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RESUMO

Considerando que o metabolismo celular pode variar entre os diferentes tipos de
leucemia mieloide aguda (LMA), o conteddo do DNA mitocondrial (mtDNAc) pode
representar uma Otima ferramenta para avaliar o perfil metabdlico (glicolitico ou
fosforilativo) de uma célula leucémica. Com isso, inicialmente, avaliamos in vitro o
impacto das variacdes fisiolégicas do mtDNAc em 43 amostras de células
mononucleares de pacientes com LMA frente ao tratamento com citarabina (100nM)
por 48h. Apds 48h de incubagéo, observamos como resultado uma correlagdo inversa
entre mtDNAc e taxa de apoptose (Coeficiente de Pearson: -0,75, 1C95%: -0,85 a -
0,58), identificando maior resisténcia a citarabina em células com alto contetdo de
MtDNA. Na sequéncia, depletamos o mtDNAc de 11 dessas 43 amostras com alto
MtDNAc por meio de RNA de interferéncia e comparamos de forma pareada a taxa
de apoptose induzida por citarabina. Ap6s 48h de cultura, blastos leucémicos
submetidos a deplecao do mtDNAc se tornaram mais sensiveis a a¢do da citarabina
(P<0,001). Finalmente, avaliamos o efeito desta deplecdo em linhagens celulares
leucémicas de metabolismos conhecidos (MV4-11, com metabolismo
preferencialmente fosforilativo; OCI-AML3, com metabolismo preferencialmente
glicolitico) frente a farmacos usados na pratica clinica (citarabina e venetoclax) e de
farmacos metabdlicos reposicionados (metformina e metotrexato). Apds deplecdo do
mtDNAc, houve um aumento da apoptose na linhagem OCI-AML3 quando desafiada
com altas doses de venetoclax e metformina, enquanto que a linhagem MV4-11 se
tornou mais sensivel ao tratamento com todas as drogas. Logo, conclui-se que
deplecdo do mtDNAc demonstrou uma relacéo direta com uma resposta aprimorada
a subgrupos especificos de farmacos usados no tratamento da LMA, especialmente
para linhagens com metabolismo preferencialmente fosforilativo.

Palavras-chave: LMA, mtDNA, tratamento, glicolise, fosforilacdo oxidativa.



ABSTRACT

Considering that cellular metabolism can vary among different types of acute myeloid
leukemia (AML), mitochondrial DNA content (mtDNAc) may represent an excellent tool
to assess the metabolic profile (glycolytic or oxidative phosphorylation) of leukemic
cells. Thus, initially, we evaluated in vitro the impact of physiological variations of
MtDNAc in 43 samples of mononuclear cells from AML patients treated with cytarabine
(100nM) for 48h. After 48h of incubation, we observed an inverse correlation between
mtDNAc and apoptosis rate as a result (Pearson’s coefficient: -0.75, 95% CI: -0.85 to
-0.58), identifying higher resistance to cytarabine in cells with high mtDNA content.
Subsequently, we depleted mtDNAc from 11 of these 43 samples with high mtDNA
content using shRNA and compared the apoptotic rate induced by cytarabine in a
paired manner. After 48h of culture, leukemic blasts subjected to mtDNAc depletion
became more sensitive to the action of cytarabine (P<0.001). Finally, we evaluated the
effect of this depletion on leukemic cell lines with known metabolic profiles (MV4-11,
with predominantly oxidative phosphorylation metabolism; OCI-AML3, with
predominantly glycolytic metabolism) in response to drugs used in clinical practice
(cytarabine and venetoclax) and repositioned metabolic drugs (metformin and
methotrexate). After mtDNAc depletion, there was an increase in apoptosis in the OCI-
AML3 lineage when challenged with high doses of venetoclax and metformin, while
the MV4-11 lineage became more sensitive to treatment with all drugs. Therefore, it is
cloncluded that mtDNAc depletion demonstrated a direct relationship with an
enhanced response to specific subgroups of drugs used in the treatment of AML,
especially for lineages with predominantly oxidative phosphorylation metabolism.

Keywords: AML, mtDNA, treatment, glycolysis, oxidative phosphorylation.
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1 INTRODUCAO

A producéo de células sanguineas, que compreende sua formacao, desenvolvimento
e diferenciacdo, constitui um processo fundamental conhecido como hematopoese.
Este intricado mecanismo ocorre exclusivamente na medula 6ssea de individuos
adultos saudaveis, onde as células tronco hematopoéticas (CTH) desempenham um
papel central. Com o avancar natural do envelhecimento, as CTHs podem sofrer
mutacdes somaticas, dando origem a uma subpopulacdo geneticamente distinta de
células sanguineas. Em situagcbes em que novas mutacbes surgem, had uma
propensdo a expansao clonal e a transformacdo leucémica (Uddin et al. 2021;

Pelcovits and Niroula 2020).

A leucemia mieloide aguda (LMA), devido a diversidade de possibilidades
genéticas capazes de desencadear sua transformacao, é caracterizada como uma
doenca heterogénea de carater clonal que afeta os precursores hematopoéticos.
Essas alteracbes impedem que tais células respondam adequadamente a estimulos
de diferenciacdo e apoptose, a0 mesmo tempo em que apresentam uma proliferacao

independente (Pelcovits and Niroula 2020).

Assim como na hematopoese normal, a LMA tem como elemento fundador a
célula tronco leucémica (CTL), responsavel pelo estabelecimento e manutencao do
bulk leucémico (massa tumoral). Esta massa é composta principalmente por células
imaturas que infiltram a medula O0ssea, 6rgdos e tecidos, causando 0s principais
sintomas clinicos nos pacientes (Saultz and Garzon 2016; Uddin et al. 2021). Dessa
forma, diferencas nos estados transcricionais e epigenéticos, juntamente com a

influéncia do microambiente da medula 6ssea, podem levar a caracteristicas
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moleculares distintas entre a CTL e o bulk leucémico, impactando diretamente no

metabolismo celular (Gronningsaeter et al. 2020).

Ao discutir metabolismo energético, o fenbmeno de Warburg, descrito ha um
século, destaca a capacidade das células tumorais de realizar glicolise anaerdbica,
mesmo em condi¢cdes de oxigénio normais, contribuindo para a producéo rapida de
energia e intermediarios necessarios para a proliferacéo celular descontrolada (Potter
et al. 2016). Na LMA, a heterogeneidade metabdlica € evidenciada pelos diferentes
perfis de metabolismo, seja pela via da fosforilacado oxidativa (do inglés, OXPHOS) ou
pela glicdlise, apresentados por diferentes subtipos de células leucémicas

(Gronningsaeter et al. 2020; Raffel et al. 2020).

Por outro lado, o metabolismo OXPHOS, uma via metabdlica que ocorre nas
mitocondrias, é caracterizado pela producao eficiente de energia em forma de ATP
através da oxidacdo de substratos, como acidos graxos e piruvato. Estudos como o
de Mishra e Chan indicam que um subconjunto de células leucémicas na LMA pode
depender predominantemente do metabolismo OXPHOS. Esse grupo de células pode
apresentar caracteristicas especificas, como aumento da biogénese mitocondrial e

diminuicdo da capacidade de reserva (Mishra and Chan, 2016).

A dependéncia de OXPHOS esta intrinsicamente ligada a manipulacdo do
DNA mitocondrial (mtDNA), um genoma circular de fita dupla localizado nas
mitocondrias, que desempenha papel crucial na funcdo mitocondrial. A perda de
integridade do mtDNA pode resultar em complexos respiratorios disfuncionais,

afetando adversamente a producédo de ATP (Yan et al. 2019).

A variacao no conteudo de mtDNA (mtDNACc) pode ser uma ferramenta valiosa
para identificar abordagens terapéuticas especificas na LMA. Isso porgque pacientes

com um alto mtDNAc frequentemente apresentam um progndéstico desfavoravel,
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sendo a mutacdo FLT3-ITD uma caracteristica associada a um subconjunto distinto
de células leucémicas com caracteristicas Unicas na biologia mitocondrial como
observado por Erdem e colaboradores (Erdem et al., 2022). No entanto, em alguns
casos de LMA, a deplecdo de mtDNA pode nédo afetar a viabilidade celular, podendo
indicar a capacidade de reprogramar o metabolismo para uma via glicolitica (Yehudai

et al. 2019).

Diante desse cenario, o trabalho visa avaliar o impacto das variacdes no
MtDNAc em células leucémicas frente ao tratamento com drogas indutoras de

apoptose, observando a resposta a terapia em grupos celulares distintos.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 HEMATOPOESE

A hematopoese é definida como um processo dinamico e vital responsavel pela
formacdo dos componentes sanguineos —eritrocitos, leucoécitos e plaguetas- em um
individuo, gerando aproximadamente 2 milhdes de células novas a cada segundo
(MacLean et al. 2017). Para que esse intrincado sistema funcione de maneira eficaz,
€ crucial a atuacdo de uma célula inicial com capacidade de se diferenciar em qualquer
linhagem sanguinea do tecido hematopoético (Eaves 2015).

Nesse contexto, as células tronco hematopoéticas (CTHs) séo células raras
gue se destacam por sua caracteristica fundamental de gerar uma ampla variedade
de linhagens distintas, preservando a capacidade de produzir progenitores
hematopoéticos multipotentes, desempenhando um papel crucial na manutencao da
homeostase e no processo de reparo tecidual. Esse fenbmeno € conhecido como
autorrenovacdo ou divisdo mitética assimétrica (Figura 1) (MacLean et al. 2017

Hurwitz et al. 2020).
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Figura 1 - Modelo simplificado hierarquico da hematopoese.

A hematopoese definitiva em um individuo adulto ocorre na medula éssea, representando um processo
essencial para a formacdo das células sanguineas. No apice da hierarquia estdo as células tronco
hematopoéticas (CTHSs), que possuem a singular capacidade de autorrenovacéo e de diferenciagdo em
diversas linhagens celulares, sendo a principal fonte para produgdo de outras células. As CTHSs, por
sua vez, diferenciam em células progenitoras mais especializadas, mantendo a habilidade de gerar
células de uma linhagem especifica. Esses progenitores se comprometem com uma direcdo de
desenvolvimento, seguindo as linhagens mieloide e linfoide. O braco mieloide origina uma variedade
de células, como granuldcitos (neutréfilos, eosindfilos e baséfilos), monécitos, megacaridcitos e
eritrécitos. O braco linfoide da origem aos linfocitos, fundamentais para a resposta imunolégica. Embora
esse modelo hierarquico ofereca uma visédo simplificada, a hematopoese é um processo notavelmente
complexo em relagdo ao comprometimento de linhagem, sendo regulado por fatores de crescimento,
citocinas e interacdes celulares no microambiente da medula dssea. Qualquer desregulacdo nesse
processo delicado pode resultar em distarbios hematolégicos.
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Fonte: Adaptado de Weeks and Ebert, 2023

Por algum tempo, acreditou-se que as células tronco hematopoéticas (CTHS)
agiam de forma autbnoma, autorregulando seu comportamento. No entanto,
compreende-se agora que a heterogeneidade dentro do compartimento progenitor e
tronco é influenciada por uma variedade de fatores, tanto extrinsecos quanto

intrinsecos (Haas et al. 2018; Wejits et al. 2021).
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Um exemplo € que, para ajustar seu comportamento as necessidades do
organismo, as CTHs dependem de sinais externos provenientes do microambiente ou
nicho celular. Esse ambiente altamente especializado é constituido por células
estromais, osteoclastos, osteoblastos, células endoteliais, matriz extracelular, entre
outros, que interagem de maneira complexa para criar condi¢cbes ideais para a
producao equilibrada de células sanguineas na medula 6ssea (Rowe et al. 2016).

Efeitos especificos no microambiente impactam na autorrenovacao,
diferenciacdo ou quiescéncia da CTH, gracas a capacidade do nicho medular de
regular a liberacdo de fatores de crescimento, citocinas e nutrientes. Além disso,
fatores intrinsecos, como vias de sinalizacdo, fatores de transcricdo e fatores
epigenéticos também sdo cruciais para controlar o tempo das CTHSs e o fenétipo dos
progenitores (Weijts et al. 2021, Wallace and Obeng, 2023).

Dessa forma, as CTHs quiescentes, que residem nesse microambiente, sdo
protegidas e exibem baixa atividade, mantendo a capacidade de autorrenovagao
(Nakamura-Ishizu et al. 2020). Contudo, a transi¢cao da quiescéncia para a expansao
celular requer alterac¢des drasticas e ativacdo dos fatores mencionados acima. Logo,
fica evidente que os mecanismos que mantém o equilibrio entre autorrenovacgéo e a
diferenciacdo sdo criticos para evitar a exaustdo do pool de células-tronco e o
desenvolvimento de neoplasias hematoldgicas (Zhang et al. 2021; Belyavsky et al.
2021).

Portanto, o disturbio no equilibrio homeostatico de reguladores transcricionais
da hematopoese é uma das caracteristicas principais das neoplasias hematolégicas.
Isso ocorre devido a exposicdo constante das células ao estresse e também ao
processo de envelhecimento, resultando em danos ao DNA e no acumulo de

mutacOes somaticas durante o processo de diferenciacdo. Essas mutacOes afetam
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genes envolvidos no ciclo celular, sinalizacdo celular ou fatores de transcricdo
(Pelcovits and Niroula 2020; Uddin et al. 2021).

Algumas dessas mutacdes possibilitam o surgimento de uma subpopulacéo
geneticamente distinta com vantagem seletiva, conhecida como hematopoese clonal
(Figura 2). Quando novas mutacOes afetam essas populacbes que possuem
alteracdes iniciais, pertubando a diferenciacdo e proliferacdo celular, pode-se

desenvolver a leucemia (Asada and Kitamura, 2021).

Figura 2 - Aquisicdo de muta¢des somaticas desencadeia um processo conhecido como
hematopoese clonal.

A medida que envelhecemos, muta¢es somaticas podem surgir, levando a formacédo de uma
subpopulagdo celular com caracteristicas genéticas Unicas, conferindo-lhe superioridade seletiva em
relagdo aos clones convencionais da hematopoese, em um fenémeno denominado hematopoese
clonal. Adaptado de Luo et al. 2023.

|

Aquisi¢io de mutagdes somaticas e
surgimento de subpopulagéo
Hematopoese normal geneticamente distinta Hematopoese clonal

Fonte: Adaptado de Luo et al., 2023
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Assim, a leucemia ndo € uma mera consequéncia de efeitos transcricionais nao
especificos, mas sim o resultado final de ataques em pontos vulneraveis no processo

da hematopoese (Orkin and Zon, 2008).

2.2 LEUCEMIA MIELOIDE AGUDA (LMA)

A leucemia mieloide aguda (LMA) é caracterizada como um grupo heterogéneo
de doencas clonais que afetam os precursores hematopoéticos, tornando-os
incapazes de sofrer diferenciacao terminal e de responder aos reguladores naturais
de proliferacdo e morte celular (Figura 3). Esse comprometimento da hematopoese
resulta na faléncia da medula éssea (Saultz and Garzon 2016; Pelcovits and Niroula

2020).

Figura 3 - Processo de transformacéo leucémica simplificado.

Células que apresentam mutagfes somaticas iniciais com vantagem seletiva podem
sofrer novas mutacdes. Isso resulta na expanséo clonal, conduzindo a transformacao
leucémica. Diferentes clones sdo gerados devido a mutacdes adicionais, resultando em
uma notavel variedade clonal. Essa variedade é responsavel por caracterizar a leucemia
mieloide aguda (LMA) como um conjunto de doencgas heterogéneas, definidas pela
incapacidade dos progenitores leucémicos de responder a estimulos de diferenciacédo
celular e de apresentarem prolifera¢@o independente.
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Assim como na hematopoese normal (que possui a CTH como elemento
fundamental), a LMA também apresenta um elemento fundador: a célula tronco
leucémica (CTL). A CTL é responsavel pelo estabelecimento da doenca e manutencgao
do bulk leucémico (massa tumoral). E essa massa, denominada de blastos, que
constitui a fracdo predominante de células responsaveis pela infiltracdo da medula
0ssea, 0rgaos e tecidos, além de causar os principais sintomas clinicos dos pacientes

(Figura 4) (Uddin et al. 2021).

Figura 4 - Estabelecimento e manutenc¢ao do bulk leucémico.

A célula tronco leucémica (CTL) é considerada a fundadora da LMA, apresentando propriedades de
célula-tronco, como autorenovagdo e quiescéncia. A CTL tem a capacidade de gerar progenitores
leucémicos e manter o bulk leucémico (massa tumoral), constituido pelos blastos. Essas células
diferenciadas da LMA ndo possuem capacidade de autorenovacdo, mas afetam a biologia do tumor
através dos efeitos patolégicos. Logo, os blastos podem ser visualizados através da microscopia, sendo
responsavel pelo diagnostico inicial da doenga e também pelos sintomas clinicos visualizados nos
pacientes.

Progenitores
leucémicos

Bloqueio na
diferenciagao

! @
® ‘. \“V 4

leucémicos

Células tronco
leucémica
(CTL)

Fonte: Adaptado de Rdllig, 2019; Long et al. 2022

A infiltracdo na medula 0ssea por blastos leucémicos é acompanhada por,
guase invariavelmente resulta em anemia e trombocitopenia, devido a substituicdo do

tecido hematopoético pelo tecido leucémico. No exame fisico, podem ser observados
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sinais como palidez, aumento dos linfonodos e hepatoesplenomegalia devido a

infiltracdo de células blasticas (Estey et al. 2017; Lieveld, 2015).

2.2.1 FISIOPATOLOGIA E CLASSIFICAGAO

A maioria dos casos de LMA surge de novo, sem perturbacao clinica primaria
evidente. Para compreender o processo de leucemogénese, avangos na gendmica,
desde a citogenética até o sequenciamento de nova geracao, tém proporcionado uma
compreensao aprofundada da fisiopatologia da LMA (Pasquer et al. 2021).

As primeiras anormalidades genéticas foram identificadas por meio da
citogenética convencional, que analisa a estrutura e o nimero de cromossomos,
permitindo a deteccéo de translocacdes (t) cromossomicas (Bendari et al. 2020).
Essas translocacfes originam fusdes no ponto de quebra dos cromossomos, unindo
dois componentes, sendo um geralmente um fator de transcri¢cdo/regulador, e o outro
com funcdo mais diversificada, frequentemente associada ao controle da sobrevida
celular e apoptose (Prada-Arismendy; Arroyave; Roéthlisberger, 2017; Bendari et al.
2020).

Os éxons dos genes envolvidos séo justapostos, formando um Unico gene de
fusdo, o que resulta na producdo de uma proteina hibrida. Esta proteina exibe
caracteristicas Unicas e funcfes aberrantes, que levam a desregulacdo da transcricao
génica, por meio do recrutamento de fatores, co-ativadores ou co-repressores. Esses
elementos, por sua vez, atuam ativando ou inibindo a transcri¢cdo, interferindo na
diferenciacao mieloide (Spiekermann and Shen, 2018).

Nesse contexto, anormalidades citogenéticas sdo frequentes na LMA, tais
como a t(8;21), t(15;17), inv(16), trissomia do cromossomo 8 e delecao total ou parcial
dos cromossomos 5 e 7. A familia de genes CBF, caracterizada pela t(8;21) e inv(16),

origina as fusbes génicas RUNX1::RUNX1T1 e CBFB::MYHL11, respectivamente,



24

correspondendo a cerca de 15-20% dos casos de LMA de novo em adultos jovens
(Dohner et al. 2017; Nunes et al. 2019). J4 a t(15;17) culmina na formacéo da proteina
de fusdo PML::RARA, frequentemente vinculada a um subtipo especifico de LMA
denominado Leucemia Promielocitica Aguda (LPA) (Deshpande et al. 2019).

Estudos anteriores sugeriram uma longa fase pré-leucémica, indicando que a
expressdo das proteinas de fusdo s6 ndo é suficiente para o desenvolvimento da
leucemia, sendo necessario outros eventos mutagénicos (Shlush et al. 2014). Esse
estado pré-leucémico esta diretamente associado a hematopoese clonal mencionada
anteriormente, onde células-tronco ou progenitoras adquirem mutacdes somaticas,
mantendo a capacidade de diferenciacéo (Kantarjian et al. 2021; Pasquer et al. 2021).

Muitas mutacfes sdo observadas na hematopoese clonal, sendo as mais
frequentes afetando os reguladores epigenéticos DNMT3A, ASXL1 e TET2 (Figura 5).
(Pasquer et al. 2021) A regulacdo epigenética desempenha papel critico na
hematopoese, modulando a transcricdo e expressdo génica sem alterar o cédigo
genético, com mutacdes em genes relacionados a metilacdo do DNA sendo comuns

(Di Nardo and Cortes 2016; Deshpande et al. 2019).
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Figura 5 - Evolucéo clonal da LMA.

Um exemplo de uma evolucdo clonal a partir de um estado pré-leucémico. A CTH sofre mutagGes
somaticas, muitas vezes associado a reguladores epigenéticos. Essas células mantém a capacidade
de diferenciacdo, mantendo a hematopoese normal. A partir do momento em que novas mutacfes
afetam esses clones, da-se o diagnodstico da LMA. Essa diversidade clonal é responsavel pela
dificuldade no tratamento, acarretando muitas vezes na recaida do paciente.
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Fonte: Adaptado de Pasquer et al. 2021

Durante muito tempo, a transformacéo leucémica foi fundamentada no modelo
“two-hit”, que associava mutagdes de classe |, conferindo propriedades de proliferacéo
independentes, e mutacdes de classe Il, responsaveis pelo bloqueio na diferenciagéo
hematopoética (Greenblatt and Nimer, 2014). Este modelo ganhou suporte com a
descoberta de mutagbes altamente recorrentes nas vias de sinalizacdo de quinases,
como FLT3 (principalmente duplicacbes internas tandem (ITD)) e JAK2, e
translocacdes balanceadas envolvendo fatores de transcricdo que definem linhagens

(Lindsley and Ebert, 2013; De Kouchkovsky and Abdul-Hay, 2016).
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No entanto, diversas outras mutacdes foram identificadas na LMA, como nos
genes TP53, N/K-RAS, MLL, WT1 e KIT. Posteriormente, foram relatadas mutagcdes
no gene CEBPA e muta¢des no gene NPM1, responsavel pela mislocacéo da proteina
NPM1. O avanco tecnoldgico resultou na invencdo da hibridizacdo gendmica
comparativa (CGH), possibilitando a identificacdo de aberracfes no numero de copias
do genoma, como duplicacdes e delecdes, levando a descoberta de mutacdes no
gene EZH2 (Kantarjian et al. 2021).

Essa extensa heterogeneidade molecular foi evidenciada principalmente com o
advento de novas técnicas de sequenciamento como 0 sequenciamento de nova
geracgdao (do inglés NGS), tornando o modelo “two-hit” obsoleto. Atualmente, constata-
se que haja aproximadamente 17 mutacdes em células leucémicas, das quais foi
possivel identificar mutacdes drivers, responsaveis pelo desenvolvimento do fenétipo
leucémico, e eventos secundarios, destacando a intricada rede de eventos envolvidos
na leucemogénese (figura 6) (Boddu et al. 2018).

Foi possivel observar entdo que algumas alteracbes genbmicas sao
compartilhadas pelo tumor no geral, mas nem todas as células apresentam perfis
citogenéticos e genémicos idénticos (Peroni et al. 2023). Em estudos como o de Van
Galen et al. 2019 e Potter et al. 2019 foi utilizada a tecnologia de analise de célula
Unica (do inglés, single-cell) através do sequenciamento de RNA para decifrar a

heterogeneidade clonal presente intra e inter-paciente.
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Figura 6- Categorias funcionais dos genes mutados na LMA.

Os genes de fusdo desempenham um papel crucial ao bloquear a diferenciacdo celular,
destacando-se os bem conhecidos PML::RARA, MYH11::CBFB e RUNX1::RUNX1T1 associados
as translocagfes t(15;17), inv(16) e t(8;21), respectivamente. Anormalidades nos genes do
spliceossomo resultam na sintese de novos pré-mRNAs, como observado nos genes SF3B1,
SRSF2 e U2AF1. MutacBes em NPM1 sdo responsaveis pela sintese da proteina nucleolar de
chaperonas. Fatores de transcricdo mieloides, como CEPA e RUNX1, desempenham um papel
crucial nos processos de diferenciacdo celular. Genes supressores de tumor, como TP53, tém
associacdo direta com diversos tipos de cancer, contribuindo para um progndéstico negativo em
pacientes com LMA. O gene FLT3, relacionado a transducao de sinal, esta diretamente associado
a cascata de proliferacdo celular. Modificagdes epigenéticas, como alteracbes em genes
modificadores de cromatina e DNA, também desempenham um papel crucial no estado de
hematopoese clonal, incluindo exemplos como DNMT3A, TET2, IDH1 e ASXL1.
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Essas analises revelaram uma notavel diversidade de células na LMA,
indicando a influéncia significativa do gendtipo na determinacdo da composicao
celular e da hierarquia tumoral. Cada célula exibe uma composi¢do celular Unica,
caracterizada por programas de diferenciacdo e hierarquias especificas. Além disso,

foram identificadas a arquitetura clonal e uma ordem preferencial de mutacéo,
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reforcando a ideia de complexidade subclonal (Van Galen et al. 2019; Potter et al.
2019).

Logo, devido a heterogeneidade observada na LMA, tornou-se necessario a
estratificacdo da doenca de acordo com seu perfil mutacional. O grupo Franco-
Americano-Britanico (FAB) estabeleceu, em 1976, a primeira classificacdo da LMA de
acordo com os aspectos citomorfologicos do clone leucémico: a classificacdo FAB.
Essa foi a principal categorizacdo da doenca durante 25 anos, sofrendo atualizacdes
nos anos 1985 e 1991 (Vigil and Miranda, 2019).

A FAB estratifica a LMA em 8 grupos distintos, os chamados MO até M7, de
acordo com os achados morfolégicos, citoquimicos e imunofenotipicos. A
classificagdo FAB forneceu uma terminologia comum uatil, mas foi limitada em
significado biologico, progndéstico e terapéutico, sendo substituida logo apos as
descobertas citogenéticas e moleculares (Kansal, 2016). Entdo, em 2001, a
Organizacdo Mundial da Saude (OMS) desenvolveu uma classificacdo que introduziu
correlagdes progndsticas importantes. A abordagem de classificagdo da OMS difere
de outras pelo fato de atingir um consenso, incorporando informacdes genéticas
atraves do algoritmo de diagndstico (Arber, 2019).

Seguindo o mesmo padréo, foi implementada uma nova classificagdo da OMS
em 2008. Essa estratificacédo representou a revisdo da terceira edicdo publicada em
2001, ao qual incluiu abordagens integradas da classificacdo de tumores
hematopoiéticos incluindo morfologia, imunofenotipagem, genética e informacgdes
clinicas. A atualizacao incluiu novas alteracdes de interesse, expandindo o numero de
entidades com translocacdes cromossémicas recorrentes e incluiu duas entidades
provisOrias caracterizadas por mutacdes genéticas: LMA com NPM1

citoplasmatico/mutado e LMA com muta¢cdes CEBPA ( Estey et al. 2017).
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Em 2016, apos oito anos de informacdes e experiéncias novas que vieram da
comunidade cientifica através de estudos cientificos e clinicos, a nova edicdo da
classificacdo da OMS foi publicada. Essa revisdo incorpora novos dados moleculares
primarios a analise de expressao génica e do sequenciamento de segunda geracéo
(Leonard; Martin; Roboz, 2017).

Algumas mudancas especificas foram realizadas como a adi¢ao da “LMA com
BCR::ABL1”, afim de guiar a terapia desses pacientes com um inibidor de tirosina
quinase, “LMA com mutagdo RUNX1” associada a caracteristicas clinico-patoldgicas
distintas e resultados inferiores, e além disso, LMA com NPM1 mutado e LMA com
mutacoes bialélicas do CEBPA tornaram-se entidades completas, tendo a Gltima um
desfecho favoravel (Dohner et al. 2017; Weinberg et al. 2017; Arber, 2019).

Os estudos gendmicos recentes sobre neoplasias hematoldgicas representam
um avanco significativo, contribuindo para uma compreensdo aprofundada dessas
doencas e identificando grupos moleculares distintos. Nesse contexto, em 2022, foi
publicada a quinta edicdo da classificacdo da OMS para neoplasias mieloides.
Paralelamente, um grupo de hematologistas e especialistas clinicos, que estiveram
envolvidos nas edi¢des anteriores da OMS, desenvolveu uma outra classificagdo. Esta
nova abordagem concentra-se na integracdo de dados clinicos, moleculares e
citogenéticos, resultando na classificagdo do consenso internacional de 2022 (ICC,
2022) (Arber et al. 2022).

A ICC 2022 destaca o reconhecimento da LMA com TP53 mutado como
entidade separada no grupo de neoplasias mieloides com TP53 mutado, ampliando
ainda categorias da OMS para incluir anormalidades genéticas adicionais recorrentes
(Tabela 1) (Arber et al. 2022). Notaveis mudancas na classificagdo da OMS 2022

envolvem a eliminacao do termo “LMA nao especificada” e a retirada do requisito de
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20% de blastos para tipos de LMA com anormalidades genéticas definidas. Essa
modificacdo requer correlacdo entre achados morfologicos e estudos genéticos para
assegurar a ligacao direta da anormalidade a patologia (Khoury et al. 2022).
Na classificacdo OMS 2022, tipos especificos de LMA, como aqueles com
BCR::ABL1 e mutacdo CEBPa, exigem pelo menos 20% de blastos no diagnostico.
Ao mesmo tempo, trés tipos distintos de LMA com rearranjos envolvendo KMT2A,
MECOM e NUP98 foram reconhecidos. Além disso, LMA definida por muta¢cdes, como
LMA com NPM1 e LMA com CEBPA, pode ser diagnosticada independentemente da
contagem de blastos (Khoury et al. 2022).
De maneira geral, as maiores mudancas para a quinta edicdo da OMS e o
consenso 2022 (Tabela 1) foram:
1. Alteracdes no threshold de blastos, incluindo a expansdo de anormalidades
genéticas que agora podem ser diagnosticadas como LMA com um cutoff
de blastos de 10%;

2. Introducdo de um subtipo de classificacdo da LMA denominado
“translocacéo recorrente rara”;

3. A ampliacéo de definicdes baseadas em mutacdes (Lee et al. 2023)

Em sintese, a LMA evoluiu de ser considerada uma simples leucemia para uma
constelacdo heterogénea de subentidades com perfis moleculares, clinicos e
citogenéticos diversos. Essas caracteristicas beneficiam-se de terapias seletivas

individualizadas, resultando em progndésticos amplos (Kantarjian et al. 2021).
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Tabela 1 - Exemplo da classificacdo da LMA de acordo com o Consenso Internacional de 2022.
O ICC expandiu as categorias que podem diagnosticar LMA com menos do que 20% de blastos para

incluir anormalidades genéticas recorrentes.

Classificacdo da LMA com percentagem de blastos requeridas para
diagnostico

Leucemia promielocitica aguda (LPA) com t(15;17)(q24.1;921.2)/PML::RARA = 10%

LPA com outros rearranjos RARA* = 10%

LMA com t(8:21)(q22;G22.1)/RUNX1:RUNX1T1 = 10%
LMA com inv(16)(p13.1g22) ou t(16;16)(p13.1G22)/CBFB::MYH11 = 10%

LMA com t(9;11)(p21.3;923.3)/MLLT3::KMT2A = 10%
LMA com outros rearranjos KMT2A* =2 10%

LMA com 1(6;9)(q22.3:q34.1)/DEK::NUP214 = 10%
LMA com inv(3)(q21.3926.2) ou t(3;3)(q21.3;G26.2)/GATA2;MELCOM(EVI1) = 10%

LMA com outros rearranjos MECOM = 10%

LMA com outras translocagdes raras recorrentes = 10%

LMA com t(9;22)(q34.1;911.2)/BCR::ABL1 =2 20%
LMA com NPM1 mutado = 10%

LMA com mutacdo CEBPA in-frame bZIP = 10%
LMA e SMD/LMA com TP53 mutado 10-19% (SMD/LMA) e 220% (LMA)

LMA e SMD/LMA com mutagBes em genes relacionados a mielodisplasia 10-19%
(SMD/LMA) e > 20% (LMA)

Definida por mutagfes em ASZL1, BCOR, EZH2, RUNX1, SF3B1, SRSF2, STAG2,
U2AF1 OU ZRSR2

LMA com anormalidades citogenéticas relacionadas a mielodisplasia 10-19%
(SMD/LMA) e > 20% (LMA)

Definida por detectar um cariétipo complexo (= 3 anormalidades cromossomais
clonais ndo relacionadas na auséncia de outras anormalidades recorrentes),
anormalidades clonais del(5q/t5g/add(5q), -7/del(7q), +8, del(12p)/t(12p)/add(12p),
i(17q), -17/add(17p) ou del(17p)m del(20q), e/ou idic(X)(ql3)

LMA néo especificada (NOS) 10-19% (SMD/LMA) e = 20% (LMA)
Sarcoma mieloide

Fonte: Adaptado de Arber et al. 2022
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2.2.2 A ALTA HETEROGENEIDADE CELULAR ACARRETA EM HETEROGENEIDADE
METABOLICA

O metabolismo energético representa uma intricada rede de processos que
asseguram a producdo de energia conforme as exigéncias celulares, sofrendo
influéncia dos estagios de proliferacdo, diferenciacdo e quiescéncia celular. Esta
sucessdo de eventos culmina na sintese de adenosina trifosfato (ATP) por meio do
processo de respiracdo celular, compreendendo a glicdlise, ciclo do &cido
tricarboxilico (do inglés, TCA — tricarboxylic acid cycle) e fosforilagdo oxidativa (do
inglés, OXPHOS- oxidative phosphorylation) na mitocéndria (Judge and Dodd, 2020).
Essa orquestracdo metabdlica desempenha um papel fundamental na regulacéo do
crescimento e reproducdo celular, proporcionando 0s nutrientes necessarios para a
manutencao da homeostase (Cassim and Pouyssegur, 2020).

Na etapa inicial da glicélise, a glicose sofre uma sequéncia de transformacdes
culminando na formacdo do metabdlito final piruvato, gerando ao longo desse
processo duas moléculas de ATP. O piruvato, por sua vez, pode adentrar o ciclo do
acido tricarboxilico (TCA) localizado na mitocondria, intensificando a producao de
energia por meio da fosforilacdo mitocondrial. Em situacdes de hipoxia, por outro lado,
0 piruvato pode ser convertido a lactato por meio da glicélise anaerdbica (Herst et al.
2011). O ciclo do TCA, desempenhando um papel central na captacdo de carreadores
de elétrons, como o NADH e o FAH2, contribui significativamente para a cadeia
transportadora de elétrons na mitocondria (Giampazolias and Tait, 2016; Rashkovan
and Ferrando, 2019).

A fase final da respiragéo celular, OXPHOS, utiliza os carreadores gerados pelo
TCA para produzir quantidades significativas de ATP. Apesar de ser crucial para o

fornecimento de energia celular, OXPHOS também é responsavel pela geracdo de



33

espécies reativas de oxigénio (EROs), desencadeando assim o estresse oxidativo
(Mishra and Chan, 2016). Enquanto células normais mantém um equilibrio entre o
suprimento e a demanda metabdlica, células cancerigenas apresentam metabolismos
distintos, adaptando-se para crescimento e sobrevivéncia (figura 7) (Evans and
Neuman, 2016; Presti et al. 2021).

Assim, no cenario neoplasico, a reprogramacao metabodlica emerge como um
dos marcadores distintivos do cancer. Desbravado ha um século, o efeito Warburg
figura como uma das caracteristicas metabdlicas mais soélidas nos tumores malignos,
caracterizando a propensdo das células tumorais a metabolizarem glicélise
anaerobicamente, mesmo na presenca de oxigénio (Potter et al. 2016). Este processo,
embora resulte em baixa producdo de ATP, gera precursores anabolicos
(nucleotideos, aminoéacidos, lipideos) fundamentais para a tumorigénese. Além disso,
promove um crescimento tumoral acelerado, areas de hipdxia com baixos niveis de
glicose e elevadas concentracdes de lactato (Liberti and Locasale, 2016).

Contudo, mesmo diante da preferéncia pelo metabolismo glicolitico, algumas
células cancerigenas escolhem reprogramar sua rota metabdlica conforme as
exigéncias. Certos tumores solidos, a exemplo de melanomas, revelam assinaturas
metabdlicas mais vinculadas a respiracdo mitocondrial e fosforilacdo oxidativa
(OXPHOS), ao passo que outros, como adenocarcinomas de célon, tendem a se

inclinar para a glicolise (Bohn et al. 2018).
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Figura 7 - Metabolismo energético.

A glicose é a etapa inicial da respiracao celular, responsavel por gerar 2 moléculas de ATP e o produto
final piruvato. Nota-se que no decorrer da glicélise, metabdlitos intermediarios sao importantes para
outras vias, como a via da pentose fosfato (PPP) para biossintese de nucleotideos. Além disso, a
glicdlise reduz NAD+ a NADH. Os equivalentes redutores podem ser usados para reduzir o piruvato a
lactato através da LDH (lactato desidrogenase). O piruvato pode adentrar a mitocéndria através de um
carreador de piruvato mitocondrial e ser convertido a Acetil-CoA. A partir deste processo, o ciclo do
acido tricarboxilico se inicia, levando entdo a geragdo de metabdlitos como citrato, a-cetoglutarato (a-
KG), succinato e fumarato. O ciclo é também responsavel pela producéo de elétrons para a cadeia
transportadora, onde se inicia entdo a fosforilacdo oxidativa. O complexo | da cadeia transportadora
transfere elétrons aos outros complexos. A energia liberada € usada para criar um gradiente
eletroquimico membranar, usado para condensar ADP com fosfato inorganico através da ATP sintase.
Em adicéo a fosforilagao oxidativa, a mitocondria gera espécies reativas de oxigénio e controla os niveis
redox da célula, modulando o calcio citosélico e regulando a via intrinseca da apoptose. Alguns
inibidores conseguem atingir a via fosforilativa, sendo o venetoclax um farmaco importante para o
tratamento da LMA. H& também o 2,3-ddC, anélogo utilizado em fase de ensaios in vitro para a reducao
do DNA mitocondrial.
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Assim, no cenario neoplasico, a reprogramacao metabolica emerge como um
dos marcadores distintivos do cancer. Desbravado ha um século, o efeito Warburg
figura como uma das caracteristicas metabdlicas mais sdlidas nos tumores malignos,
caracterizando a propensdo das células tumorais a metabolizarem glicélise
anaerobicamente, mesmo na presenca de oxigénio (Potter et al. 2016). Este processo,
embora resulte em baixa producdo de ATP, gera precursores anabolicos
(nucleotideos, aminoéacidos, lipideos) fundamentais para a tumorigénese. Além disso,
promove um crescimento tumoral acelerado, areas de hipoxia com baixos niveis de
glicose e elevadas concentracdes de lactato (Liberti and Locasale, 2016).

Contudo, mesmo diante da preferéncia pelo metabolismo glicolitico, algumas
células cancerigenas escolhem reprogramar sua rota metabodlica conforme as
exigéncias. Certos tumores sélidos, a exemplo de melanomas, revelam assinaturas
metabdlicas mais vinculadas a respiragcdo mitocondrial e fosforilacdo oxidativa
(OXPHOS), ao passo que outros, como adenocarcinomas de célon, tendem a se
inclinar para a glicélise (Bohn et al. 2018).

Essa heterogeneidade também € observada na LMA, onde as diferencas nos
estados transcricionais e epigenéticos, além da influéncia do microambiente da
medula 6ssea, podem levar a caracteristicas moleculares distintas entre a célula
tronco leucémica (CTL) e o bulk leucémico, o que impacta diretamente no
metabolismo energético. Logo, observa-se uma notavel diversidade celular,
resultando em amplo espectro metabdlico, muitas vezes baseada nas anormalidades

genéticas presentes no clone leucémico (Gronningsaeter et al. 2020).

Essa variacdo nos programas metabdlicos normalmente resulta em um
aumento da atividade mitocondrial, acarretando em elevada biogénese mitocondrial,

reducd@o na capacidade de reserva adicional e maior dependéncia de OXPHOS em
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comparacao com células progenitoras hematopoéticas normais. Ao relacionar com
dados mutacionais do clone, em estudos como os de Erdem e colaboradores e de
Stuani e colaboradores, foram observados que mutacées em FLT3-ITD e IDH1/2, por
exemplo, levam ao aumento da massa mitocondrial e da atividade fosforilativa,

visando uma maior producao de energia (Stuani et al. 2021; Erdem et al. 2022).

Portanto, a diversidade metabdlica pode intensificar a agressividade da LMA,
conferindo as células a habilidade de sobreviver em meio a demandas metabolicas
elevadas (Gronnigsaeter et al. 2020). Esse processo pode impactar a eficacia do
tratamento da doenca, tornando-a desafiadora devido a heterogeneidade de clones
no paciente. Um exemplo, apresentado por Gastel et al. destaca que as células
leucémicas residuais durante o tratamento manifestam uma adaptacdo metabdlica
transitoria, resultando em resisténcia a quimioterapia (Gastel et al. 2020).

Sugere-se que a terapia induz uma transicdo para vias metabdlicas
alternativas, alimentando OXPHOS e resultando em resisténcia aos tratamentos
convencionais. Assim, o desenvolvimento de estratégias de tratamento que visam
essas vias torna-se crucial para erradicar populacdes refratarias de células
leucémicas (Mishra; Millman; Zhang, 2023).

A dependéncia de OXPHOS esta intrinsicamente relacionada a manipulacao
do DNA mitocondrial (mtDNA), um genoma circular de fita dupla localizado nas
mitocondrias, desempenhando um papel crucial na funcdo mitocondrial (Yan et al.
2019). Direcionar a biossintese do DNA mitocondrial (mtDNA) surge como uma
oportunidade terapéutica promissora para pacientes com LMA (P. Sharma and

Sampath, 2019).
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2.2.3 DNA MITOCONDRIAL
Células eucaridticas possuem dois genomas distintos: o0 DNA nuclear (nDNA)

e o DNA mitocondrial (mtDNA), localizado no interior das mitocdndrias. O mtDNA é
um genoma circular de fita dupla com 16,6 Kb (quilobases) que codifica 13 das 90
proteinas envolvidas na cadeia respiratoria mitocondrial (figura 8). Ao contrario do
NDNA, que se replica uma vez durante a divisdo celular, o mtDNA é continuamente
replicado de forma independente do ciclo celular. Em humanos, a polimerase gama
(POLG) codificada no nucleo é a Unica responséavel por essa replicacdo (Sharma,

Pasala, Prakash 2019; Yan et al. 2019).

Figura 8 - Estrutura do DNA mitocondrial e suas variantes.
O DNA mitocondrial codifica sete subunidades (ND1, ND2, ND3, ND4, ND4L, ND5 e ND6) das 45 que
comp&em o complexo |, uma subunidade (CYTB) das 13 do complexo Il e duas subunidades (ATP6 e
ATP8) das 18 do complexo V. E possivel observar algumas variantes. Estas apresentam critérios para
serem consideradas potencialmente patogénicas, sendo, além disso, raras na populagcdo, sem
recorréncia significativa.
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A perda de integridade do mtDNA resulta na disfuncdo dos complexos
respiratorios, impactando negativamente na producédo de ATP, uma vez que muitas
proteinas dos complexos da cadeia transportadora de elétrons sao codificadas pelo
MtDNA. Em tumores sélidos, onde o mtDNA foi principalmente estudado, foram
descritas duas principais alteracdes- a primeira refere-se a presenca de mutacées no
MtDNA e a segunda trata de alteracdes no conteudo do mtDNA (Kopinski et al. 2021).

Em uma publicacéo recente de Gorelick et al, foi evidenciado que muta¢cdes no
DNA mitocondrial (mtDNA) podem ocorrer com a mesma frequéncia observada no
DNA nuclear das células tumorais. A LMA destaca-se como o tumor com a menor
carga mutacional de mtDNA entre os diversos tipos de tumores avaliados (Gorelick et
al. 2021). Ao empregar a metodologia desses pesquisadores para investigar se
mutacbes no MtDNA na LMA podem antecipar resposta clinica, Martins e
colaboradores conduziram uma andlise que revelou a falta de associacdo entre
mutagbes no mtDNA e os desfechos clinicos. Essa concluséo foi obtida tanto ao
considerar as mutacdes de forma conjunta quanto ao avalia-las de maneira isolada
(Dados do grupo ainda nao publicados).

A segunda modificacdo refere-se ao conteddo do mtDNA. O equilibrio entre a
sintese e a degradacédo do mtDNA determina o nimero de cépias, variando de 102 a
10* copias em diferentes tipos celulares. Especificamente, disfuncdes na distribuicdo
do mtDNA foram associadas a varias doencas humanas, devido a conexao entre
alteracbes qualitativas e quantitativas do mtDNA e caracteristicas clinicas como
ataxia, baixa estatura, cardiomiopatia e mudancas metabdlicas (Foote et al. 2018). O
teor do mtDNA pode ser modulado conforme as condic¢des fisiologicas das células, o
que, por sua vez, repercute em alteracbes funcionais nas mitocéndrias, podendo

resultar no aumento ou diminuigdo das copias de mtDNA (Mi et al. 2015).
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O conteudo de mtDNA (mtDNACc) tem sido objeto de estudo em diversos tipos
de neoplasias. Tanto o aumento quanto a diminuicdo no numero de coOpias foram
previamente relatados como associados aos riscos de cancer. Por exemplo, a reducao
no mtDNACc foi observada no cancer gastrico em processo ulcerativo, correlacionando-
se com uma menor sobrevida (Correia et al. 2011; Guerra et al. 2017). Algumas
pesquisas justificam essa diminuicdo de mtDNA com a perda de funcéo da polimerase
gama (POLG), resultando em um aumento de espécies reativas devido a uma
diminuicao geral da funcdo mitocondrial. Esse cenario cria um ambiente propicio para
a aquisicdo de mutacdes. Por outro lado, outras pesquisas argumentam que o0
aumento no numero de copias ocorre devido ao aumento de danos no reparo do
MtDNA, resultando em uma maior formacéo de fragmentos de fita (Correia et al. 2011,
Guerra et al. 2017).

No contexto das neoplasias hematoldgicas, estudos prospectivos revelaram
uma associagao entre o aumento do numero de copias de mtDNA no sangue periférico
e 0 aumento do risco de Linfomas ndo Hodgkin de células B (Hosnijeh et al., 2014).
Evidéncias adicionais indicam que blastos leucémicos apresentam um aumento na
massa mitocondrial quando comparados aos seus equivalentes normais, o que possui
implicac@es clinicas significativas para o paciente, como observado por Moschoi e
colaboradores. Funcionalmente, células estromais da medula O6ssea transferem
mitocondrias saudaveis e funcionais para os blastos leucémicos, conferindo-lhes uma
vantagem de sobrevivéncia (Moschoi et al., 2016).

Na Leucemia Mieloide Aguda (LMA), um estudo conduzido por Yehudai e
colaboradores investigou os efeitos da inibicdo da polimerase gama (POLG) pelo
farmaco Alovudina. Este medicamento, um antirretroviral utilizado no tratamento do

HIV, demonstrou reduzir o conteiddo de DNA mitocondrial (mtDNA), resultando em
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uma diminuicdo da viabilidade celular. No entanto, de forma curiosa, em algumas
células, a deplecdo do mtDNA néo teve impacto na viabilidade celular, levantando a
guestdo central abordade nesse projeto: em que medida o conteddo de mtDNA
(mtDNAc) em amostras de LMA pode ser considerado um marcador confiavel de
resultados clinicos (Yehudai et al., 2018).

Recentemente, Martins e colaboradores publicaram um estudo sobre o
conteudo de DNA mitocondrial (mtDNACc) em pacientes com um subtipo especifico de
Leucemia Mieloide Aguda: a Leucemia Promielocitica Aguda (LPA). Foram utilizadas
amostras de 156 pacientes tratados com acido all-trans retinoico (ATRA) e
quimioterapia, comparando o mtDNAc entre amostras saudaveis e pacientes com
LPA. Notavelmente, os pacientes com LPA apresentaram um aumento significativo no
mtDNAc em comparacdo com os individuos saudaveis. Entretanto, ao avaliar o
impacto clinico dessa variacdo no numero de copias, constatou-se que 0s pacientes
com mtDNAc superior ao normal apresentaram melhores desfechos clinicos (Martins
et al., 2022).

Curiosamente, o efeito foi 0 oposto na LMA ndo-LPA. Em estudo conduzido por
Lima e colaboradores, observou-se que o mtDNAc era mais abundante em pacientes
com LMA em comparagdo com células mononucleares saudaveis ou células CD34+
saudaveis, 0 que estava associado a um prognaostico negativo. Isso porque ao dividir
os pacientes de acordo com o conteudo de mtDNA, observou-se que aqueles com
alto mtDNACc apresentaram pior sobrevida livre de doenca, resultando em um aumento
na incidéncia cumulativa de recaida. Esses achados também foram associados a
estratificacdo de risco genético, mostrando que o mtDNA foi capaz de melhorar a

avaliacao de risco em todos os grupos (dados ainda néo publicados).



41

Portanto, como mencionado anteriormente, a concepcdo de estratégias
terapéuticas voltadas para a regulacdo da biossintese do DNA mitocondrial (mtDNA)
emerge COmMoO uma perspectiva promissora para um grupo especifico de pacientes

com Leucemia Mieloide Aguda (LMA) (Mishra; Millman; Zhang, 2023).

2.2.4 FATORES PROGNOSTICOS E TRATAMENTO NA LMA

Ao estratificar os pacientes de acordo com seu risco de resisténcia a um
determinado tratamento, os fatores prognadsticos auxiliam o médico na escolha da
terapia. Sao, em geral, subdivididos em () fatores relacionados ao paciente e suas
condicBes de vida e (Il) aqueles relacionados as caracteristicas genéticas da LMA
(Liersch et al. 2014).

A idade no momento do diagndstico é o fator progndstico mais forte relacionado
ao paciente. Idosos, com mais de 60 anos, tendem a apresentar mais frequentemente
anormalidades cromossdmicas desfavoraveis, o que pode tornar o tratamento com
esquemas de quimioterapia mais agressivos. Outro fator preditivo relacionado ao
paciente é o status de desempenho, avaliado tradicionalmente pelo ECOG (Grupo de
Oncologia Cooperativa Oriental), utilizado pelos hematologistas para avaliar o impacto
da doenca / tratamento na capacidade do paciente idoso de cuidar de si e de realizar
atividades diarias. Quando o status é superior a 2, o prognostico € considerado
desfavoravel independentemente da idade (De Kouchkovsky; Abdul-hay, 2016; Estey
et al. 2017).

A idade e o status de performance sao fatores preditivos para avaliar os riscos
de mortalidade relacionada ao tratamento. Associadas a esses dois fatores, as
alteracdes citogenéticas e moleculares, relacionadas as caracteristicas genéticas da

LMA, permanecem como as variaveis mais importantes para predicdo da LMA. Os
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riscos citogenéticos sédo os fatores prognosticos mais fortes para remissdo completa
e sobrevida global na doenca (De Kouchkovsky; Abdul-hay, 2016; Nunes et al. 2019).

Em 2010, o esquema de classificacdo do European Leukemia Net (ELN) foi
criado como o objetivo de padronizar a estratificacdo de risco em pacientes adultos
com LMA, incorporando informacbes citogenética e anormalidades moleculares
conhecidas. Inicialmente, os pacientes eram agrupados em quatro categorias de risco:
favoravel, intermediéario 1, intermediario 2 e adverso. A distin¢cao entre intermediario |
e intermediério Il era baseada nas caracteristicas genéticas em vez de consideracdes
prognésticas (Medinger; Lengerke; Passweg, 2016). Em 2017 e mais atualmente em
2022, essa classificacao foi revisada, sendo entdo dividida em trés grupos: favoravel,
intermediario e adverso; com inclusdo de mudancas baseadas no status mutacional
de alguns genes. Os pacientes classificados como favoraveis pela ELN tendem a
apresentar maior sobrevida e menor incidéncia de recidiva em comparacdo com
aqueles classificados como intermediarios ou adversos (Estey, 2018).

Para os pacientes do grupo de risco intermediario, a terapia convencional tem
sido amplamente utilizada, porém para alguns deles foram observados resultados
insatisfatorios. O transplante alogénico de células tronco hematopoéticas (TCTH) é
uma opc¢ao atrativa para aqueles pacientes do grupo intermediario que apresentam
altas chances de recaida, em particular para os que apresentam a mutacéo FTL3-ITD
(Rollig, 2019; Short; Ravandi, 2016). Por outro lado, para os pacientes do grupo de
risco adverso, € considerado que o tratamento de escolha para a terapia pés-remissao
deva ser o TCTH, visto que ndo ha chance de recuperacao atraveés da quimioterapia
devido a agressividade do prognostico (Keiffer; Palmisiano, 2019; Short; Ravandi,

2016).
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A terapia padréo para pacientes recém-diagnosticados foi desenvolvida na
década de 70. Essa abordagem terapéutica envolve um protocolo conhecido como
"3+7", no qual uma antraciclina (daunorrubicina ou idarubicina por 3 dias) é combinada
com um analogo de nucleosideo chamado citarabina (AraC), administrado por infusao
continua ao longo de 7 dias. Essa fase € denominada terapia de indugcdo, com o
objetivo de alcancar a remissdo morfolégica completa e restaurar a hematopoese
normal (Carter et al., 2020).

Caso o paciente responda positivamente ao tratamento, a proxima etapa
envolve ciclos repetitivos de doses intermediarias de AraC e/ou transplante alogénico
de células-tronco hematopoéticas (TCTH), com o intuito de maximizar a probabilidade
de remissado. Esse processo é denominado terapia de consolidacdo, que resulta em
remissao completa em 60-80% dos pacientes mais jovens (<60 anos) e em 40-60%
dos individuos mais velhos (>60 anos) (Bazinet e Assouline, 2021).

Embora o TCTH permaneca como a opcao de terapia curativa, novas
alternativas de tratamento estdo sendo avaliadas como acréscimo ao repertorio
terapéutico, especialmente para pacientes de alto risco (Lachowiez; DiNardo; Sanam,
2023). Essa consideracao se deve a grande dificuldade de identificacdo de doadores
compativeis, ao alto custo do tratamento e aos pacientes que se tornam inelegiveis a
terapia devido ao status de desempenho, resultando em baixa tolerancia e limitando
a viabilidade da quimioterapia intensiva e do transplante (Choi; Shukla; Abdul-Hay,
2023). Assim, o panorama do tratamento da LMA sofreu mudancas significativas com
a aprovacédo de novos farmacos pela FDA (Food and Drug administration) (Figura 9)

(Liu 2021).
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Figura 9 - Linha do tempo de farmacos aprovados pelo FDA para o tratamento da LMA.

Desde a década de 70, com o desenvolvimento da terapia padrdo 3+7, novas opcdes de tratamento
emergiram com o intuito de atender pacientes com mutacfes especificas, idosos e inelegiveis a terapia de
alta intensidade. Na década de 90, a idarubicina, agente antimitético, foi aprovada para LMA. Nos anos 2000,
gemtuzumab ozogamicina foi aprovado com intuito de tratar pacientes CD33+, porém foi retirado do mercado
em 2010, retornando em 2017 indicado para idosos e monoterapia na recaida. Em 2017, midostaurina e
enasidenib foram aprovados para o tratamento em FLT3 e IDH2 mutado, respectivamente, além do CPX-
351 para LMA relacionada a terapia e LMA secundaria. Em 2018, Ivosidenib foi aprovado para pacientes em
recaida com mutacéo de IDH1, tendo extensdo para pacientes com diagndstico inicial em 2019. Venetoclax
com azaciticina ou decitabina ou baixas doses de AraC (BDAC) foi aprovado também em 2018 para
pacientes idosos e ndo indicados para terapia padrdo. Outros farmacos para terapia com FLT3 mutado e
IDH1 seguiram aprovados até o ano de 2022.
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Fonte: Adapatado de Chaer; Hourigan; Zeidan., 2023

Conforme discutido anteriormente, a Leucemia Mieloide Aguda (LMA) abrange
diversos subtipos, cada qual com progndsticos e caracteristicas distintas. Portanto,
mesmo diante da taxa de remissdo completa alcancada com a terapia padréo, é
comum a recaida da doenca, representando um prognoéstico desfavoravel para muitos
pacientes, especialmente nos primeiros 18 meses apds o inicio do tratamento. Tal
recorréncia é atribuida a heterogeneidade mutacional da doenga, o que dificulta a
implementagéo de uma abordagem de monoterapia eficaz (Di Nardo e Cortes, 2016;

Yilmaz et al., 2019).
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Diante disso, essas novas terapias englobam: protocolos modernos de
guimioterapia intensiva destinados a pacientes mais jovens (bem como a idosos que
se enquadram nessa categoria) e esquemas de baixa intensidade direcionados a
pacientes mais velhos ou aqueles que ndo se adequam a terapia padrdo (H. M.
Kantarjian, 2021).

Transi¢cdes relevantes recentes na pratica clinica incluem, por exemplo,
moléculas inibidoras de FLT3 — inibidor de tirosina quinase fms-like (como
midostaurina e gilteritinib) e IDH — isocitrato desidrogenase. A aprovacao desses
inibidores melhorou as taxas de resposta em pacientes que apresentam mutacées em
FLT3 e IDH1/2 (Bazinet & Assouline 2021). Outro exemplo € o gemtuzumabe
0zogamicina, um conjugado farmaco-anticorpo aprovado em 2000, que utiliza anti-
CD33 para entregar a caliqueamicina (um antibiético citotéxico), e causar danos ao
DNA de fita dupla (Short et al. 2020).

A desregulacéo epigenética também é frequentemente observada na LMA; o
uso de agentes hipometilantes tem desempenhado um papel crucial no tratamento,
especialmente para pacientes que ndo sdo elegiveis para a quimioterapia padréao
(Deshpande et al. 2019). A azacitidina e a decitabina sdo dois anélogos de
nucleosideos semelhantes, e, embora o seu mecanismo de a¢do ainda nao esteja
completamente esclarecido, acredita-se que exercam um efeito antileucémico por
meio da inibicdo das DNA metiltransferases. Isso resulta na hipometilagdo do DNA,
promovendo a reativacdo de genes supressores de tumor e a melhoria da
diferenciacéo celular (Cai & Levine 2019).

O aprimoramento no entendimento da importancia da maquinaria apoptotica na
resisténcia a quimioterapia e na propagacao da Leucemia Mieloide Aguda (LMA)

tambeém resultou no desenvolvimento de terapias indutoras de apoptose, que parecem
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ser eficazes independentemente da presenca ou auséncia de mutacdes-alvo (Jonas
and Pollyea, 2019). A expressdo de BCL-2 na LMA tem sido associada a baixa
sensibilidade a quimioterapia citotoxica e altas taxas de recidiva (Liu, 2021). Portanto,
em pacientes com 60 anos de idade ou mais, que ndo sao candidatos a terapia de
inducao/remissdo, o Venetoclax, um inibidor seletivo de BCL-2 responsavel por
promover a via intrinseca apoptética, juntamente com um agente hipometilante ou
baixas doses de AraC, emergiu como uma opc¢ao de tratamento eficaz, com base na
alta taxa de resposta (Garciaz et al., 2021).

Estudos de fase 3 recentemente publicados validaram os beneficios de
sobrevida associados a azacitidina em combinacdo com venetoclax, em comparacéo
com azacitidina e placebo. As remissdes duradouras alcancadas em alguns pacientes
mais velhos que utilizam o venetoclax com azacitidina podem, ao menos em parte,
ser explicadas pela interrupcdo do metabolismo energético que ocorre nas células
leucémicas em resposta a combinacao de farmacos (Daver et al., 2020).

Devido a essas alteracbes no metabolismo das células leucémicas, a
reprogramacdo metabdlica emerge como uma estratégia promissora (Presti et al.,
2021). No contexto do metabolismo energético, a metformina, um farmaco ja utilizado
no tratamento de pacientes com Diabetes Mellitus tipo 2, destaca-se como um
relevante inibidor do complexo | da cadeia de transporte de elétrons na fosforilagéo
oxidativa. Isso levanta a perspectiva do reposicionamento de farmacos, uma
abordagem na qual uma droga existente € investigada para novos propositos
terapéuticos, apresentando-se como uma opcao intrigante no tratamento do cancer
(You et al., 2022).

Num estudo conduzido por Gronningsaeter et al., observou-se o efeito da

metformina em células leucémicas, demonstrando sua capacidade de ativar a proteina
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quinase ativadora de AMP e inibir o complexo | da cadeia transportadora de elétrons.
Esse efeito resultou na inibicdo da fosforilacdo oxidativa, ocasionando elevados niveis
de apoptose (Gronningsaeter et al., 2020). Em uma pesquisa realizada por Liu e
colaboradores, por exemplo, constatou-se que as células leucémicas apresentavam
uma maior heterogeneidade metabdlica devido a magnitude das alteracdes genéticas
e, como resultado, determinadas linhagens celulares mostraram-se mais sensiveis ao

tratamento com metformina e inibidores da fosforilacdo oxidativa (Liu et al., 2022).

Figura 10 - Associagdo de quimioterapia convencional com farmacos antimetabdlitos pode ser
uma alternativa de tratamento.

Mesmo com o avanco na quimioterapia da LMA, a recaida ainda é uma das grandes dificuldades para
0s pacientes. A probabilidade é também associada a resisténcia citada no tépico de metabolismo
energético, evidenciando o processo de reprogramac¢do metabdlica da célula. Utilizar farmacos que
inibem esse processo parece ser uma alternativa promissora para o tratamento da LMA. Adaptado de
Mesbabhi et al. 2022.
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Assim, a busca por novas abordagens terapéuticas eficazes torna-se de
extrema importancia na LMA, visando alcancar a remissdo completa. O metabolismo
energético emerge como um alvo potencial nesse processo, e as variacdes no
conteudo de mtDNA (mtDNAc) podem desempenhar um papel impactante na resposta
ao tratamento. Diante desse cenario complexo, o presente estudo tem como objetivo
avaliar o impacto das variacdes no mtDNAc em células leucémicas submetidas ao

tratamento com agentes indutores de apoptose.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o impacto da deplecao do mtDNAc em células leucémicas frente ao tratamento in vitro

com farmacos.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Induzir o bloqueio da replicagdo de mtDNA em células mononucleares
leucémicas de medula 6ssea e avaliar taxa de apoptose nessas células apos

redugéo do mtDNAC;

¢ Induzir o bloqueio da replicacdo de mtDNA através do farmaco lamivudina nas
linhagens MV4-11 (preferencialmente fosforilativa, OXPHOS) e OCI-AML3

(preferencialmente glicolitica);

e Avaliar as diferentes respostas desencadeadas através da taxa de apoptose
induzida por 4 diferentes farmacos (Citarabina, Metformina, Venetoclax e

Metotrexato).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 CASUISTICA

O estudo foi conduzido no Nucleo de Hematologia Clinica e Laboratorial do
Laboratério Central do Centro de Biociéncias (NHCL LABCEN/CB/UFPE), seguindo
as normas e diretrizes regulamentadoras para pesquisa envolvendo seres humanos
(Conselho Nacional de Saude n° 466/2012). Este projeto foi submetido a apreciacéo
do Comité de Etica e Pesquisa (CEP) das instituicdes envolvidas. Todos os pacientes
e doadores saudaveis participantes da pesquisa receberam orientagcbes sobre a
proposta do projeto e forneceram sua assinatura no Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (TCLE).

No total, 43 pacientes diagnosticados com Leucemia Mieloide Aguda (LMA) e
tratados em centros de referéncia localizados no Nordeste e Ribeirdo Preto (Séo
Paulo, SP) foram incluidos no estudo. Os critérios de classificacdo/diagnostico
preconizados pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS) foram estritamente
seguidos (Arber et al., 2016). A participacdo dos pacientes foi precedida por
autorizacdo formal, apés a leitura e compreensao do Termo de Consentimento Livre
e Esclarecido, seguindo as recomendacfes da Declaracdo de Helsinque.

Blastos e células mononucleares foram purificadas a partir de aspirados de
medula 6ssea e/ou sangue periférico de pacientes com Leucemia Mieloide Aguda
(LMA), onde as amostras continham acima de 80% de células blasticas. Todos o0s
subtipos FAB foram considerados elegiveis para o estudo, exceto pacientes com
Leucemia Promielocitica Aguda (FAB M3). Foram excluidos do estudo pacientes com
LMA relacionada a terapia e individuos com historia prévia de sindromes

mielodisplasicas.
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Todos os pacientes foram tratados com quimioterapia convencional,
consistindo em daunorubicina (60 mg/m2 diariamente por 3 dias) e citarabina (100
mg/m2 diariamente por 7 dias) como terapia de induc¢éo, seguida por dois ou trés ciclos
de terapia de consolidacdo com altas doses de citarabina (> 1 g/m2 a cada 12 horas

com infusédo de 3 horas nos dias 1 a 6).

4.2 SEPARACAO DE CELULAS MONONUCLEARES

A obtencéo de células mononucleares foi realizada por meio do fracionamento
do sangue utilizando um gradiente de densidade Ficoll-Histopaque. Na primeira etapa,
0 sangue do paciente foi adicionado ao Ficoll na mesma proporcdo, sendo
centrifugado com uma parada de rotacédo lenta. O resultado foi a formacdo de um anel

de células mononucleares localizado entre a camada de plasma e o Ficoll (Figura 11).

Figura 11 - Obtencao de células mononucleares através da separagdao por ficoll.

Apos centrifugagéo, € possivel observar quatro camadas distintas. Inicialmente temos o plasma em sua
maior constituicdo, seguida pelas células mononucleares, o ficoll e os glébulos vermelhos. Sao as
células mononucleares que sao retiradas para analise.
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Fonte: Figura gerada através do BioRender.
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Essas células sdo posteriormente separadas, lavadas com PBS e incubadas
em meio completo composto por interleucina humana-3 (20 ng/ml), G-CSF humano

(20 ng/ml) e TPO (20 ng/ml) utilizando o meio de cultura da Gartner.

4.3 UTILIZACAO DE RNA DE INTERFERENCIA E O CULTIVO E TRANSFECCAO

DE CELULAS EMPACOTADORAS VIRAIS

Para reduzir o niumero de coOpias de mtDNA, empregou-se um vetor de
expresséo lentiviral contendo um RNA de interferéncia (ShRNA - short hairpin RNA)
destinado ao silenciamento do gene responsavel pela codificagdo da polimerase gama
(POLG) (TRCNO0000290536 e TRCN0000296644, Sigma-Aldrich). Esta enzima esta
diretamente associada a replicacdo do DNA mitocondrial.

No procedimento de transformacdo bacteriana, as células quimicamente
competentes foram previamente preparadas, utilizando cepas preservadas de DH5a
e BL-21 (células E. coli), com adicédo de 45.5 ng do plasmideo misturados com 50 pL
de DH5a e BL-21.

Os tubos foram colocados em gelo por 15 minutos e, em seguida, mantidos a
42°C por no maximo 1 minuto. Apdés o choque térmico necessario para a abertura da
membrana das células quimicamente competentes (permitindo assim a entrada do
plasmideo), tornou-se crucial nutrir as células para a reconstituicdo da membrana
previamente exposta. Para isso, adicionou-se 50 puL de meio LB liquido aos
transformados, deixando-os na estufa por aproximadamente 1 hora a 31°C. Apos 0
periodo de recuperacao, os transformados foram semeados em placas de agar LB e
colocados na estufa a 31 °C durante a noite. As coldnias visiveis na placa foram entdo
inoculadas em meio LB liquido durante a noite para expanséo, visando a realizacao

da extracado de DNA plasmidial.
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Para a extracao de DNA plasmidial, empregou-se o método de lise alcalina. O
indculo foi centrifugado por 10 minutos a 4000 rpm e ressuspenso em 150 pL de buffer
de ressuspensdo. Em seguida, adicionou-se 200 pL do buffer de lise, misturando por
inversdo até a formacédo de viscosidade. Posteriormente, adicionou-se 300 pL do
buffer de neutralizac&o, invertendo o tubo pelo menos 4 vezes.

A solucéo foi entdo submetida a uma centrifugacao por 5 minutos a 14.000 rpm,
e apos isso, o sobrenadante foi transferido para um novo tubo de 1,5 mL, com adi¢édo
de isopropanol, sendo posteriormente incubado em -80°C por 30 minutos. Apos a
incubacéo, o produto foi centrifugado por 5 minutos a 14.000 rpm, com a subsequente
remocao do sobrenadante e adicdo de 600 pL de etanol a 70%. Apos a adicdo, a
amostra foi centrifugada novamente, removendo o sobrenadante e permitindo a
evaporacao do etanol por aproximadamente 30 minutos. O pellet foi ressuspenso em
50 uL de TE-RNAse (pH 8,0). Vale ressaltar que o DNA extraido nesse processo nao
é purificado. Assim, foi necessario realizar uma etapa de purificagdo utilizando o kit
Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System da Promega, seguida pela quantificacéo

dos dados (Tabela 2).

Tabela 2 - Quantificacéo do DNA plasmidial
Quantificactes e razdes do DNA plasmidial a ser utilizado para o processo de transfeccéo.

DNA PLASMIDIAL CONCENTRAGCAO (ng/uL) A260/280
shPOLG 842,9 ng/uL 1,92
shCTRL 696,6 ng/uL 1,98

pCMV3RS.2 474,4 ng/ pL 2,00
VSV-G 393,5 ng/ pL 1,92

Fonte: Autoria propria.
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A linhagem 293T foi utilizada para producdo das particulas lentivirais e
cultivadas em garrafas T75 com uma concentracdo de 2x10° células, em meio de
cultura DMEM suplementado com 10% de soro bovino fetal, 4 mM de L-glutamina e
1% de penicilina/streptomicina (doravante chamado meio completo), até atingir uma
confluéncia de 30 a 40%. Em seguida, essas células foram transfectadas com 3 pg do
plasmideo contendo o shRNA para o gene POLG (aqui chamado de pLKO-shPOLG)
ou 3ug do seu respectivo controle (aqui chamado de shCTRL, uma mistura de RNA
de interferéncia ndo humano), juntamente com 3 pg do vetor necessario para a
expressao de proteinas virais envolvidas ho empacotamento (pCMV56R8.2) e 750 ng
da glicoproteina do envelope do virus da estomatite vesicular VSV-G (pMDG).
Quarenta e oito horas apoés a transfeccao, o sobrenadante (meio de cultura) contendo
particulas virais foi coletado, filtrado (filtro de 22 um) e usado para infectar as células-
alvo.

O plasmideo shPOLG contém o gene de resisténcia a puromicina em seu RNA.
Para confirmar o sucesso da transfeccao, foi realizado o protocolo de titulagdo
lentiviral com cristal violeta da HORIZON. Inicialmente, 2,5x10° células foram
plagueadas em uma placa de 6 pocos no primeiro dia. No segundo dia, o virus foi
titulado com uma diluicdo seriada de 10x, com as seguintes concentracdes: 10-2, 10-
3, 10-4, 10-5 e 10-6. Ao sexto poco foi adicionado apenas meio de transducdo sem
virus, servindo como controle negativo. No terceiro dia, o meio contendo
concentracbes pré-determinadas de puromicina (concentracdo inibitéria semi-
maxima, 1C50: 0,5 ug/mL) foi adicionado. A multiplicidade de infec¢cdo (MOI) utilizada

foi de 10.
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4.4 INFECCAO DE CELULAS MONONUCLEARES COM LENTIVIRUS

As células mononucleares foram transduzidas com as particulas lentivirais por
meio do protocolo de infecc¢do utilizando polibreno com spinoculacéo. Inicialmente, os
tubos foram rotulados e 1 x 108 células foram peletadas a 300g por 10 minutos. O
sobrenadante foi descartado e adicionados 2 ml do meio contendo o lentivirus em
concentracédo adequada, juntamente com polibreno (8 mg/ml). O polibreno atua como
um acelerador no processo de infeccdo das células. Esses tubos foram entédo
centrifugados a 800g por 90 minutos, sendo durante esse processo de centrifugagcao
longa que a infec¢é@o das células pelo lentivirus ocorreu.

O pellet foi ressuspenso, transferido para placas de 6 pocos e incubado em
estufa a 37°C por 6 horas. Em seguida, essas células foram centrifugadas novamente
a 300g por 10 minutos, e o0 meio contendo o virus e o polibreno foi descartado. As
células foram, entéo, ressuspensas em 2 mL de meio RPMI suplementado com 10%
de soro fetal bovino (SFB). Essa placa foi incubada por 48 a 72 horas, seguida pela
selecdo com puromicina.

Em seguida, foi essencial realizar um processo seletivo com adi¢cdo do

antibiético por duas semanas para obter apenas as células infectadas pelo lentivirus.

4.5 AQUISICAO DOS FARMACOS LAMIVUDINA, METFORMINA, VENETOCLAX,

CITARABINA E METOTREXATO

A lamivudina é um analogo sintético da pirimidina, também conhecido como
2,3-didesoxi-3’-tiocitidina, indicado para o tratamento da infeccdo pelo virus da
imunodeficiéncia humana (HIV), sem apresentar muitos efeitos citotoxicos. Estudos

recentes indicam sua atividade na reducdo do conteddo de mtDNA devido a sua
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funcao de inibir a polimerase gama (POLG) em linhagens celulares de LMA (Lyianage
et al. 2017).

O farmaco foi empregado no projeto para teste em linhagens celulares,
avaliando se ocorreu efetivamente uma reducdo do mtDNAc e foi adquirido por meio
da empresa Interprise Brasil (Sao Paulo). Para a adicdo da lamivudina nas linhagens
celulares, foram utilizadas concentracbes de 75 pM e 100 pM, as quais nao
demonstram efeitos citotoxicos, mas sao eficazes na modificacdo do mtDNAc.

Os farmacos metformina, metotrexato, citarabina e venetoclax foram obtidos
por meio de doacbes do Hospital das Clinicas da Universidade Federal de
Pernambuco (HC-UFPE) e do Hospital do Cancer de Pernambuco (HCP). O
venetoclax e a citarabina sdo frequentemente utilizados no tratamento de pacientes
com LMA. A metformina foi escolhida por ser um importante inibidor do complexo | da
cadeia transportadora de elétrons. O metotrexato € uma droga metabdlica associada
ao metabolismo dos folatos e foi selecionado para avaliar o impacto do mtDNA em

outras vias metabdlicas.

4.6 CULTIVO DE LINHAGENS CELULARES

Linhagens celulares humanas de LMA foram selecionada como alvos para o
tratamento com lamivudina, levando em consideracdo seu perfil metabolico. Em um
estudo conduzido por Erdem e colaboradores (Erdem et al. 2022), foi avaliado um
grupo de linhagens celulares leucémicas com base no conteudo de lactato
extracelular, indicativo da glicélise basal, e no consumo de oxigénio, indicativo da
respiracdo basal. As células OCI-AML3 apresentaram maior consumo de lactato
extracelular, sendo consideradas mais glicoliticas, enquanto a MV4-11 apresentou

maior consumo de oxigénio, sendo predominantemente fosforilativa (figura 12).



57

Ambas as células foram cultivadas em meio RPMI completo, suplementado com 10%

de soro fetal bovino, e mantidas em estufa a 37°C com 5% de CO.

Figura 12 - Avaliacéo das linhagens celulares de acordo com o lactato extracelular e consumo
de oxigénio.

Pode-se observar que as linhagens celulares HL-60, K562, OCI-AML3 e KBM7 apresentaram maior
quantidade de lactato extracelular. Linhagens como MOLM13, MV4-11 e THP1 apresentaram maior
consumo de oxigénio. Levando em considerag&o nosso banco de células, selecionamos entdo a OCI-
AML3 e MV4-11 para avaliar as diferencas metabdlicas frente ao tratamento.

Basal Glycolysis Basal Respiration

~ 80 — 250
£ . o E 200
E =] = a Q
T 0 og 7 S 2 A
S L 150 0 o
E 40 o £ °
b PP & 100{ s
o 59 %l o] oo s az’ o @
< 20 ° o 50 B o
o : 1 8 GELLE
0 T r - - 041 T ’( - r : -
AN TP PR T\ P . TR NN & 2 ép- VYN N
I S S A ARG R P o R
¥ EFE T oL %V\S@‘&\“ E o &
o R - o <+
(Extracellu?a_r_L;EtEE{"—-——-____ _ - _él;Cunsumpnon

Fonte: Erdem et al., 2022

4.7 QUANTIFICACAO RELATIVA DO MTDNA

A quantificacdo relativa do niamero de copias do mtDNA das amostras e
linhagens estudadas foi conduzida utilizando a quimica SYBR®Green PowerUp
MasterMix (Applied Byosystems®, EUA) na plataforma QuantStudio 5 (Thermofisher,
EUA), em placas de 96 pocos para as andlises. Foram entdo empregados
oligonucleotideos iniciadores para um gene especifico do mtDNA, MT-CYTB, que
codifica o citocromo B mitocondrial, normalizando os dados pela amplificacdo de um
produto referente a um gene de coOpia Unica no DNA nuclear, o gene da piruvato

quinase (PKLR) (Tabela 3).
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Tabela 3 - Sequéncia dos primers e tamanho esperado do produto.
Genes utilizados com a sequéncia dos primers e o tamanho esperado. Sua eficiéncia foi testada através

de diluicGes seriadas usando o calculo: E = 10¢1/slope)-1

Tamanho
Genes Sequéncia dos primers esperado Eficiéncia
CytB Foward:
CACGATTCTTTACCTTTCACTTCATC 89 pb 105.1 %
Reverse: TGATCCCGTTTCGTGCAAG
PKLR Foward:AGCCCAAATGGCCTTGAA
Reverse: 84 pb 96.2%

AGAGACAGAATGCCAGTGAGC

Fonte: Autoria propria.

Todas as reacdes foram realizadas em duplicata. A solucdo de reacdo foi
preparada combinando SYBR™ Green PCR Master Mix e 320 nM de cada um dos
primers. Os controles negativos foram inclusos sem adi¢cdo de amostra (no template
control) para garantir especificidade da reacdo e amostras referéncias, garantindo a
reprodutibilidade dos resultados.

O conteudo relativo de mtDNA foi definido como o valor total de mtDNA
subtraido pelo valor total de nDNA. Por conseguinte, a diferenca de ciclos (Ct) foi
calculada para cada replicata por meio do método comparativo do ACt (Ct CYTB — Ct
PK1) e apresentados por meio da férmula 2-AACt, onde AACt = ACt amostra — ACt

DNA referéncia (controle).
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4.8 ENSAIO DE REDUCAO DO MTT

O ensaio de MTT foi empregado para mensurar a atividade metabdlica celular
e a viabilidade, sendo utilizado no projeto para avaliar a citotoxicidade dos farmacos
mencionados anteriormente. O ensaio fundamenta-se na reducdo de um sal de
tetrazolio amarelo (MTT) para cristais de formazan de coloracdo roxa por células
metabolicamente ativas. Quanto mais intensa a coloracdo da solugdo, maior é o
namero de células viaveis. O protocolo adotado seguiu as orientacdes da Merck para
ensaio de citotoxicidade celular.

As linhagens celulares foram incubadas em placas de 96 pog¢os, com uma
concentracdo de 4x10%/poco, em 100 pL de meio de cultura contendo quantidades
variadas dos farmacos. Essas células foram incubadas por 24 e 72 horas a 37°C com
5% de CO2. ApoOs o periodo de incubacado, adicionou-se 10 uL do reagente de
marcacado MTT (concentracao final de 0,5 mg/ml) em cada poco. A placa foi incubada
por 4h sob atmosfera umidificada e, em seguida, adicionou-se 100 pL de solucéo de
solubilizagéo para dissolver os cristais de formazan (nesse caso, utilizamos SDS
20%).

A placa permaneceu em repouso durante a noite, em uma incubadora com
atmosfera umidificada, e posteriormente a absorbancia das amostras foi medida
utilizando um leitor de microplacas (ELISA). O comprimento de onda utilizado para a

leitura da absorbancia do produto do formazan foi de 560 nm.
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4.9 ENSAIO DE APOPTOSE EM CELULAS LEUCEMICAS MONONUCLEARES DE

MEDULA OSSEA E LINHAGENS CELULARES

Para investigar o papel do conteddo de mtDNA na apoptose, 5x10° células
mononucleares foram incubadas por 48 horas, seja na presenca de um veiculo ou
citarabina (concentracéo inibitéria semi-maxima, IC50: 100 nM), em uma placa de 24
pocos. No caso das linhagens celulares, as células foram incubadas por 24 horas,

expondo-as a duas concentracdes de cada farmaco ou veiculo em placa de 24 pogos.

A porcentagem de células apoptoticas do controle ndo tratado foi subtraida as
células expostas a droga para acomodar variacbes especificas das amostras na
viabilidade celular geral. Toda essa etapa foi realizada em duplicata e em cada
amostra um minimo de 10.000 eventos foram adquiridos no citometro de fluxo
FACSAria (BD Biosciences, San Jose, CA, USA).

A taxa de apoptose foi entdo determinada usando o ensaio de ligacdo da
Anexina V-FITC e 7AAD (BD Biosciences, San Jose, CA, USA) e analisadas por
métodos padrBes de citometria de fluxo. O quadrante determinado foi o quadrante
duplo marcado, (Anexina V positiva, 7AAD positivo), levando em consideracédo a

apoptose tardia.

4.10 ANALISE ESTATISTICA

Para analise de correlacédo entre apoptose e conteido de mtDNA, empregou-
se o coeficiente de correlagéo de Spearman, considerando um intervado de confianca
de 95%. Para confirmar a reducdo do contetdo de mtDNA, aplicou-se o teste de
Mann-Whitney. Para avaliagdo de amostras emparelhadas, foi realizado o teste t de

Student para amostras pareadas. Para determinacdo da IC50, adotou-se a regresséo
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nao linear de inibicAo dose-resposta, considerando trés parametros. No que diz
respeito a analise de apoptose nas linhagens celulares, utilizou-se ANOVA, seguido
do teste de comparacdes multiplas de Sidak. Todos os P-valores foram bilaterais com
nivel de significancia 0,05. Todas as analises foram conduzidas utilizando o

GraphpadPrism 8.
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5 RESULTADOS

Inicialmente, as células mononucleares da medula 6ssea (43 amostras) foram
meticulosamente coletadas e mantidas em meio de cultura especifico, enriquecido
com interleucinas e fatores de crescimento essenciais para garantir sua viabilidade e
expansdo em cultura. Subsequentemente, essas células foram submetidas a um
tratamento com citarabina na concentracdo de 100 nM durante um periodo de 48
horas, ap6s o qual foram submetidas a analise detalhada para investigar a relacéo
entre apoptose e conteudo de mtDNA (mtDNAc). Como resultado dessa analise, foi
possivel observar uma correlacéo significativa e inversa entre a taxa de apoptose
induzida pela citarabina e o nivel de mtDNAc nas células (Figura 13) (P<0.0001)
(r=0.75, 95% IC: -0.85 a -0.58). Esses achados iniciais revelam que quanto maior o

contetdo de mtDNA, maior a resisténcia a citarabina em células mononucleares.

Figura 13 - Relacéo da taxa de apoptose e mtDNAc em células mononucleares ap0s incubacéo
com AraC.

Nota-se que a medida que ha um aumento no mtDNAc, a taxa de apoptose tende a diminuir,
possivelmente indicando que a relacdo do mtDNAc impacta diretamente na resposta ao tratamento.
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Das 43 amostras inicialmente coletadas, foi constatado que 11 delas exibiram
um conteudo de mtDNA particularmente elevado, apds dicotomizacdo dos dados.
Essas 11 amostras foram selecionadas para uma analise aprofundada, visando
confirmar a reducdo do mtDNAc por meio do silenciamento da expressao génica
utilizando shRNA. Este experimento foi conduzido com o intuito de avaliar de forma
mais precisa o impacto dessa reducdo do mtDNAc nas células frente a inducdo da

apoptose pela citarabina.

Apoés a infeccdo com o lentivirus contendo o shRNA silenciador da POLG,
procedemos a analise molecular para confirmar a reducédo do conteido de mtDNA,
utilizando a relagdo CytB/PKLR como indicador. Os resultados demonstraram que as
células transduzidas com o shRNA apresentaram uma significativa diminuicdo do
mMtDNAc em comparagdo com as células do controle (P<0.0001). Como consequéncia
direta dessa reducdo no mtDNAc, utilizando o teste de amostras pareadas, observou-
se uma marcante elevacao dos niveis de apoptose nas células tratadas com citarabina
apos a deplecao do mtDNA, constratando com o grupo controle (P<0.0001)(Figura
14). Esses resultados sublinham a importancia crucial do mtDNA na resposta a

terapia, com relevancia clinica potencial.



64

Figura 14 - Relacdo do contetdo de DNA mitocondrial e taxa de apoptose apés utilizacdo de
shRNA.

O contetdo de mtDNA foi menor em relacao ao seu controle. Da mesma forma, apés a reducédo do
mtDNA e adicdo da citarabina, foi possivel confirmar que a taxa de apoptose em resposta a citarabina
aumentou apos reducao do contelido de mtDNA.
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Diante das conclusdes promissoras provenientes das analises realizadas em
células mononucleares, decidimos estender nossas investigagfes para linhagens
celulares. Para isso, escolhemos duas linhagens representativas com perfis
metabdlicos distintos: OCI-AML3, caracterizada por um  metabolismo
predominantemente glicolitico, e MV4-11, com um metabolismo preferencialmente
fosforilativo. Esta abordagem permitiu-nos explorar de forma mais abrangente o
impacto da deplecdo do mtDNAc em diferentes contextos metabdlicos.

Para avaliar o efeito da deplecdo do mtDNAc nessas linhagens celulares,
optamos por empregar a lamivudina, um farmaco comumente utilizado no tratamento
de pacientes infectados pelo HIV. Além de suas propriedades antivirais, a lamivudina
tem sido reconhecida por sua capacidade de induzir a deplecdo do mtDNAc, atuando

por meio da inibicdo da polimerase gama. Essa escolha estratégica nos permitiu
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explorar os efeitos da deplecdo do mtDNAc em um contexto farmacoldgico familiar.

Ambas as linhagens celulares foram tratadas com duas concentragdes distintas
do farmaco, a saber: 75uM e 100uM. Embora ambas as concentracfes ndao tenham
demonstrado efeitos citotoxicos nas linhagens celulares em estudo, foi observado que
foram suficientes para induzir a deplecdo do mtDNAc (P<0.0001). Os valores de IC50
encontrados para a OCI-AML3 e MV4-11 foram de 1,4 mM £ 14 e 780uM = 14,
respectivamente.

Figura 15 - Reduc¢ao do contetido de mtDNA ap0ds adi¢cdo do farmaco lamivudina.

Foi possivel reduzir o conteiddo de mtDNA em ambas as linhagens apos adicdo da lamivudina nas
concentracdes de 75uM e 100 pM. Nota-se que a OCI-AML3 é dose-dependente, enquanto que a MV4-
11 teve seu conteudo reduzido drasticamente mesmo com doses mais baixas.
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Na fase subsequente, optamos por avaliar a concentracdo inibitéria maxima
(IC50) dos farmacos por meio do ensaio de reducdo do MTT. Os compostos
selecionados para este estudo incluem a citarabina e o venetoclax, ambos aprovados
para o tratamento da leucemia mieloida aguda (LMA), além da metformina e o
metotrexato, que sdo drogas metabolicas que foram reposicionadas para potenciais
usos terapéuticos.

Ao realizar os experimentos, determinamos as concentracdes inibitérias para

periodos de exposicdo de 24 e 72 horas em ambas as linhagens estudadas. Este
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procedimento nos permitiu identificar distintos padrdes de sensibilidade entre as
linhagens. Observamos que a linhagem MV4-11 demonstrou maior sensibilidade ao
venetoclax, por exemplo. Além disso, constatamos notavel resisténcia da OCI-AML3
aos farmacos metabdlicos que atuam como inibidores da fosforilagéo oxidativa (Figura

16).
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Figura 16 - IC50 dos farmacos selecionados.

Foram avaliadas a IC50 da metformina, AraC, metotrexato e venetoclax em 24 e 72 horas. Nota-se
uma resisténcia maior da OCI-AML3 para farmacos metabdlicos que afetam a fosforilacdo oxidativa,
além de uma notavel sensibilidade da MV4-11 (preferencialmente fosforilativa) para o venetoclax.
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Apoés a determinacéo dos valores de IC50 dos farmacos, prosseguimos com o
ensaio de apoptose em linhagens celulares, buscando investigar o efeito direto da
reducdo do mtDNAc na morte celular programada em resposta aos tratamentos,
considerando os diferentes metabolismos das linhagens estudadas. O experimento foi
conduzido ao longo de um periodo de 24 horas e foi replicado para garantir a robustez
dos resultados. Durante o ensaio, as células foram expostas individualmente aos

farmacos e também a uma combinacéo dos farmacos com a lamivudina.

Apos analise, foi constatado que as células OCI-AML3, com um perfil glicolitico,
demonstraram sensibilidade a citarabina, mas revelaram resisténcia a farmacos
metabdlicos. No entanto, embora a adicdo de lamivudina nédo tenha exercido um
impacto significativo na maioria dos farmacos, a reducao do conteido de mtDNA, em
conjunto com doses mais elevadas de venetoclax e metformina, resultou em um
aumento notavel da apoptose induzida por essas substancias. Este achado ressalta a
complexidade das interacGes entre 0s processos metabdlicos e os mecanismos de

apoptose (Tabela 4) (figura 17).

Tabela 4 - Porcentagem de apoptose tardia antes e apds tratamento com lamivudina em células
OCI-AML3.

Porcentagem das amostras duplicadas antes e apés adicdo da lamivudina. Nota-se aumento da
porcentagem de células em apoptose tardia apos inibicdo do mtDNA com doses mais altas de
venetoclax e metformina.

OCI-AML3 Farmaco Farmaco +
(Anexina V* lamivudina

7AAD*, %) (Anexina V*

7AAD*, %)

Veiculo 11.7 109 | 21.7 20.9

Citarabina 100 nM 38.1 38.6 |30.7 375
Citarabina 500 nM 59.1 527 | 549 57.1
Venetoclax 62.5 nM 21.1 19.7 24.2 24

Venetoclax 500 nM 23 24 48 44.2
Metformina 2.5 mM 11 13.4 145 137
Metformina 10 mM 11.9 12.1 | 39.7 30.5
Metotrexato 100 nM 21.3 18.4 199 19.2
Metotrexato 2.5 uM 30.2 269 | 315 264
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Figura 17 - Andlise de apoptose em linhagem OCI-AML3.

E possivel observar aumento da apoptose nessas células quando em contato com a citarabina. No
entanto, apés reducdo do contetdo de mtDNA através da lamivudina, ndo houve impacto significativo
na apoptose induzida pelos farmacos. Porém, ao aumentar as doses dos farmacos metabdlicos, essa
apoptose aumenta. Esse processo indica a resisténcia a tratamentos metabdlicos frente a células
metabolicamente distintas.
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Contudo, na linhagem MV4-11, a inclusdo da lamivudina revelou um efeito
direto significativo na inducao da apoptose celular em resposta a todos os farmacos
avaliados, em dosagens distintas. Esta descoberta sugere o potencial sinérgico da
lamivudina em aumentar a eficicia dos tratamentos farmacoldgicos na linhagem MV4-

11, considerada preferencialmente fosforilativa (Tabela 5) (figura 18).

Considerando todas as observacdes feitas até o0 momento, torna-se evidente
gue o conteudo de mtDNA teve um impacto significativo na apoptose induzida por
farmacos em células mononucleares. No entanto, € importante ressaltar que nem
todas as células respondem de maneira uniforme a manipulacdo do mtDNA. Os

resultados na OCI-AML3, conhecida por seu perfil metabdlico predominantemente

glicolitico, indicam que uma resposta positiva a reducdo do mtDNAc ocorre
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principalmente em situagcdes em que ha uma combinacdo de doses elevadas de

farmacos metabolicos. Essas descobertas sugerem uma interacdo complexa entre o

conteudo de mtDNA e os mecanismos de apoptose, destacando a importancia de

considerar o contexto metabolico especifico de cada célula ao planejar intervencdes

terapéuticas.

Tabela 5 - Porcentagem de apoptose tardia antes e apés tratamento com lamivudina em células

MV4-11.

Porcentagem das amostras duplicadas antes e apds adicdo da lamivudina. Nota-se aumento
consideravel da apoptose induzida por farmacos apds reducdo do conteddo de mtDNA, sendo
justificado entdo pelo metabolismo fosforilativo e sua desregulacao ap6s modificagdo do conteddo de

MtDNA.

MV4-11 Farmaco Farmaco +
(Anexina V* lamivudina

7AAD*, %) (Anexina V*

7AAD", %)

Veiculo 22.1 27.3 | 354 35.6
Citarabina 100 nM 36.6 385 | 527 504
Citarabina 500 nM 51.5 48.8 60 67.7
Venetoclax 62.5 nM 83.6 819 | 909 893
Venetoclax 500 nM 87.9 905 | 955 97.6
Metformina 2.5 mM 33.8 39.9 56.2 51.1
Metformina 10 mM 53.7 54.6 73.8 747
Metotrexato 100 nM 39.2 39.1 | 499 476
Metotrexato 2.5 uM 39.6 40.1 | 50.0 50.9




Figura 18 - Andlise de apoptose em linhagem MV4-11.
E possivel observar um aumento consideravel nos niveis de apoptose celular apds adicdo de
lamivudina. Também observamos uma taxa discrepante do venetoclax em duas dosagens por ser um
farmaco indutor de apoptose.
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6 DISCUSSAO

O estudo do metabolismo do céancer tem experimentado um rapido avanco,
impulsionando o surgimento de novas abordagens terapéuticas. Como mencionado
anteriormente, embora a maioria dos pacientes com LMA responda inicialmente bem
a quimioterapia, muitos acabam por sofrer recidiva. Essa recorréncia esta
frequentemente associada a heterogeneidade clonal das células leucémicas. Ao
relacionarmos nossos achados com outros estudos, percebemos que pacientes
pediatricos com LMA frequentemente apresentam delecdes no mtDNA, resultando em
alteracdes no processo de respiracédo celular, especialmente na cadeia transportadora

de elétrons, o que pode promover maior resisténcia a apoptose (Guerra et al. 2017).

Previamente, no estudo do nosso grupo realizado por Lima e colaboradores,
observou-se uma associacdo entre um elevado conteddo de mtDNA e uma menor
sobrevida livre de doenga em pacientes com LMA-n&o LPA (Dados néao publicados).
Além disso, um estudo conduzido por Kang et al examinou as implicacfes clinicas e
patologicas de alteracdes no genoma mitocondrial de 55 paciente pediatricos com
LMA. Eles observaram um aumento de aproximadamente duas vezes no contetdo de
MtDNA em comparag&do com 0s controles, resultando em resisténcia a determinados

tratamentos (Kang et al. 2016)

Esses resultados corroboram com as descobertas do nosso projeto, onde o alto
nivel de mtDNA foi relacionado a baixos indices de apoptose apés o tratamento com
citarabina. Como consequéncia, observamos que o0s niveis de apoptose celular foram
elevados apds a deplecdo do mtDNAc. A hipétese é que as células tenham sofrido
perturbacdes em seu metabolismo, resultando na disrupcdo dos processos

energéticos e, consequentemente, no aumento da morte celular.

As variagcbes no numero de copias de mtDNA sugerem fortemente uma
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possivel relacdo direta com a origem e a agressividade de um determinado tecido
tumoral. Essa associacdo, em parte, pode explicar como as alteracbes no contetudo
de mtDNA influenciam a clinica dos pacientes. Com base nos resultados anteriores e
em consonancia com outros estudos, € perceptivel que as mudancas no conteudo de
MtDNA desencadeiam alteracdes metabdlicas nas células leucémicas, podendo
resultar em aumento da resisténcia a apoptose e maior produgdo de energia celular

(Liyanage et al. 2017; Nakamura-Ishizu et al. 2020).

Entretanto, em uma doenca tdo heterogénea como a LMA, um estudo
conduzido por Yehudai e colaboradores observou que a deplecdo do conteudo de
mtDNA (mtDNACc) ndo ocasionou alteracdes na viabilidade celular em todas as células
avaliadas, levantando a questéo sobre até que ponto o mtDNAc pode ser considerado

um marcador valido para abordagens terapéuticas (Yehudai et al. 2018).

Diante dessa premissa, tomamos a decisdo estratégica de empregar células
com perfis metabdlicos distintos, visando aprofundar nossa compreensdo sobre o
impacto da deplecdo do mtDNAc em diferentes contextos celulares. A linhagem MV4-
11, conhecida por seu metabolismo preferencialmente fosforilativo, revelou um
aumento notavel na apoptose apos a reducao do mtDNAc, o que se traduziu em um
resposta terapéutica positiva. Surpreendentemente, observamos que nas células com
um metabolismo predominantemente glicolitico, como a OCI-AML3, somente doses
mais elevadas dos farmacos metformina e venetoclax resultaram em beneficios

significativos apos a reducdo do mtDNAC.

Esse achado sugere uma complexa interacédo entre o estado metabolico das
células e sua resposta a deplecdo do mtDNAc, destacando a necessidade de uma
abordagem diferenciada para otimizar a eficacia dos tratamentos farmacolégicos

frente a diferentes subtipos celulares.

Esse processo € justificado em estudos anteriores, como no de Liu e
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colaboradores, onde foi observado que o tratamento das células leucémicas com
venetoclax resultou em um aumento nos niveis de glicélise e metabolismo dos acidos
graxos (Liu et al. 2022). Sugerindo quecélulas preferencialmente glicoliticas podem
potencializar seu metabolismo ao terem seu processo mitocondrial perturbado,

gerando resisténcia aos tratamentos.

Indubitavelmente, o mtDNAc surge como um indicador promissor para avaliar
a eficicia terapéutica em pacientes com LMA. No entanto, é imperativo conduzir
estudos adicionais para fortalecer e validar nossas descobertas. Além disso, é
essencial explorar se 0 mtDNAc pode desempenhar papel crucial no contexto da
refratariedade ao tratamento e na avaliacdo da doenca residual apés quimioterapia.
Essas investigacbes adicionais sao fundamentais para aprofundar nossa
compreensao dos mecanismos subjacentes a resposta terapéutica em pacientes com
LMA e podem potencialmente abrir novas perspectivas para o desenvolvimento de

estratégias terapéuticas mais eficazes e personalizadas.
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7 CONCLUSOES

Nossos achados coletivos fornecem uma base sélida para destacar a
importancia clinica do conteddo de mtDNA na LMA. O elevado conteudo de mtDNA
foi consistentemente associado a resisténcia a apoptose induzida pela citarabina, um
dos principais farmacos utilizados no tratamento da LMA. A deplecdo do mtDNAc
demonstrou ser uma estratégia eficaz para aumentar a sensibilidade das células

mononucleares a citarabina.

Além disso, nossos resultados revelaram uma relacdo direta entre os perfis
metabdlicos das células e a resposta aos diferentes farmacos utilizados no tratamento
da LMA. Em particular, observamos uma resposta aprimorada em subgrupos
especificos de farmacos, especialmente na linhagem MV4-11, caracterizada por um
metabolismo preferencialmente fosforilativo. No entanto, é importante ressaltar que
algumas células mostraram maior resisténcia ao tratamento, respondendo

efetivamente apenas a doses mais elevadas dos farmacos.

Esses achados ressaltam o potencial do mtDNAc, avaliado no momento do
diagnostico, como uma ferramente valiosa para identificar o estado metabdlico
energético das células leucémicas. Essa informacéo pode ser crucial para orientar
decisdes terapéuticas mais precisas e personalizadas, visando maximizar a eficacia

do tratamento e minimizar a resisténcia a terapia.
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ANEXO B — TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
(TCLE)

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)

MAIORES DE 18 ANOS

(resolucao 466/12)

Convidamos o(a) Sr.(a) para participar, como voluntario(a), da pesquisa "Determinacéo do
namero de copias de DNA mitocondrial (mtDNA) na Leucemia Mieloide Aguda” que esta sob
a responsabilidade do(a) pesquisador(a) Amanda Moreira Gongalves de Aguiar (Fone: (81)
9.98018899 — E-mail: amandamoreira98@gmail.com) e sob a orientagédo do Prof. Dr. Antonio
Roberto Lucena de Araujo ((81) 9.9159-4676 - araujoarl@hotmail.com) e Msc. Pedro Luiz de

Franca neto (Fone: 81 9666-1908 — pedro.neto229@gmail.com). Também participam desta

pesquisa: Dr. Marcos André Cavalcanti Bezerra ((81) 9.9800- 8105 -

machbezerra@bol.com.br).

ApoOs ser esclarecido (a) sobre as informagfes a seguir, no caso de aceitar a fazer parte do
estudo, rubrique as folhas e assine ao final deste documento, que estd em duas vias. Uma
delas € sua e a outra é do pesquisador responsavel. Em caso de recusa, o (a) Sr.(a) ndo sera
penalizado(a) de forma alguma. O (a) Sr. (a) tem o direito de retirar 0 consentimento a

qualquer tempo, sem qualquer penalidade.

As neoplasias hematologicas sado canceres das células do sangue. Essas doengas afetam
criancas e adultos impedindo a boa funcionalidade das células sanguineas, causando anemia,
alteracdes nos gloébulos brancos, e sangramento. De curso clinico muitas vezes agressivo.
N&o estdo previstos beneficios diretos para o paciente, entretanto, como beneficio indireto, a
identificac@o de alteracdes genéticas levara ao melhor entendimento da doenca contribuindo
para o desenvolvimento de novas ferramentas diagnésticas e prognosticas aumentando a

qualidade de vida dos pacientes. Dessa forma, gostariamos que vocé doasse 5 ml de sangue,
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obtidos usando agulhas e seringas descartaveis. O risco por nos avaliado para o paciente
que em funcdo da coleta de sangue, pode haver a formacdo de um pequeno hematoma local,

além da ocorréncia de uma dor leve resultante da picada de agulha.

As informacdes desta pesquisa serdo confidencias e serdo divulgadas apenas em eventos ou
publicagBes cientificas, ndo havendo identificacdo dos voluntarios, a ndo ser entre 0s
responsaveis pelo estudo, sendo assegurado o sigilo sobre a sua participacdo. Os dados
coletados nesta pesquisa (entrevistas e dados laboratoriais) ficardo armazenados em
computador pessoal sob a responsabilidade do pesquisador responsavel, no endereco acima

informado, pelo periodo minimo de 5 anos.

O (a) senhor (a) ndo pagara nada para participar desta pesquisa. Se houver necessidade, as
despesas para a sua participagdo serdo assumidas pelos pesquisadores. Fica também
garantida indenizagdo em casos de danos, comprovadamente decorrentes da participagéo na
pesquisa, conforme deciséo judicial ou extra-judicial. Em caso de dividas relacionadas aos
aspectos éticos deste estudo, vocé poderd consultar o Comité de Etica em Pesquisa
Envolvendo Seres Humanos da UFPE no enderego: (Avenida da Engenharia s/n — 1° Andar,
sala 4 - Cidade Universitaria, Recife-PE, CEP: 50740-600, Tel.: (81) 2126.8588 — email:

cepccs@ufpe.br).

(Assinatura do pesquisador)
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Determinacdo do numero de cépias de DNA mitocondrial (mtDNA) na Leucemia
Mieloide Aguda

CONSENTIMENTO DA PARTICIPACAO DA PESSOA COMO VOLUNTARIO

Eu, , CPF , abaixo
assinado, apoés a leitura (ou a escuta da leitura) deste documento e ter tido a oportunidade de
conversar e ter esclarecido as minhas davidas com o pesquisador responsavel, concordo em
participar do estudo " Avaliagdo molecular do nimero de cépias de DNA mitocondrial (mtDNA)
em neoplasias hematolégicas de origem mieloide", como voluntario(a). Fui devidamente
informado(a) e esclarecido(a) pelo(a) pesquisador(a) sobre a pesquisa, 0s procedimentos nela
envolvidos, assim como os possiveis riscos e beneficios decorrentes de minha participacao.
Foi-me garantido que posso retirar meu consentimento a qualquer momento, sem que isto
leve a qualquer penalidade

Local e data

Assinatura do

participante

Presenciamos a solicitagdo de consentimento, esclarecimentos sobre a pesquisa e aceite
do voluntario em participar.

Nome: Nome:

Assinatura: Assinatura:
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