, esses
achados reforcam a necessidade de maiores buscas de marcadores de

prognostico a fim da obtencdo de uma melhor estratificacéo de risco.

Em nosso estudo, evidenciamos que pacientes do grupo de risco
desfavoravel apresentaram maiores niveis de expressdo na coorte Recife e
TCGA, diferentemente da GSE. Do mesmo modo, a maior parte dos pacientes
com CC apresentou niveis elevados de expressdo de PARP1 em ambas as

coortes. Grupo, o qual, apresenta piores respostas ao tratamento.

Os resultados supracitados estdo de acordo com os achados por
Pashaiefar e colaborados, nos quais pacientes com CC apresentaram maiores
niveis de expressdo de PARP1, quando comparado com 0S outros grupos.
Ainda em seu trabalho, também foi demonstrado que a hiperexpressao de tal
gene fol associada a uma piora na sobrevida global dos pacientes com LMA,

do mesmo modo, uma pior sobrevida livre de doenca. De fato, em nosso
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trabalho, demonstramos uma associagdo entra a expressédo elevada de PARP1

e diminuicdo da sobrevida global nas coortes do TCGA e GSE.

A expressao de PARP1 também foi estudada em outras neoplasias
hematolégicas, como, por exemplo, o estudo de Kruk et al., no qual a sua
hiperxpressédo foi demonstrada estar relacionada a uma pior resposta ao
tratamento de criangas com leucemia linfocitica aguda. Semelhantemente,
niveis elevados de expressédo de PARP1 foram correlacionados com categorias
de maiores riscos de sindrome mielodisplasicas (DIAMANTOPOQULOS et al.,
2017).

Sendo assim, é possivel que a regulacdo positiva dos genes
relacionados ao reparo de dano ao DNA dupla fita, como PARP1, possa
fornecer as células cancerigenas mecanismos de escape da barreira
anticancer e, assim, induzir resisténcia a quimioterapia, acarretando em um

maior indice de morte da doenca.

Em relacdo a PARP2, assim como encontrado nas analises de
expressdo de PARP1, foi observado que nas coortes de Recife e TCGA,
diferentemente da GSE, pacientes do grupo de risco desfavoravel
apresentaram maiores niveis de expressdo. Outro ponto importante a ser
salientado é o fato de que nas 3 coortes, a maior parte dos pacientes com CC

demonstraram ter maiores niveis de expressao.

Todavia, ainda é bastante escassa a realiza¢do de estudos abordando a

expressdo de PARP2 em neoplasias hematoldgicas.

A observacdo de que os camundongos com delecdo dupla PARP2 sao
altamente sensiveis a radiacdo ionizante e a agentes alquilantes foi a primeira
indicacdo do envolvimento da PARP2 na estabilidade gendmica e um dos
anicos estudos investigando seu papel em células sanguineas. Os
camundongos com delecdo dupla de PARP2 exibiram anemia crénica nas
condicdes de estresse, além de um aumento da sensibilidade a radiacdo
ionizante (IR) e agentes alquilantes. De fato, sabe-se que a gravidade da
apoptose das células hematopoiéticas induzida em resposta A irradiacéo

durante a fase aguda e a capacidade das HSPCs (do inglés, Hematopoietic
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stem and progenitor cells) de substituir as células danificadas durante a fase de
recuperacdo, ditam a radiossensibilidade no compartimento hematopoiético
(FARRES et al.,, 2013). No mais, além da instabilidade genémica, alguns
autores, por exemplo, relacionam a atividade da PARP2 a outras
caracteristicas tumorais, como angiogénese, inflamacao, sinalizagédo celular,
entre outros (HANAHAN et al. 2011).

De fato, observamos que nas coortes do TCGA e GSE houve uma
diminuicdo significativa na sobrevida dos pacientes categorizados com alto
nivel de expressdo de PARP2, demonstrando um impacto negativo da
hiperexpresséo de tal gene nos pacientes com LMA das nossas coortes de
estudo. Este resultado, certamente, também corrobora com o fato de PARP2
ter sido encontrado mais expresso no grupo de risco desfavoravel, assim como,

entre os pacientes com cariétipo complexo.

No caso de gene PARP3, o déficit de estudos relatando seu impacto na

formacé&o de tumores é ainda mais escasso que PARP2.

De acordo com a literatura, a proteina PARP3 esté envolvida no reparo
de DNA por NHEJ em sua via classica. Ademais, foi relatado que a perda de
PARP3 leva a reducdo da eficiéncia da NHEJ, tornando as células mais
sensiveis a drogas antitumorais geradoras de quebra de dupla fita de DNA
(Beck et al.,, 2014). Tal evidéncia também pode demonstrar uma possivel
relacdo com a formacgéao de translocacgodes.

Apesar de ndo haver uma diferenca estatistica significativa entre os
grupos na coorte de Recife, é possivel observar que em todas as coortes, mais
de 70% dos pacientes do grupo de risco intermediario possuiram niveis mais
elevados da expressdo de PARP3. No mesmo sentindo, mais de 70% dos
pacientes nas trés coortes pertenciam ao grupo de CN. E notoria a
heterogeneidade de resposta a terapia neste grupo e, por isSso, esses
individuos possuem um diagnostico bastante variado. Nossos achados
demonstram uma possivel contribuicdo na busca de uma melhor estratificagéo

de risco dos mesmos.
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Outro ponto importante a ser frisado € o fato de que 100% dos pacientes
PML-RARA da coorte do TCGA apresentaram baixos niveis de expressdo de
PARP3, assim como 89% dos pacientes PML-RARA da coorte do GSE.

PML-RARA € uma oncoproteina de fusdo gerada a partir da t(15,17),
dando origem a um subtipo distinto de LMA tanto do ponto de vista genético,
quanto clinico, conhecida como Leucemia Promielocitica Aguda (LPA). Tal
proteina desempenha papel central na progressdo e tratamento da
enfermidade, por causar a inibicdo a diferenciacdo terminal das células, uma
vez que é capaz de recrutar complexos correpressores transcricionais a fim de
suprimir a expressdo génica. Tal subgrupo de LMA é considerado de risco
favoravel, uma vez que a utilizacdo do acido all-trans retindico (ATRA) desfaz o
bloqueio transcricional (VOISSET et al 2018; ESPOSITO et al, 2014).

Alguns estudos demonstram que LMA relacionadas a repressores de
transcricdo, como € o caso de PML-RARA, sdo altamente sensiveis a inibicdo
de PARP, em parte devido a sua expressao reprimida de genes associados a
recombinacdo homologa, assim como, a sua resposta comprometida a danos
de DNA (ESPOSITO et al, 2014).

Sendo assim, nossos achados demonstrando que niveis elevados de
expressdo de PARP3 impactaram em uma diminuicdo da sobrevida global em
individuos com LMA, ao passo que pacientes com PML-RARA apresentaram
baixos niveis de expressdo, sendo esse subgrupo considerado como risco
favoravel, corroboram com nossa hipétese de que o aumento da expressao de

PARP3 pode conferir um pior progndéstico aos pacientes com LMA.
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7 CONCLUSAO

Nosso estudo € um dos pioneiros a demonstrar o impacto negativo da
expressdo elevada dos genes PARP1, PARP2 e PARP3 em coortes de
pacientes com LMA. Pacientes com maiores niveis de expressao
apresentaramuma diminuicao significativa da sobrevida global, assim como,
0 nivel de expressdo de tais genes demonstrou variar entre 0os grupos de
prognosticos citogenéticos, estando mais elevado nos grupos de pior

prognastico.
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