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RESUMO

Alteragdes relevantes como: reprogramacao metabolica, mudanga no perfil de expressao
génica, proteica e interagdo com células do sistema imune sdo observadas nas células
precursoras mieloides e linfoides presentes na medula dssea, como a Leucemia Mieloide Aguda
(LMA) e a Leucemia Linfocitica Aguda (LLA-B). Dessa forma, € necessario investigar formas
de identificar e atingir as células que sao consideradas as maiores responsaveis pela resisténcia
e recorréncia, dentre as diferentes populacdes neoplésicas. Por isso, neste projeto, propusemos
a avaliacdo de caracteristicas do metabolismo e de diversos marcadores de células slow-cycling
ou marcadores de Leukemia Stem Cells (LSCs). Primeiramente, analisamos dados de expressao
génica disponiveis publicamente de pacientes de LMA e LLA-B, onde comparamos a expressao
de diversos marcadores associados com as LSCs e as células slow-cycling em amostras
recorrentes de medula e amostras primarias de medula. Observamos um enriquecimento de
expressao de genes da assinatura de LSCs e células slow-cycling nas amostras recorrentes, assim
como identificamos grupos de genes, diferentes para LLA-B e LMA, que apresentam potencial
como biomarcadores de LSCs ou células slow-cycling e para deteccdo da Doenca Residual
Minima (DRM). Além disso, observamos conjuntos de vias enriquecidas nas amostras
recorrentes que podem indicar processos metabolicos relevantes para a persisténcia de células
leucémicas ap6s o tratamento. Em seguida, analisamos amostras de medula de pacientes com
LMA ou LLA-B no momento do diagndstico € no momento da primeira avaliagdo da DRM. As
analises foram realizadas antes e apds o tratamento dos pacientes de forma a identificar
possiveis alteracdes nas populagdes celulares mediante tratamento. Esta abordagem permitiu
uma analise unica sobre as populag¢des tumorais de cada paciente e como elas respondem ao
tratamento. Adicionalmente, a analise dos resultados estratificados de acordo com o risco
designado no momento do diagnostico possibilitou a visualizacdo de diferentes perfis entre os
pacientes, que, eventualmente, podem contribuir para estratégias de aloca¢do de risco e
prognoéstico. Analisamos a expressao génica de um conjunto de genes de interesse por estarem
envolvidos em vias metabolicas e processos biologicos relevantes aos fenotipos slow-cycling e
de LSCs e observamos diferencas de expressao entre diagnostico e DRM, a maioria dos genes
analisados apresentou aumento de expressao na DRM. Realizamos uma anélise populacional
dos blastos dos pacientes de LLA-B e LMA por imunofenotipagem, observando a expressao de
marcadores de interesse e de checkpoints imunes. As populagdes mais imaturas de blastos
(CD34+) apresentaram maior expressao dos marcadores analisados, em geral. Também
observamos a expressoes de checkpoints imunes em populagdes de células imunes (monocitos,
linfocitos e neutrdfilos) destes mesmos pacientes, quando possivel. Por fim, observamos
caracteristicas do metabolismo das células nestas amostras, antes e apos o tratamento, em
relagdo a glicdlise, metabolismo de acidos graxos, fosforilagao oxidativa. Também observamos
a capacidade de quimiorresisténcia diferencial entre células slow- e fast-cycling. O
entendimento do funcionamento diferencial das LSCs e das células slow-cycling em relagdo as
outras populagdes de células leucémicas € crucial ndo apenas para encontrar tratamentos que as
atinjam especificamente, como também para identifica-las propriamente, com as ferramentas
atuais de diagnostico, além de abrir caminho para novos alvos de tratamento que compreendem
a complexidade da heterogeneidade tumoral.

Palavras-chave: Leucemia Linfocitica Aguda B, LLA-B, Leucemia Mieloide Aguda, LMA,
Imunometabolismo, Fenotipo Slow-Cycling, Leukemia Stem Cells, Checkpoints Imunes.
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ABSTRACT

Relevant alterations such as: metabolic reprogramming, changes in gene and protein expression
profile and interaction with immune system cells are observed in myeloid and lymphoid
precursor cells present in the bone marrow, in Acute Myeloid Leukemia (AML) and Acute
Lymphocytic Leukemia (ALL-B). Thus, it is necessary to investigate ways to identify and target
the cells that are considered responsible for resistance and recurrence, among the different
neoplastic populations. Therefore, in this project, we proposed the evaluation of metabolic
characteristics and of several slow-cycling cell markers or Leukemia Stem Cells (LSCs)
markers. First, we analyzed publicly available gene expression data from AML and ALL-B
patients, where we compared the expression of several markers associated with LSCs and slow-
cycling cells in recurrent bone marrow samples and primary bone marrow samples. We
observed an enrichment of gene expression signature of LSCs and slow-cycling cells in the
recurrent samples, as well as identified groups of genes, different for ALL-B and AML, that
have potential as biomarkers for LSCs or slow-cycling cells and for detection of Minimal
Residual Disease (MRD). Furthermore, we observed sets of enriched pathways in the recurrent
samples that may indicate metabolic processes relevant to the persistence of leukemic cells after
treatment. We then analyzed bone marrow samples from patients with AML or B-ALL at the
time of diagnosis and at the time of the first MRD assessment. Analyses were performed before
and after treatment of patients in order to identify possible changes in cell populations upon
treatment. This approach allowed for a unique analysis of each patient's neoplastic populations
and how they respond to treatment. Additionally, the analysis of results stratified according to
the risk assigned at the time of diagnosis made it possible to visualize different profiles among
patients, which, eventually, may contribute to risk allocation and prognosis strategies. We
analyzed the gene expression of a set of genes of interest because they are involved in metabolic
pathways and biological processes relevant to slow-cycling and LSCs phenotypes and we
observed differences in expression between diagnosis and MRD, most of the analyzed genes
showed increased expression in MRD. We performed a population analysis of blasts from B-
ALL and AML patients by immunophenotyping, observing the expression of markers of
interest and immune checkpoints. The most immature populations of blasts (CD34+) showed
higher expression of the analyzed markers, in general. We also observed the expression of
immune checkpoints in populations of immune cells (monocytes, lymphocytes and neutrophils)
from these same patients, when possible. Finally, we observed characteristics of cell
metabolism in these samples, before and after treatment, in relation to glycolysis, fatty acid
metabolism and oxidative phosphorylation. We also observed differential chemoresistance
between slow- and fast-cycling cells. Understanding the differential functioning of LSCs and
slow-cycling cells in relation to other leukemic cell populations is crucial not only to find
treatments that specifically target them, but also to identify them properly, with current
diagnostic tools, in addition to pave the way for new treatment targets that comprehend the
complexity of tumor heterogeneity.

Keywords: Acute Lymphoblastic Leukemia type B, B-ALL, Acute Myeloid Leukemia, AML,
Immunometabolism, Slow-Cycling Phenotype, Leukemia Stem Cells, Immune Checkpoints.



12

LISTA DE TABELAS

Tabela 1 — Sequéncias dos primers foward e reverse utilizados para amplificagdo do painel de
genes aplicado as amostras de pacientes do HCPA. Pagina 38.

Tabela 2 — Dados epidemioldgicos dos pacientes de LMA da coorte HCPA incluidos no
estudo. Pagina 47.

Tabela 3 — Dados epidemiologicos dos pacientes de LLA-B incluidos no estudo. Pagina 66.

LISTA DE ABREVIATURAS

ATRA Acido Trans-retindico

CCA Centro Cirurgico Ambulatorial

CFDA Diacetato de 6-carboxifluoresceina

CTE Cadeia Transportadora de Elétrons

CTH C¢lulas Tronco Hematopoieticas

CSC Cancer Stem Cell

DRM Doenga Residual Minima

DX Diagnostico

FSC Foward Scatter

GAPDH Glideraldeido-3-fosfato desidrogenase

HCPA Hospital de Clinicas de Porto Alegre

INCA Instituto Nacional do Cancer

LLA Leucemia Linfocitica Aguda

LLA-B Leucemia Linfocitica Aguda do tipo B

LLA-T Leucemia Linfocitica Aguda do tipo T

LMA Leucemia Mieloide Aguda

LMA MO Leucemia Mieloblastica Aguda indiferenciada
LMA M1 Leucemia Mieloblastica Aguda com maturagdo minima
LMA M2 Leucemia Mieloblastica Aguda com maturagao
LMA M3 Leucemia Promielocitica Aguda

LMA M4 Leucemia Mielomonocitica Aguda

LMA M5 Leucemia Monocitica Aguda

LMA M6 Leucemia Eritroide Aguda



LMA M7 Leucemia Megacarioblastica Aguda

LSC Leukemia Stem Cell

MFI Mean Fluorescence Intensity

MHC Complexo Principal de Histocompatibilidade

NGS Next Generation Sequencing

OXPHOS Fosforilagao Oxidativa

PBS Tampao fosfato-salino

PDH Piruvato Desidrogenase

SNC Sistema Nervoso Central

SFB Soro Fetal Bovino

PCR Polimerase Chain Reaction

RQ-PCR Real-time Quantitative Polimerase Chain Reaction
RT-PCR Reverse Transcription Polimerase Chain Reaction
SMD Sindrome Mielodisplésica

SSC Side Scatter

TCA Acido Tricarboxilico

TCGA The Cancer Genome Atlas

TCLE Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

TCR T Cell Receptor

TMO Transplante de Medula Ossea



14

1. INTRODUCAO

O cancer ¢ uma doencga complexa e multifatorial, de forma crescente e ao longo do
tempo sdo encontrados mais fatores que agregam no processo de células normais tornarem-se
cancerosas. Nos anos 2000 surgia a primeira tentativa de enumerar estes fatores, com o artigo
Hallmarks of Cancer de Douglas Hanahan e Robert Weinberg. Em primeiro momento, os
autores citam como caracteristicas adquiridas fundamentais para o cancer a evasao da apoptose,
autossuficiéncia em sinais de crescimento, insensibilidade a sinais anti-crescimento,
angiogénese sustentada, potencial replicativo ilimitado e invasdao de tecidos e metastase
(HANAHAN; WEINBERG, 2000). Onze anos depois as marcas-registradas do cancer foram
revisitadas, sendo agregadas a desregulagdo energética celular e a evasdo imune. Além disso,
sdo citadas caracteristicas que possibilitam a aquisi¢ao de hallmarks como a inflamagao pro-
tumoral e a instabilidade gendmica (HANAHAN; WEINBERG, 2011). Mais recentemente, em
2022, sao discutidos como novas hallmarks o desbloqueio da plasticidade fenotipica e a
senescéncia e como novas caracteristicas possibilitadoras a reprogramacao epigenética nao-
mutacional e os microbiomas polimérficos (HANAHAN, 2022). O aumento, neste intervalo de
vinte anos, do conhecimento sobre a etiologia, desenvolvimento e progressao do cancer nos
mostram que o cancer nao pode ser definido por poucos parametros ou caracteristicas, de forma
simplificada. A crescente variabilidade de opinides no “campo” das hallmarks do cancer
mostra a importancia da compreensdo da heterogeneidade neoplésica, de modo a tentar
compreender melhor este conjunto de doengas (PAVLOVA; THOMPSON, 2016; SANCHO;
BARNEDA; HEESCHEN, 2016; SENGA; GROSE, 2021). Finalmente, ¢ essencial que estes
novos conceitos e conhecimentos sejam aplicados na realidade clinica dos pacientes que
enfrentam o cancer, promovendo uma constante atualizacdo dos pardmetros de diagnostico,

prognostico e tratamento.

Considerando os hallmarks do cancer aqui apresentados, destacamos a desregulacao
metabdlica, a evasdo do sistema imune, a plasticidade fenotipica e a reprogramacao epigenética
ndo-mutacional. Este trabalho trard resultados que englobam os hallmarks e leva em
consideragdo caracteristicas da biologia celular de células de leucemias agudas que se
relacionam com os hallmarks citados. Além disso, abordamos estas questdes sempre levando
em consideracdo a heterogeneidade tumoral, ou seja, levando em consideragdo a possibilidade

de existéncia de diferentes formas de expressdo de cada hallmark em um mesmo paciente.
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Acreditamos na importancia da avaliagdo personalizada de cada paciente para melhorar os

resultados no diagndstico, progndstico e tratamento das leucemias agudas.

1.1 Leucemias

De acordo com o INCA (Instituto Nacional do Cancer), a leucemia ¢ uma doenca que
acomete os precursores das células sanguineas. Sendo sua principal caracteristica o acimulo de
células cancerosas na medula 6ssea, levando a supressao da presenca e atividade das células
normais por estas. Em 2020, no Brasil, as leucemias foram estimadas como o 9° cancer mais
incidente em homens, totalizando 5.920 novos casos € 2,6% de todos os novos casos. Em 2019,
as leucemias foram o décimo cancer com maior mortalidade no Brasil. Estima-se que em 2020
deve ter havido 950 novos casos de leucemias no Rio Grande do Sul. As taxas brutas de
incidéncia estimadas para 2020 das leucemias no Rio Grande do Sul sdo de 7,67 casos a cada
100.000 habitantes para homens e 6,17 casos a cada 100,000 habitantes para mulheres. O Rio
Grande do Sul esta entre os estados com maiores taxas ajustadas de incidéncia de leucemias

nos homens (MINISTERIO DA SAUDE; INSTITUTO NACIONAL DO CANCER, 2020).

Existem duas formas de leucemias agudas a leucemia mieloide aguda (LMA) e a
leucemia linfocitica aguda (LLA); também podemos destacar a leucemia mieloide cronica
(LMC), que ¢ um tipo de mieloproliferagdo, e a e leucemia linfocitica cronica (LLC), que € um
tipo de linfoproliferacao (Fig. 1) (SIEGEL; MILLER; JEMAL, 2020). A leucemia linfocitica
aguda (LLA) ¢ considerada um tipo agressivo de leucemia, com predominio de precursores de
linfécitos alterados na medula 6ssea, capazes de invadir ganglios linfaticos, baco, figado e o
sistema nervoso central (TERWILLIGER; ABDUL-HAY, 2017). Este ¢ o tipo mais comum
em criangas, representando 28% dos casos nos Estados Unidos, sendo também o grupo que
melhor responde as terapias atuais (SIEGEL et al., 2022). E importante destacar que a LLA se
divide, principalmente, nos tipos B e T, referentes ao tipo de linfécito que o precursor alterado
daria origem (SWERDLOW et al., 2016). A leucemia mieloide aguda (LMA), por sua vez, € o
tipo mais comum das leucemias agudas em adultos, onde ha a proliferagdo exacerbada de
c¢lulas chamadas de blastos, de caracteristica mieloide (PELCOVITS; NIROULA, 2020). Este
¢ o tipo mais comum em adultos, responsavel por 80% dos casos de leucemias em adultos,
sendo que os pacientes acima de 60 anos apresentam o pior prognodstico (VAKITI;

MEWAWALLA, 2021). Ja as leucemias linfocitica cronica (LLC) ¢ mieloide cronica (LMC)
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apresentam progressdo muito lenta, sendo mais comuns em adultos e raras em criangas

(INSTITUTO NACIONAL DO CANCER, 2018).

[ Leukaemia J
I

( )

[ Myeloid leukaemias ] [Lymphoicf leukaemias}
[

( ! y ( \

Myelodysplastic 1__ Chronic lymphocytic
syndrome (MDS) j\ leukaemia (CLL)

-

Acute myeloid | | Myeloproliferative
leukaemia (AML) neoplasms

[ !

Chronic myeloid Polycythaemia
leukaemia (CML) vera

‘ Acute lymphoblastic
leukaemia (ALL)

Essential
thrombocythaemia

Nature Reviews | Disease Primers

Figura 1: Representacio esquematica dos subtipos de leucemias mieloides e linfocitica, ou linfoides. Retirado

de (KHWAIJA et al., 2016).

Estima-se que em 2022, nos Estados Unidos, ocorram 60.650 novos casos de leucemias
sendo 6.150 devido a LLA, 20.1600 devido a LLC, 20.050 devido a LMA e 8.860 devido a
LMC. Estima-se, também, que ocorrerdao 24.000 mortes por leucemias nos Estados Unidos em
2022. Sendo 1.520 mortes devidas a LLA, 4.060 mortes devidas a LLC, 11.180 mortes devidas
a LMA e 1.130 mortes devidas a LMC. As leucemias foram o segundo tipo de cancer com
maior mortalidade nas faixas etarias abaixo de 20 anos e de 20-39 anos nos homens nos Estados
Unidos. Foram também o segundo tipo de cancer com maior mortalidade na faixa etaria abaixo
de 20 anos e o quinto na faixa etaria de 20-39 e de acima de 80 anos nas mulheres (SIEGEL et

al., 2022).

1.2 Leucemia Linfocitica Aguda tipo B

A Leucemia Linfocitica Aguda (LLA) ¢ uma doenca maligna dos precursores linfoides
presentes na medula 0ssea, que pode acometer pacientes de todas as idades. A maioria dos casos
se da em criancas (TERWILLIGER; ABDUL-HAY, 2017) e a taxa de recuperagdo ¢
considerada excelente para este grupo etario (HOHTARI et al., 2019; SIEGEL et al., 2022).
Entretanto, estima-se que aproximadamente 20% dos pacientes entram em recidiva (NICOLAE
SAVA et al., 2019). O pico de ocorréncia da LLA ¢ entre dois e cinco anos de idade (PUI;

EVANS, 2013). Os adultos caracterizam a menor parte dos casos de LLA, porém a taxa de
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recuperagdo deste grupo etario ainda ndo ¢ ideal levando a maior mortalidade (HOHTARI et
al., 2019). A resposta primaria ao tratamento ¢ preditiva do risco de remissdo do paciente com
LLA, sendo utilizada como um fator de decisdo do curso de tratamento de pacientes
(CAMPANA, 2012). A deteccao da Doenca Residual Minima (DRM) ¢ atualmente a forma de
determinar o prognostico mais efetiva tanto para casos de LLA em adultos quanto em criancas
(BOROWITZ et al., 2008; SCHRAPPE, MARTIN et al., 2011). A detecgdo da DRM ¢
realizada por citometria de fluxo ou técnicas envolvendo PCR, o que possibilita a deteccao de
c¢lulas anormais da LLA com maior sensibilidade em comparagdo ao exame da morfologia

celular por microscopia (INABA; GREAVES; MULLIGHAN, 2013).

1.2.1 Tratamento e estratifica¢do de risco na LLA-B

Um dos principais protocolos de tratamento para pacientes de LLA-B e utilizado na
maioria dos pacientes participantes do estudo prospectivo deste trabalho ¢ o IC-BFM 2009.
Este protocolo foi estabelecido por um estudo clinico nos anos 2000, e ¢ constantemente
otimizado de forma a melhorar as taxas de sucesso do tratamento. Consiste na combinagao de
esteroides (predinisona ou dexametasona) e os anti-metabolitos metotrexato ou mercaptopurina
na terapia de inducao (SCHRAPPE, M. et al., 2000). A estratégia de tratamento varia de acordo
com o risco que pode ser standard (baixo), intermediario ou alto. Caracteristicas que sao
incluidas na estimativa do risco (de recorréncia) sdo: idade, contagem de leucocitos, nimero de
blastos no dia 8 de tratamento, preseng¢a ou nao de blastos no dia 15 por deteccdo da DRM,
hiperploidia alta ou baixa, e as alteracdes citogenéticas t(9;22) ou t(4;11) (CAMPBELL et al.,
2009).

Diversas caracteristicas impactam no prognostico para os pacientes de LLA-B, ndo
estando associadas a fendtipos celulares especificos, mas sim as populagdes mais
representativas; aqui serdo citadas algumas das mais relevantes. Dentre as anormalidades
citogenéticas estdo a presenca do cromossomo Filadélfia (Ph) ocasionada pela translocagdo
(9;22), que ocorre em 20-30% dos pacientes adultos e 5% dos pediatricos, conferindo pior
prognostico; também sdo relevantes a dele¢do de /KZF1 e rearranjos de MLL (translocacao
(4;11)), ambas representando um pior progndstico (LOGHAVI; KUTOK; JORGENSEN,
2015). Algumas alteracdes sao mais comuns em pacientes pedidtricos como alta ou baixa

hiperploidia, enquanto o fenotipo Ph, Ph-like e da fusdo dos genes ETV6/RUNXI sdo mais
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frequentes nos pacientes adultos. Estas caracteristicas auxiliam na determinagdo do risco,
quando disponivel a pesquisa por alteragdes citogenéticas; porém, nao estabelecem a base da
LLA em uma minoria substancial de pacientes pediatricos (INABA; MULLIGHAN, 2020) e
em um numero maior ainda de pacientes adultos. A recorréncia ainda ¢ a principal causa de
falha no tratamento de adultos com LLA e ocorre em quase metade dos pacientes que atingem

a remissao transitoria (ALDOSS; STEIN, 2018).

A deteccdo da DRM ¢ a forma de acompanhar a efetividade do tratamento e possibilita
alterar a estratificacao de risco dos pacientes ao longo do tempo, dependendo da resposta ao
tratamento, apds a estratificacdo inicial realizada no momento do diagnostico como descrito
acima (KRUSE et al., 2020). Nesse contexto, foi demonstrado que a resposta a prednisona,
alocacao de risco e deteccao da DRM por citometria de fluxo nos dias 15 e 33 (D15 e D33)
apods o inicio do tratamento sdo os fatores mais importantes que preveem o prognostico em
pacientes de LLA-B pediatrica (RADU et al., 2020). A citometria de fluxo ¢ considerada o
método mais rapido e acessivel dentre os disponiveis (outros incluem RQ-PCR, RT-PCR e
NGS) para deteccao da DRM, além disso esta técnica permite acompanhamento personalizado
da expressao de diferentes marcadores em cada paciente (KRUSE et al., 2020; VAN DONGEN
etal.,2012).

1.3 Leucemia Mieloide Aguda

A Leucemia Mieloide Aguda (LMA) ¢ caracterizada pelo crescimento descontrolado e
exagerado de células indiferenciadas, chamadas de blastos, de caracteristica mieloide. Existe
uma subclassificacdo das LMA em oito subtipos: MO e M1, mieloblésticas imaturas; M2,
mielobldstica madura; M3, pro-mielocitica; M4, mielomonocitica; M5, monocitica; M5,
eritroleucemia; e M7, megacariocitica (HAMERSCHLAK, 2008). Esta ¢ a classificagdo de
2008 realizada pela OMS e a utilizada neste trabalho (VARDIMAN et al., 2009). Porém, ¢
importante ressaltar que ha uma classificacdo das neoplasia mieloides da OMS mais recente, de
2016, que se baseia na presenca de mutagdes e translocagdes especificas (ARBER et al., 2016).
A remissao (ou nao) de pacientes com LMA depende de alguns fatores como idade do paciente,
resposta a terapia, e caracteristicas citogenéticas (BENNETT; ANDERSEN; CASSILETH,
1991). A analise do cariotipo das células blasticas da LMA também auxilia no diagndstico, em

que a divisdo em trés grupos define o prognostico como favordvel, intermedidrio ou
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desfavoravel (GRIMWADE et al., 1998; TALLMAN; GILLILAND; ROWE, 2005a). A
detec¢do de rearranjos, principalmente, dos genes MLL (MLL-PDT) e FLT3 (FLT3-IDT)

também ¢ bastante utilizada como valor prognostico desfavoravel para pacientes com LMA

(SHIMADA et al., 2008).

1.3.1 Tratamento e estratificagdo de risco na LMA

Um dos principais protocolos de tratamento para pacientes de LMA e o utilizado na
maioria dos pacientes participantes do estudo prospectivo deste trabalho ¢ o regime “7+3”. Este
consiste em sete dias de infusdo intravenosa continua de citarabina, antimetabdlito andlogo da
citosina, e 3 dias de injegdes de danorubicina, antineoplasico da classe das antraciclinas
(BERNARD et al.,1973; CROWTHER et al., 1973; ELLISON et al., 1968). Esse foi o primeiro
protocolo a atingir uma taxa de remissao de 63% para LMA, porém apenas 35-40% sobrevivem

a longo prazo (5 anos ou mais sem recidivas) (ROWE, 2022).

Um dos maiores empecilhos atualmente no tratamento das LMAs ¢ a recidiva,
ocorrendo em 40-50% dos pacientes mais jovens e na maioria dos pacientes mais idosos. O
prognostico de pacientes com recidiva € sempre pior € depende, principalmente, do momento
de recidiva (inicial ou tardio) (THOL; GANSER, 2020). Além disso, ha a possibilidade de
realizar o Transplante de Medula Ossea (TMO), porém os pacientes que passam pelo TMO
também correm o risco de recidivar. Destes pacientes, 40% apresentam recidiva apos o TMO e
pelo menos 20% dos pacientes que passaram pelo TMO e recidivaram sobrevivem apos 5 anos
(ARFONS et al., 2009). Novamente, a analise citogenética ¢ bastante aplicada para
complementar a determinag@o do progndstico, com as muta¢des em NPM1 (a mais frequente),
CEBPA, TP53, RUNXI ou ASXLI (ARBER et al., 2016), havendo também genes que
apresentam mutacoes “targetable” como FLT3, IDHI ou IDH?2. Entretanto, ¢ provavel que a
frequéncia de variantes alélicas de mutagdes mude ao longo do tempo, com clones menos
frequentes tornando-se mais dominantes e clones dominantes diminuindo em frequéncia

(DOHNER et al., 2017; THOL; GANSER, 2020).

Apenas o subtipo M3 de LMA, promielocitica, apresenta um protocolo de tratamento
distinto. Neste caso, a combinacao do acido al/-trans-retinoico (ATRA) com antraciclinas em
altas doses cumulativas resulta em bons desfechos para pacientes adultos e pediatricos (TESTI

et al., 2015). O protocolo, estabelecido em 2008, leva em conta a contagem total de leucdcitos
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para determinacdo do risco e inclui uma etapa de indugdo e duas de consolidagdo. Uma etapa
seguinte de manutencdo com mercaptopurina, metotrexato ou ATRA ¢ realizada apos
negativacao da DRM (GIBSON et al., 2008). Também se aplica a investigacao citogenética na
busca da translocacdo (15;17) que gera o rearranjo dos genes PML-RARA, a presenca desta

alteracdo determina o uso de ATRA no tratamento (CHAUFFAILLE et al., 2001).

1.4. Reprogramacao metabolica

O principal evento de reprogramacao metabdlica conhecido ¢ o chamado efeito
Warburg, que explica a adigdo a glicolise apresentada por células do cancer. Esta alteracdo no
metabolismo permite o suporte do metabolismo anabolico necessario para as taxas aumentadas
de proliferacdo apresentadas pelas células do cancer (VANDER HEIDEN; CANTLEY;
THOMPSON, 2009; WARBURG, 1956). Diversas outras rotas do metabolismo estdo alteradas
no cancer, especialmente nas leucemias, como o metabolismo de aminoacidos e de acidos
graxos. Além de representarem uma fonte alternativa para reciclagem de ATP, a atividade
destas vias também garante o reposicionamento de precursores para as vias anabolicas como os
intermediarios do ciclo do TCA e da via das pentoses-fosfato (CASTRO; SAMPAIO-
MARQUES; LUDOVICO, 2019; STAUBERT et al., 2015). Atualmente se sabe que a
reprogramagdo metabodlica pode levar as células do cancer a outros fen6tipos que ndo apenas o
classico relacionado ao efeito Warburg, por exemplo, fenotipos que utilizam a fosforilagao
oxidativa em células resistentes ao tratamento em linhagens celulares de linfoma (GUIEZE et
al.,2019). A mitocondria, centro da fosforilagao oxidativa na célula, ja foi apontada como alvo
terapéutico no tratamento da LLC. Isso porque ao mesmo tempo que o metabolismo oxidativo
pode conferir resisténcia as células do cancer, ele também ¢ fonte de Espécies Reativas de
Oxigénio (ERO) (JITSCHIN et al., 2014). A producao de EROS afeta vias de sinalizagdo
atreladas a estas moléculas que estdo relacionadas a proliferacao, progressao tumoral e
metastase (KALYANARAMAN et al., 2018). Além disso, ¢ na mitocondria onde ocorre a 3-
oxidacdo, via que também ¢ bastante estudada como potencial alvo terapéutico nas leucemias,
devido a sua importancia para as células leucémicas (CASTRO; SAMPAIO-MARQUES;
LUDOVICO, 2019; SAMUDIO; KONOPLEVA, 2015). Ademais, a mitocondria ja foi citada
como um alvo de tratamento, devido ao seu papel central no metabolismo e sinalizagao,
especialmente nas Leukemia Stem Cells, portanto drogas que atingem o metabolismo

mitocondrial podem apresentar potencial no tratamento das leucemias (PANUZZO et al.,
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2020). Por exemplo, a droga CPI-613, que ja esta sendo utilizado em estudos clinicos com LMA
em combinagdo com quimioterdpicos, que ¢ inibidora da piruvato desidrogenase e da a-ceto-
glutarato desidrogenase e afeta o metabolismo mitocondrial (PARDEE et al., 2018a; ZACHAR
etal.,2011).

1.4.1 Reprogramacdo metabolica na LMA

Ja& foram apontadas diferengas importantes entre o metabolismo das células tronco
hematopoiéticas (CTH), células saudaveis da medula, e as Leuckemia Stem Cells (LSCs),
c¢lulas que potencialmente sao responsaveis pela resisténcia a terapia e recidiva da leucemia
(MESBAHI et al., 2022). As CTH normais apresentam alto perfil glicolitico e baixos niveis de
fosforilacdo oxidativa e metabolismo de aminodcidos e lipideos. Uma reprogramagdo
fisiologica ocorre apds maturagdo e entrada na corrente sanguinea destas células, onde as taxas
glicoliticas baixam e a fosforilacdo oxidativa atinge niveis moderados, juntamente com o
metabolismo de lipideos (SIMSEK et al., 2010). As LSCs da LMA, por sua vez, apresentam
perfil mais oxidativo, tanto do metabolismo de aminoécidos quanto do de lipideos, do que
glicolitico (JONES, C. L. et al., 2018; PANUZZO et al., 2020). Também foi observado que o
mesmo fendmeno de mudanga de fenotipo metabdlico ocorre na populagdo geral de blastos que
migra para a corrente sanguinea (que em geral ndo sdo LSCs). Estes blastos demonstram taxas
aumentadas de glicolise, metabolismo de lipideos e de aminoacidos; porém, nem sempre as
taxas de fosforilagdo oxidativa também estdo aumentadas (CHEN, W. L. et al, 2014;
MESBAHI et al., 2022), o que pode ser devido a heterogeneidade tumoral ou a0 momento na

carcinogénese que estas células se encontram.

1.4.2 Reprogramacdo metabolica na LLA-B

A literatura acerca da plasticidade metabdlica apresentada na LLA-B ndo ¢ tdo extensa
quanto a da LMA, principalmente devido as maiores taxas de sucesso dos tratamentos
(principalmente em pacientes pediatricos, que sdo a maioria). Porém, ja foi apontado que a
recidiva na LLA-B deve estar, pelo menos parcialmente, atrelada a resisténcia ao tratamento
proporcionada por reprogramagdes metabolicas (ANSELMI et al., 2020). Um estudo relatou
associagdo de alta expressao de acido graxo sintase (FASN) com pior prognostico em pacientes

pediatricos de LLA (GHAEIDAMINI ef al., 2020). Similar a achados na LMA, outro estudo
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identificou que células de LLA-B com alta reciclagem de NADH/NAD" apresentaram maior
capacidade de fosforilagdo oxidativa e essa populacdo encontrava-se enriquecida em células

iniciadoras da leucemia (CHEN, C. et al., 2021).

1.5 Heterogeneidade tumoral

A heterogeneidade tumoral implica a existéncia de diferentes subpopulagdes de células
que compdem certo cancer e que podem interagir entre si, inclusive de forma sinérgica
(TABASSUM; POLYAK, 2015). Em primeiro momento, dois modelos foram propostos para
explicar a origem da heterogeneidade tumoral: o modelo de evolucao clonal e o modelo de
células tronco tumorais (do inglés Cancer Stem Cells ou CSCs) (SHACKLETON et al., 2009).
Atualmente o conceito de heterogeneidade evoluiu a ponto de considerar as relagcdes entre
diferentes tipos celulares dentro do microambiente tumoral, as relagdes entre diferentes
populagdes de cada tipo celular entre si mesmas (heterogeneidades intra-tumorais), e as
diferentes composi¢des populacionais entre pacientes/sujeitos (heterogeneidade inter-tumoral)
(ARNONE et al., 2020; KANZAKI; PIETRAS, 2020; MCGRANAHAN; SWANTON, 2017).
Quando discorremos sobre heterogeneidade intra-tumoral acerca da populacdo de células
tumorais, consideram-se, principalmente, fatores como: marcadores de superficie,
anormalidades (epi)genéticas, taxas de crescimento e apoptose (PRASETYANTI; MEDEMA,
2017). Todas essas caracteristicas contribuem para o fitness celular, que ¢ medido de acordo
com o numero de descendentes que um fendtipo especifico gera em um dado periodo. Os
fenotipos com melhor fitness sdo os que tendem a resistir ao tratamento e perduram,
provavelmente evoluindo de forma dindmica neste espago de tempo, gerando recorréncia

(LENZ et al., 2021).

1.5.1 Cancer Stem Cells

O modelo das CSCs sugere que apenas uma pequena populagdo do total das células
tumorais tenha a capacidade de repovoar o tumor apds um tratamento, por exemplo, e seriam
estas as células tronco tumorais (REYA et al., 2001). As CSCs sdo também conhecidas por
serem mais resistentes do que outras populagdes de células tumorais e, portanto, responsaveis

pela resisténcia ao tratamento (KONRAD et al., 2016). As células tronco tumorais foram
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primeiramente descritas em leucemias, através da identificagdo de células capazes de iniciar

leucemia mieloide aguda em camundongos imunodeficientes (LAPIDOT ef al., 1994).

1.5.1.1 Leukemia Stem Cells

Devido ao fato de terem sido identificadas em primeiro momento nas leucemias, as
CSCs em leucemias geralmente sdo referidas como Leukemia Stem Cells (LSCs), seguindo o
mesmo raciocinio por tras das CSCs (LAPIDOT et al., 1994). Primeiramente, acreditava-se que
apenas as CTH normais apds processo de transformacao seriam capazes de gerar LSCs. Porém,
j& € aceito que progenitores mais comprometidos também podem readquirir o potencial de
autorrenovacao, que as CTH apresentam, através de inimeras mudangas em expressao génica.
Mesmo que este processo requeira mais passos para ocorrer do que a transformacao de uma
cé¢lula menos comprometida, ndo deixa de ser um processo possivel de ocorrer no surgimento

da leucemia (WANG, J. C. Y.; DICK, 2005).

Diversos marcadores ja foram propostos para identificagdo das CSCs e/ou LSCs, aqui
citamos alguns, como o fenotipo CD34°CD38", a expressio de CDI133, e de CD271
(FOERSTER et al., 2019; GLUMAC; LEBEAU, 2018; JIANG et al., 2016; LAPIDOT et al.,
1994a; PEREGO et al., 2018), todos associados a estados de maior indiferenciacao.
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Figura 2: Representacdo esquematica dos processos que levam a perpetuacio das LSCs na medula e
possiveis eventos ocasionados pelo tratamento, principalmente pela quimioterapia. Retirada de: (ARNONE et al.,

2020).

A populagdo CD34"CD38" foi a primeira forma de identificar as LSCs na LMA em 1997,
a principal explicagdo, na época, era por ser um fenotipo bastante imaturo. Afinal, a perda de
expressao de CD34 e o ganho de expressdao de CD38 caracterizam uma curva de maturagao
comum para a maioria das células que se originam da medula dssea. Devido a maior presenca
de LSCs neste fendtipo mais imaturo (CD34°'CD38) surgiu a hipotese de que todas LSCs
surgiriam de células tronco normais (BONNET; DICK, 1997). Apos anos de pesquisa na area,
foi demonstrado que nao necessariamente as LSCs sao originadas de células tronco tumorais e
que elas podem estar presentes em compartimentos CD34" (TAUSSIG et al, 2010).
Essencialmente, as LSCs encontram-se na populacdo mais imatura dentre as presentes nos
blastos de cada paciente, porém nao exclusivamente, ja que um mesmo paciente pode apresentar
mais de uma populagdo de LSCs (BLAIR; SUTHERLAND, 2000; SARRY et al., 2011). Isso
se deve, principalmente, pela possivel heterogeneidade de clones e a capacidade de
desdiferenciacdo apresentada por alguns fenotipos celulares. Especialmente nas leucemias, a
heterogeneidade de populagdes ¢ exacerbada devido a presenca dos diferentes clones em
diferentes estagios de diferenciagao, incluindo suas respectivas LSCs. Além disso, ainda ndo ¢
claro como as LSCs persistem ao tratamento, € o que ocorre com os fendtipos iniciais

apresentados no diagnoéstico até o momento de recorréncia (Fig. 2) (ARNONE et al., 2020).

1.5.2 Fenotipo slow-cycling

Assim como as CSCs, o fenotipo slow-cycling é caracterizado por células capazes de
reconstituir as diversas populagdes da massa tumoral, em caso de recorréncia do cancer apds
tratamento, por exemplo. Porém, sua principal caracteristica ¢ a ciclagem lenta das células em
questao, assemelhando-se a um estado de quiescéncia ou senescéncia (LYLE; MOORE, 2011;

ROESCH et al., 2010).

O fenoétipo slow-cycling ja foi observado em diversos tipos de cancer, dentre eles
melanoma e glioblastoma (HOANG-MINH et al., 2018; PEREGO et al., 2018). Em leucemias,
ja foi demonstrado que a remissdo e reconstitui¢ao das populagdes neoplésicas, em leucemias,
¢ ocasionada por células CSC-like com caracteristicas do fenotipo slow-cycling (SENFT;

JEREMIAS, 2019; TRENTIN et al., 2018). Em suma, esse fenotipo € caracterizado por células
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que ciclam de forma mais lenta, apresentam metabolismo altamente ligado a fosforilagdo
oxidativa, apresentam fenotipo quiescente e resisténcia a quimioterapia (AHN; CHATTERJEE;
ECCLES, 2017). Por outro lado, as células fast-cycling apresentam ciclagem rapida e utilizam
preferencialmente a glicolise para obtengao de energia, como no efeito Warburg (VANDER

HEIDEN; CANTLEY; THOMPSON, 2009).

Marcadores celulares para identificagdo das células slow-cycling ja foram propostos
como gene de histona demetilase JARIDIB(KDM5B) ¢ o gene TET2 de uma enzima com
atividade de DNA demetilase (PUIG et al., 2018; ROESCH et al., 2010). Os fenotipos slow-
cycling e das CSCs se sobrepdem em muitos quesitos como metabolismo, tempo prolongado
de ciclagem celular, caracteristicas morfologicas de desdiferenciacdo celular, resisténcia ao
tratamento ¢ mesmo os marcadores utilizados para identificacdo destas células (AHN;
CHATTERIJEE; ECCLES, 2017; CHAVEZ-GONZALEZ et al., 2017; DELEYROLLE et al.,
2011; HOANG-MINH et al., 2018; LAGADINOU et al., 2013; LYLE; MOORE, 2011; PUIG
et al., 2018). Um subtipo deste fenotipo ja foi descrito também na LMA como responsavel pela
recorréncia, onde foi mostrado aumento da expressdo de genes associados as LSCs,

acompanhado pela subregulacao de MYC (DUY et al., 2021).

1.6 Checkpoints Imunes nas Leucemias

Os checkpoints imunes sdo responsaveis por regular a resposta imune, evitando a
autoimunidade, por exemplo. O reconhecimento de antigenos pelos linfocitos T ¢ realizado
principalmente pelo Complexo Principal de Histocompatibilidade (MHC), presente, por
exemplo, em uma célula apresentadora de antigeno, ao Receptor de Célula T (TCR). Uma
segunda ligacdo co-estimulatoria, principalmente CD28-CD80 e CD28-CD86, também ¢
realizada (GIANNOPOULOS, 2019; SHARPE; FREEMAN, 2002). Existem também ligantes
que inibem a resposta imune das células T como o CTLA-4 ¢ PD-1, de forma que inibem o
sinal gerado pela segunda ligacao co-estimulatoria mencionada anteriormente (PIANKO et al.,
2017; SHARPE; FREEMAN, 2002). A expressdo desregulada destes checkpoints imunes pode
contribuir para um microambiente tumoral de supressdao do sistema imune, inibindo a agdo
citotoxica de linfécitos T sobre as células do cancer (YANG et al., 2014). Além disso, o
microambiente tumoral pode modular macrofagos, que normalmente sdo as primeiras células

do sistema imune, constituindo a imunidade inata e promovendo a imunidade adquirida. No
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entanto, no contexto neoplasico, por expressao de citocinas como IL-4 e IL-10, essas células
podem ser desviadas para um fenotipo anti-inflamatério e pré-tumoral, comumente descrito
como M2 (CASSIM; POUYSSEGUR, 2020; NAJAFI et al., 2019). O bloqueio de PD-1 em
linfécitos e de PD-L1 em células tumorais, quando expresso, apresentou resultados positivos
como imunoterapia de alguns tipos de cancer, como melanoma; porém, alguns pacientes nao
respondem ao bloqueio de PD-1, cuja razdo ainda ndo foi elucidada (IWAI et al., 2017). Ja foi
constatado que células de LMA sdo capazes de expressar tanto os ligantes PD-L1 e PD-L2,
normalmente expressos nas c€lulas apresentadoras de antigeno, como os checkpoints imunes
PD-1 e CTLA-4, normalmente expressos nos linfocitos T (YANG et al., 2014). Isto torna as
interagdes imunes do microambiente tumoral potencialmente mais complexas na LMA, e

possivelmente em outras leucemias.

2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Este trabalho se propde avaliar a expressdo génica, as caracteristicas imunofenotipicas e
imunometabdlicas de diferentes populacdes de células cancerosas, principalmente as células
slow-cycling, em amostras de pacientes com Leucemia Linfoide Aguda B e Leucemia Mieloide

Aguda.

2.2 Objetivos Especificos

I. Utilizar dados de coortes do The Cancer Genome Atlas (TCGA) de LMA e LLA-B de forma
a encontrar genes diferencialmente expressos e vias enriquecidas associadas ao
imunometabolismo e os fenotipos slow-cycling e CSC entre amostras de medula recorrentes e

primarias.

II. Analisar os niveis de expressdo de alguns genes marcadores propostos para células slow-
cycling e CSCs e de genes chave do metabolismo potencialmente alterados em amostras de
medula 6ssea de pacientes com LMA e LLA-B, assim como a avaliagdo de marcadores de

membrana associados a esse fenotipo.
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III. Avaliar o estado metabdlico das populagdes slow- e fast-cycling destas amostras de forma
a identificar quais vias do metabolismo contribuem mais significativamente para a sintese de

ATP.

IV. Analisar a expressdo de checkpoints imunes PD-L1 e CTLA-4 em amostras de LMA e LLA-

B, correlacionando com o risco e perfil metabolico.

V. Avaliar o efeito da droga CPI-613 sobre amostras de LLA-B e se ha efeito diferencial entre

células slow- e fast-cycling.



PARTE II
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PROCEDIMENTOS METODOLOGICOS

1. Analises bioinformaticas

As andlises bioinformaticas realizadas foram conduzidas de forma a identificar
diferencas em expressdo génica e ativacdo de vias metabolicas entre amostras: recorrentes de
medula, primarias de medula e primarias de sangue periférico de pacientes pediatricos de LMA

e LLA-B. A seguir serdo descritas as etapas aplicadas na analise.

1.2 Aquisig¢do dos dados

Os resultados publicados aqui sdo, no todo ou em parte, baseados em dados gerados pela
iniciativa Therapeuically Applicable Research to Generate Effective Treatments (TARGET)
(https://ocg.cancer.gov/programs/target), phs000218, phs000464.v21.p8 e phs000465.v21.p8.
Os dados foram adquiridos a partir da plataforma T7The Cancer Genome Atlas
(https://portal.gdc.cancer.gov/projects) utilizando o pacote para R TCGAbiolinks
(COLAPRICO et al., 2016; MOUNIR et al., 2019). Os conjuntos de dados foram escolhidos

por apresentarem como um dos seus objetivos que as amostras primarias e recorrentes fossem

pareadas.

Para anélise de amostras de LMA, foi utilizado o tnico conjunto de dados referente a
uma coorte pediatrica de LMA da iniciativa TARGET (ID phs000465.v21.p8). Os critérios de
selecdo para este grupo foram: pacientes que atingiram remissao (<5% de blastos) ap6s dois
ciclos de terapia de indugdo, medula e sangue periférico apresentando >50% de blastos, trés ou
menos achados citogenéticos clinicamente relevantes e que a amostra apresentasse a quantidade
necessaria de acidos nucleicos em alta qualidade. Estes critérios foram estabelecidos pelo grupo
de pesquisa que gerou os dados deste estudo. Foram avaliadas amostras de medula no momento
do diagnoéstico da doenga (medula primaria), amostras de sangue periférico no momento do
diagnostico (sangue periférico primario) e amostras de medula de pacientes que apresentaram

remissao e depois recairam (medula recorrente).

Para analise de amostras de LLA-B pediatricas foi escolhido apenas o conjunto de dados
TARGET-ALL-P2 (ID phs000464.v21.p8), dentre os disponiveis na plataforma pois os

critérios de selecdo eram os menos excludentes dentre P1, P2 e P3 (diferentes coortes
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disponiveis). Os critérios de selecdo para P2 foram: haver apresentado recorréncia em menos
de 4 anos de diagnéstico e que a amostra apresentasse a quantidade necessaria de acidos
nucleicos em alta qualidade. Ja os critérios de selegdao para P1 foram: pacientes classificados
como alto risco, pacientes com idades entre 1 e 21 anos eram elegiveis se apresentassem
combinagdes especificas de contagem mais alta de globulos brancos e idade geralmente mais
avancada (embora qualquer crianga com contagem de glébulos brancos > 100.000/ulL fosse
elegivel). Por outro lado, os critérios de sele¢ao para P3 foram: pacientes que apresentassem o

fenotipo de leucemia aguda de linhagem ambigua.

De acordo com o site da iniciativa TARGET, a extracdo de RNA do grupo de amostras
de LLA-B (TARGET-ALL-P2) que foram utilizadas neste trabalho foi feito por meio de adi¢do
de ImL de TRIzol a 10 milhdes de células apds descongelamento e lavagem das células
(amostras totais de medula ou sangue periférico). J& a extragdo de RNA do grupo de amostras
de LMA (TARGET-AML) foi realizada com o kit A//Prep DNA/RNA (Qiagen®). Antes da
extracdo foi realizado isolamento das células mononucleares através de um gradiente Ficoll.
Para o processo simultaneo de extracdo de DNA e RNA foram utilizadas 10 milhdes de células

mononucleares.

1.3 Expressdo génica diferencial

O tipo de dado selecionado para analise de expressdo génica foi counts, que ¢ o nimero
total de transcritos amplificados referente a cada gene pelo método de RNA-seq. Além disso, o
pacote edgeR para R foi escolhido para realizar a anélise de expressao génica diferencial, por
ser um pacote apropriado para o tipo de dado escolhido e para conjuntos de dados complexos,
levando em conta a variabilidade biologica. Um modelo de Poisson superdisperso ¢ usado para
explicar a variabilidade bioldgica e técnica. Os métodos empiricos de Bayes sao usados para
moderar o grau de superdispersdao entre as transcricdes, melhorando a confiabilidade da
inferéncia (MCCARTHY; CHEN; SMYTH, 2012; ROBINSON; MCCARTHY; SMYTH,
2010). Os grupos comparativos utilizados para analise foram medula recorrente vs. medula
primaria (rec...pbm), medula primaria vs. sangue periférico primario (prim...prim) ¢ medula
recorrente vs. sangue periférico primdario (rec...ppb). Nao necessariamente as amostras de
medula primaria, medula recorrente ou sangue periférico primario sdo do mesmo paciente. Os
genes significativamente diferencialmente expressos foram considerados como os que

apresentaram p<0.05.
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1.4 Over-Representation Analysis (ORA)

Ap6s a obtengdo do conjunto de genes significativamente diferencialmente expressos
foi realizada a analise de over-representation, ou sobre-representacao, que consiste na analise
de vias enriquecidas no conjunto de genes selecionado. Foi utilizada a plataforma online

Consensus Pathway DB (http://cpdb.molgen.mpg.de/), que integra diversas bases de dados.

Nesta analise, foi utilizada a op¢do de conjuntos baseados em vias, selecionando apenas op¢des
de vias descritas em bases de dados (Wikipathways, Smpdb, KEGG, Reactome, Pharmgkb, Pid,
Biocarta, Ehmn, Humancyc, Inoh, Netpath e Signalink). O valor de p minimo para que a via

estivesse entre as enriquecidas foi 0.01 e o nimero minimo de genes por via foi de dois.

1.5 Graficos

Para representacdo da distribuicdo da variancia entre os pacientes de cada conjunto
(LMA e LLA-B), em relagdao aos dados de expressdao génica, foi utilizado o pacote para R
Glimma (SU et al., 2017). Para produgado dos Vulcano plots, onde visualizamos cada gene como
um ponto em um grafico -loglOp x log2FoldChange, utilizamos o pacote para R
EnhancedVulcano (BLIGHE; RANA; LEWIS, 2021). Para representacdo grafica da expressao
diferencial de alguns grupos de genes foi utilizado o pacote para R pheatmap e os valores de
FoldChange dos genes foram  utilizados para  realizagdo dos  graficos
(https://www.rdocumentation.org/packages/pheatmap/versions/1.0.12), sendo que para os
genes representados nos heatmaps ndo foi aplicado o valor de p<0.05 como ponto de corte. Para
representacao da quantidade de genes compartilhados entre vias de um subconjunto das vias
enriquecidas foi utilizado o pacote para R upset (https://upset.app/). Para outros gréaficos foi

utilizado o pacote ggplot2 (WICKHAM, 2016).

2. Amostras

Foram analisadas amostras de aspirado de medula de pacientes com LLA-B e LMA
atendidos pelo Servigo de Hematologia do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA). No
HCPA os pacientes recomendados para realizagdo da imunofenotipagem de amostra da medula
(requer puncao da medula) sdo internados no Centro Cirurgico Ambulatorial (CCA) e em 3 dias

o procedimento deve ser realizado. Neste periodo os pacientes, ou representantes legais, sao
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abordados para assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE). A
abordagem dos participantes, portanto, foi quando o paciente ja estiver internado no CCA e
anterior a realizacdo do procedimento de puncdo de medula. Juntamente com a coleta para
diagnostico por imunofenotipagem foram coletados de 1,0 a 2,0 mL a mais para utilizagdo nas
analises deste trabalho. A comparagdo das amostras foi feita relacionando os resultados dos
pacientes antes e apds o tratamento, sem a necessidade de amostra de individuos saudaveis. Isto
foi possivel pois as amostras sao normalmente coletadas no momento do diagnodstico € na
avaliacdo da Doenga Residual Minima (DRM). Devido ao niimero de células, optou-se por
coletar amostras apenas no primeiro momento em que ¢ avaliada a DRM tanto nos pacientes

com LMA quanto LLA-B.

As amostras sdo ndo probabilisticas voluntarias, sendo o grupo amostral composto por
individuos do sexo masculino e feminino diagnosticados com LLA-B ou LMA, sem idade
minima ou maxima estabelecidas. Como a amostragem foi realizada por conveniéncia, no
diagndstico ou na coleta para DRM, o tamanho amostral foi constituido conforme a entrada de
pacientes no Setor de Hematologia do HCPA, diagnosticos com LLA-B ou LMA por

imunofenotipagem, considerando um tamanho amostral minimo descrito abaixo.

2.1 Criteérios de inclusdo

Os critérios de inclusdo de pacientes neste estudo foram: 1) Homens ou mulheres, sem
idade minima ou maxima estabelecida; 2) Diagnostico de LLA-B ou LMA pelo Setor de
Hematologia do HCPA; 3) Possibilidade de coleta de 1,0 a 2,0 mL separadamente do aspirado
de medula enviado para diagnostico; 4) Possibilidade de coleta no momento de diagnostico e
na primeira coleta para DRM do mesmo paciente. 5) Possibilidade de assinatura do Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE), o que implica em falta de déficit cognitivo que
incapacite a compreensao do TCLE nos sujeitos de pesquisa maiores de idade que ndo tenham
representantes legais ou, quando os sujeitos eram menores de idade, nos seus responsaveis

legais.
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2.2 Critérios de exclusdo

Impossibilidade de coleta de amostra antes e depois do tratamento (no momento do

diagnostico e da primeira coleta para DRM).

2.3. Calculo do tamanho amostral

Para o calculo do tamanho amostral foi utilizado o software G*Power 3.1 (© 2020 UC
REGENTS). O calculo do tamanho amostral foi realizado considerando a necessidade de
realizagdo de testes estatisticos nao-paramétricos, ja que estes normalmente requerem N maior
que testes paramétricos. O tamanho amostral foi calculado para o teste de Wilcoxon pareado.
Os parametros considerados foram duas caudas, distribui¢do parental normal, tamanho de efeito
de 1, a de 0,05 e poder de 0,8. O tamanho amostral calculado foi de 11 sujeitos. Logo,
estimamos um grupo de 11 pacientes para LLA-B e 11 pacientes para LMA. Este tamanho
amostral condiz com diversos estudos que realizaram cultura de células advindas de amostras
de medula de pacientes com LLA-B ou LMA (BRUSERUD; GJERTSEN; VON VOLKMAN,
2000; BRUSERUD et al., 2002; SPINELLO et al., 2019; WYLIE et al., 2015; XIA et al., 2015;
YAMADA et al., 2001).

3. Desenho experimental

Nesta se¢do serdo descritos os métodos que foram aplicados nas amostras de LLA-B e
LMA para identificacdo de: perfis metabolicos nas populagdes células slow- e fast-cycling;
perfil de expressao de genes selecionados nas amostras totais; e perfis imunofenotipicos de 4
subpopulagdes blasticas, dentre outras populacdes celulares de cada paciente. Sendo que cada
paciente serd representado por duas amostras no momento do diagnostico e no momento da

avaliacdo da primeira DRM.

3.1 Imunofenotipagem

Estes experimentos foram realizados no citdometro de fluxo FACSCanto II e analisadas

no software Infinicyt V 1.7, Cytognos®. O painel de anticorpos utilizado foi anti-CD271 V450,
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anti-CD45 V500, anti-CD133 PE, anti-CD34 PerCP-Cy5.5, anti-PD-L1 PE-Cy7, anti-CTLA4
APC, anti-CD38 AP-H7 (todos de BD Biosciences™). Em todas as amostras foram utilizados
os mesmos lotes de anticorpos. Os volumes utilizados de cada anticorpo foram otimizados e o
protocolo de marcacao das amostras e calibracao do equipamento foram realizados de acordo
com o recomendado pelo consércio Euroflow, assim como o protocolo de marcagdo das

amostras a partir de amostras totais de medula (https://www.euroflow.org/protocols/).

3.1.1 Andlise e estratégia de gating
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Figura 3: Representacido esquemaitica da estratégia de gating aplicada. As figuras da parte superior
exemplificam a determinagdo de cada populagido de acordo com o plot SSC-A x CD45: (a) blastos patologicos, (b)
monadcitos, (¢) linfocitos, (d) neutrofilos, (e) eosinofilos, (f) eritroblastos e (g) células imaturas normais. As figuras
da parte inferior demonstram a determinagdo das quatro populagdes blasticas analisadas: (1) CD34+CD38-, (2)
CD34+CD38+, (3) CD34-CD38+ ¢ (4) CD34-CD38-. A esquerda, esta presente também a populagio de linfocitos
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que foi utilizada como guia de CD38+ e CD34-. A direita o fluxo maturativo, presente inclusive de forma nio
patologica na medula, esta destacado.

A estratégia de gating estd exemplificada na figura 3. Em primeiro momento foram
retirados os debris e doublets da andlise, apos cada populagdo celular foi identificada pelo plot
SSC-A x CD45: blastos (a), monocitos (b), linfocitos (c¢), neutrofilos (d), eosinofilos (e),
eritroblastos (f) e células imaturas normais (g) (presentes especialmente em algumas DRMs).
As porcentagens de cada populagao foram tragadas de forma a acompanhar o relatado no laudo
de diagnostico e DRM de cada paciente. A partir da demarcacdo de cada populacido foi
analisado o MFI de PD-L1 e CTLA-4 nos neutro6filos, monocitos e linfocitos (quando possivel).
Além disso, os blastos foram compartimentalizados em quatro populagdes em distintos estagios
de maturacdo, do mais imaturo ao mais maduro: CD34+CD38-, CD34+CD38+, CD34-CD38+
e CD34-CD38-.

3.2 Cultivo celular

As amostras de medula foram coletadas, centrifugadas para o isolamento do plasma e
as hemécias foram lisadas com o tampdo BD Pharm Lyse™. As células foram cultivadas em
meio RPMI-1640 (ThermoFisher®) suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) e 1%
de antibioticos, a 37°C e 5% de COz. O tempo de cultivo foi referente ao tempo necessario para

realizar as analises, garantindo a viabilidade celular por contagem com o corante Azul de

Trypan.

3.3 Citometria de fluxo

Primeiramente, entre 1 ¢ 4 milhdes foram incubados com as sondas fluorescentes CFSE
(em concentragdo final de 1 uM) e DiD (em concentragdo final de 1 pM) por 10 minutos em
meio sem SBF (numero de mL = numero de células/10%), o processo de marcacdo é
interrompido adicionando 10 volumes de meio sem SBF gelado, as células sdao lavadas com
PBS e mantidas em cultura por 48 horas. Apos este periodo espera-se que as células tenham
proliferado, levando em conta a heterogeneidade de populagdes que pode ser apresentada por
uma amostra de um paciente, espera-se que haja populagdes proliferando em diferentes taxas.

Para tanto utilizamos a sonda CFSE para identificar as populagdes slow- e fast-cycling, que
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visualizamos como picos diferentes ou subpicos no histograma SSC-A x FITC. As células slow-
cycling, por apresentarem taxa de proliferagdo mais lenta, retém mais moléculas de CFSE com
o passar do tempo e apresentam maior fluorescéncia. A sonda CFSE ¢ um marcador
fluorescente que se liga covalentemente a moléculas intracelulares e € bastante utilizada para
estudos de proliferacdo celular (CHUNG et al., 2017; DELEYROLLE et al., 2011, 2012), ¢
conhecida a sua capacidade de distribuir-se de forma homogénea entre as células-filhas. Para
poder identificar as populagdes slow- e fast-cycling e co-marca-las com sondas que também sao
FITC (fluorescéncia similar a da sonda CFSE), utilizamos a sonda DiD (de caracteristica
lipofilica, se liga a membranas de forma homogénea). Sendo que a sonda CFSE apresenta um
espalhamento das moléculas de CFSE entre as células-filhas da primeira célula marcada mais
acurada que a sonda DiD utilizamos as mesmas porcentagens das populacdes slow- e fast-
cycling observadas com CFSE nas amostras com DiD, do mesmo paciente, incubadas no
mesmo momento e circunstancias. As co-marcagdes utilizadas foram sondas metabolicas como:
a sonda Mitostatus TMRE (Tetramethylrhodamine ethyl ester) de BD Pharmingen™ a uma
concentracdo final de 20 nM; 2-NBDG (2-(N-(7-Nitrobenz-2-oxa-1,3-diazol-4-yl)Amino)-2-
Deoxyglucose) de ThermoFisher™ a uma concentracao final de 40 uM e Bodipy FL C16 de
ThermoFisher™ a uma concentracdo final de 2 uM . Para a aquisicdo das amostras e analise

dos resultados, foi utilizado o citdmetro BD Accuri com o software C6™,

3.3.1 Tratamento com CPI-613 e andlise da morte celular por citometria de fluxo

Foi realizado um experimento de tratamento das células de uma amostra de LLA-B com
a droga CPI-613 (Sigma-Merk™), também conhecida como Devimistat, inibidor da piruvato
desidrogenase e da a-cetoglutarato desidrogenase (REDDY et al., 2022). As concentragdes para
curva de dose foram escolhidas baseadas em ensaios com CPI-613 da literatura (PARDEE et
al., 2018; STUART et al., 2014; ZACHAR et al., 2011). A curva de dose aplicada foi de 25,
50, 100, 150 e 200 uM de CPI-613 por 24 horas, além das condi¢des controle (apenas meio de
cultura) e veiculo (DMSO). Em triplicata, avaliamos a morte em células com e sem CFSE, nas
células sem CFSE avaliamos a relagio entre a marca¢do com 7AAD (BD Biosciences™), sonda
marcadora de células ndo vidveis, e a estratégia de gating criada para separar células vivas

(+FSC) de células mortas (-FSC).
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Figura 4: Representacio da estratégia de gating aplicada na andlise de morte celular mediante tratamento
com CPI-613. (a) histograma da fluorescéncia da sonda CFSE (FITC) e separacao dos subpicos correspondentes
as células slow-cycling (azul) e fast-cycling (vermelho). (b) exemplo de scatter-plot das células tratadas com CPI-
613, em (c) estdo destacadas apenas as células slow-cycling, incluindo os gates de células mortas a esquerda e
células vivas a direita, o mesmo esta destacado em (d) em relagdo as células fast-cycling.

3.4 Fung¢do mitocondrial

A avaliagdo da fun¢do da fosforilagcao oxidativa nas células foi feita no equipamento
Oroboros (© 2020 Oroboros Instruments GmbH, Innsbruck, Austria) através do experimento
de Respirometria de Alta Resolu¢do, utilizando entre 3.5 e 5 milhdes de células por chamber,
sendo que a normaliza¢do do consumo de oxigénio por segundo foi feita por mg de proteina na
amostra. O método de dosagem de proteina utilizado foi o Pierce BCA (kit Pierce™ BCA
Protein Assay Kit Thermo Scientific™). No protocolo utilizado, as células foram mantidas em
meio RPMI-1640 sem soro, a respiragdo basal ¢ detectada apos estabilizagdo da deteccdo do
consumo de Oy, apos sdo aplicados 4 pL de oligomicina (2 pg/mL, Sigma-Aldrich) para
inibicao da ATP sintase e visualizacdo da respiracao proton-leak, que € o vazamento de protons

que pode ocorrer do espago intermembranas para a matriz mitocondrial, ndo resultando em
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sintese de ATP, mas consumindo O2. Em seguida ¢ realizada uma titulagdo em passos de 1uL
com FCCP 0,1 mM, assim atinge-se a capacidade maxima de transferéncia de elétrons e
podemos inferir a respiracdo maxima. Por fim sdo aplicados 1uL antimicina A (2,5 uM, Sigma-
Aldrich), um inibidor do complexo III, e 1ul de rotenona (0,5 uM, Sigma-Aldrich), um inibidor
do complexo I, bloqueando a transferéncia de elétrons e impedindo qualquer consumo de 02
pela mitocondria, observando apenas a respiragdo extramitocondrial (ROX). A respiragdo
ligada a sintese de ATP ¢ calculada a partir da subtracdao do proton-leak pela respiragao basal e
a capacidade reserva ¢ calculada a partir da subtragdo da respiracdo méaxima pela respiragdao

basal.

3.5 Ensaio funcional de proteinas de quimioressiténcia

A sonda CFDA, AM (5-Carboxyfluorescein Diacetate, Acetoxymethyl Ester) de
ThermoFisher® foi utilizada para avaliar a capacidade de alguns transportadores
transmembranas, que podem ser utilizados pelas células neoplasicas como bombas de efluxo
de drogas anti-neoplasicas. Para o tempo de influxo, as células sdo incubadas com a sonda em
meio sem SFB por 30 minutos (a uma concentragdo final de 2 uM). Para o tempo de efluxo, as
células foram incubadas em meio sem SFB e sem CFDA por um periodo de 1-3 horas. Durante
os tempos de influxo e efluxo sdo retiradas aliquotas para detec¢ao da fluorescéncia da sonda
CFDA e ¢ avaliada a capacidade das células slow- e fast-cycling de realizar a extrusdo da sonda

por citometria de fluxo, utilizando o citometro BD Accuri C6™ (MATSUNAGA et al., 2006).

3.6 Extragdo de RNA e Reagdo Quantitativa em Cadeia da Polimerase em Tempo Real

Para avaliagdo da expressao de alguns genes selecionados foi utilizada a técnica de RT-
gPCR em tempo real em termociclador stepOne Plus (Applied Biosystems®) de forma a
quantificar os niveis de mRNA. Dentre os transcritos selecionados estdo os das enzimas da f3-
oxidacdo Acetil-Coa Aciltransferase (ACCAI) e Acil-Coa desidrogenase (4CADI10) além da
dos transportadores de carnitina (CPTla e CPT2), passos limitantes para que a B-oxidagdo
ocorra na matriz mitocondrial. Outras enzimas também foram avaliadas como gliceraldeido-3-
fosfato-desidrogenase (GAPDH) e subunidade B do complexo II da Cadeia Transportadora de

Elétrons (CTE) (SDHB). Também avaliamos a expressao de conhecidos marcadores de células
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slow-cycling e LSCs/CSCs e relevantes em processo de resisténcia, JARID1B(KDM5B, TET2 e
MYC.

Para tal, amostras de RNA total de células de pacientes LLA-B ¢ LMA foram isoladas
utilizando TRIzol (Invitrogen, California, USA), seguindo instru¢des do fabricante, e
quantificados por espectofotometria. A sintese de cDNA foi realizada utilizando a enzima M-
MLV Reverse Transcriptase (Promega Corporation, Wisconsin, USA), conforme protocolo do
fabricante, com Random primer como molde. A PCR em tempo real foi realizada em triplicata
no sistema StepOne Plus™ PCR em tempo real (Applied Biosystems) usando o GoTag® qPCR
Master Mix (Promega Corporation, Wisconsin, EUA), também seguindo as instrugdes do

fabricante.

Tabela 1: Sequéncias dos primers foward e reverse utilizados para amplificacdo do painel de genes aplicado
as amostras de pacientes do HCPA.

GENE SEQUENCIA DO PRIMER
GNB2LI Forward 5'- GAGTGTGGCCTTCTCCTCTG -3’
Reverse 5~ GCTTGCAGTTAGCCAGGTTC -3’
TET? Forward 5'- TCAGCAGCAGCCAATAGGAC -3’
Reverse 5’- GTCTGGCAAATGGGAGGTGA -3’
JARIDIB Forward 5~ ATGAACCCCAATACCCTGATG -3’
Reverse 5'- GCCAATCAACAGTGCAGAAG -3’
CPTIA Forward 5’- ATCAATCGGACTCTGGAAACGG -3’
Reverse 5'- TCAGGGAGTAGCGCATGGT -3’
CPT2 Forward 5'- TGGCCAGTTCAGGAAAACAG -3’
Reverse 5~ AAACCAGGGTCCCGAAATGTAG -3’
ACAA2 Forward 5’- CTGCTCCGAGGTGTGTTTGTA -3’
Reverse 5’- GGCAGCAAATTCAGACAAGTCA -3’
ACADI0 Forward 5'- CAAACACTCGGCCTGTGAAAA -3’
Reverse 5~ ACTAGATCACGATTAGCCAGCC -3’
SDHB Forward 5'- GTGGCCCCATGGTATTGGAT -3’
Reverse 5’- CGGGTGCAAGCTAGAGTGTT -3’
C-MYC Forward 5'- GGACCCGCTTCTCTGAAAGG -3’
Reverse 5’- TAACGTTGAGGGGCATCGTC -3’
GAPDH Forward 5'- AATGGTAAGGTCGGTGTGTGAA -3’
Reverse 5~ GAAGATGGTGATGGGCTTCC -3’
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As sequéncias dos iniciadores para amplificacdo de genes de interesse ¢ do gene
utilizado como normalizador foram projetadas com a ferramenta Primer-BLAST (YE et al.,
2012) e estao descritos na Tabela 1. A analise quantitativa dos dados foi realizada usando o
método AACt (SCHMITTGEN; LIVAK, 2008). Os valores foram normalizados com o controle

endogeno GNB2L1 e foram expressos como niveis de expressao relativa.

4. Analise de dados

Os dados foram analisados e seus graficos foram plotados utilizando o software
GraphPad Prism 5. Para os dados de tratamento com CPI-613 foi realizada a andlise estatistica
ANOVA de uma via com multiplos testes em relacdo aos controles (sem tratamento). Devido

ao N amostral incompleto, analises estatisticas ndo foram realizadas em outros dados.
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CONCLUSAO

O entendimento do funcionamento diferencial das LSCs e das células slow-cycling em
relacdo as outras populagdes de células leucémicas € crucial ndo apenas para encontrar
tratamentos que as atinjam especificamente, como também para identificé-las propriamente,
com as ferramentas atuais de diagndstico. Identificar populacdes potencialmente enriquecidas
em LSCs e/ou células slow-cycling por técnicas de imunofenotipagem e expressao génica pode,
eventualmente, auxiliar na determinacao do prognoéstico, alocagao de risco e acompanhamento
das DRMs de pacientes de LMA e LLA-B. O acompanhamento da evolu¢do destas
subpopulagdes de blastos, assim como do restante de células do microambiente tumoral, como
as células imunes, traz uma nova camada de complexidade ao estudo das leucemias agudas e
caracteriza um potencial proximo passo no diagnostico e acompanhamento clinico. Ademais, a
caracterizagdo de fenotipos metabolicos, dentre outras caracteristicas relevantes, das LSCs e
células slow-cycling abre caminho para novos alvos de tratamento, que compreendem a

complexidade da heterogeneidade tumoral.
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PERSPECTIVAS

Baseado nos achados apresentados neste trabalho algumas perspectivas podem ser listadas, de
forma a dar continuidade ao racional logico estabelecido. Primeiramente, completar o N de
amostras pretendido para os experimentos com amostras de medula dos pacientes do HPCA.
Desta forma, poderemos concluir sobre os fenomenos observados e discutidos aqui com mais
clareza. Secundariamente, aplicar os resultados das andlises de bioinformatica, avaliando a
expressao génica e proteica de alguns genes que demonstraram potencial como marcadores de
interesse nas amostras de pacientes do HCPA. Serd interessante expandir os painéis de
expressdo génica analisados nos pacientes do HCPA. Assim como, expandir os painéis de
imunofenotipagem aplicados, de modo a determinar exatamente a presenca, quantidade e
caracteristicas das células LSCs e slow-cycling. Pretendemos dosar citocinas inflamatorias no
plasma da medula dos pacientes, dosar a atividade de LDH no plasma da medula e dosar a
atividade de GAPDH nos blastos no momento do DX e da DRM. Futuramente, pretendemos
também incluir amostras de LLA-T no mesmo fluxograma de estudo apresentado aqui para
LLA-B e LMA. Continuaremos a avaliar o efeito do tratamento de CPI-613 sobre blastos e seu
potencial efeito diferencial sobre células slow-cycling e fast-cycling, assim como avaliaremos
a acdo de outros inibidores que podem vir a ser relevantes sabendo mais sobre as caracteristicas
que diferenciam as cé€lulas slow-cycling das fast-cycling nas leucemias agudas. Eventualmente,
pretendemos realizar experimentos de cell sorting para comprovar o perfil que viermos a
estabelecer para as células slow-cycling e avaliar a expressao de marcadores de LSCs nesta

populacao.

Ademais, pretendemos realizar projetos de analise retrospectiva de dados de imunofenotipagem
e citometria de pacientes diagnosticados com LMA e LLA-B no HCPA desde 2015.
Analisaremos os arquivos do DX e de cada DRM de forma similar a estratégia de gating
aplicada neste trabalho nos ensaios de imunofenotipagem, utilizando marcadores ja
normalmente aplicados nos métodos de diagndstico em analises clinicas, contemplando a
heterogeneidade e complexidade das populacdes blasticas de cada paciente e associar com o

desfecho clinico.

Finalmente, pretendemos utilizar dados de expressao génica em analises single-cell de amostras
de pacientes com LMA e LLA-B para identificar diferentes populacdes blasticas e,

potencialmente, populagdes de LSCs e células slow-cycling.
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ANEXO A: Carta de Aprovacdo do Programa de Po6s-Graduagdo em Ciéncias Bioldgicas:

Bioquimica do Projeto

PPG
Ciéncias  UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
Biolégicas INSTITUTO DE CIENCIAS BASICAS DA SAUDE
Bioquimica

PARECER COSUBSTANCIADO

O projeto de pesquisa intitulado “AVALIAGAO DO PERFIL IMUNOBIOQUIMICO DE
CELULAS COM DIFERENTES PERFIS DE CICLAGEM EM LEUCEMIAS AGUDAS", da
aluna Camila Kehl Dias, sob a orientagio do Prof. Dr. Fabricio Figueird, vinculado ao
PPG Cigncias Biologicas — Bioquimica desta Universidade, apresentado para apreciagio da
Comissao de Pos-Graduacdo, apresenta:

- Um tema relevante e com mérito cienfifico numa vez que propde Identificar a proporgao
¢ mecanismos imunobiogquimicos de células slow-cyeling em amostras de medula 6ssea de

pacientes com LMA e LLA no momento do diagnéstico e apds o tratamento.

- Uma introdugio fundamentada e com objetivos adequados ao estudo proposto, A
metodologia é coerente para gue os objetivos sejam alcangados, havendo até este momento
uma infraestrutura adequada no Departamento e no HCPA onde parte dos experimentos ¢ a
coleta das amostras serd realizada.

-Um cronograma de execucio que prevé o periodo de 24 meses para a realizagdo do projeto,

- O projeto atende as exigéncias do “n” amostral, do detalhamento dos procedimentos
experimentais ¢ do tratamento dos rejeitos.

Sendo assim, somos de parecer favordvel & aprovagdo do presente projeto.

Parecer aprovado em 05/05/2020
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ANEXO B: Carta de Aprovagao do Grupo de Pesquisa e P6s-Graduagao do Hospital de Clinicas
de Porto Alegre do Projeto

& J@ HOSP(TAL DE
UFRGS E CLINICAS
m"ﬂ PRIy A FCiHE L%

HOSPITAL DE CLINICAS DE PORTO ALEGRE
Grupo de Pesquisa e Pas Graduagio
Carta de Aprovaio
Projeto
2020/512
Pesquisadores:
Al ESSANDRA APARECIDA PAZ
FABRICIO FIGUEIRD VITORIA BRUM DA SILVA NUNES LIANE ESTEVES DALUDT
ANA MARIA CLIVEIRA BATTASTINI ANA PAULA ALEGRETTI MARIELA GRANERO FARIAS
FABIO KLAMT CAMILA KEHL DIAS

Namero de Participantes: 26

Titulo: AVALIAGAC IMUNOBIOQUIMICA DE CELULAS COM DIFERENTES PERFIS DE CICLAGEM EM LEUCEMIAS
AGUDAS

Este projeto foi APROVADC em seus aspectos éticos, metodoldgicos, logisticos e financeiros para ser realizado no Hospital
de Clinicas de Porto Alegre. ;

Esta aprovacao estd baseada nos pareceres dos respectivos Comit®s de Etica e do Senigo de Gestdo em Pesquisa.

- Os pesquizadores vinculados ao projeto ndo participaram de qualquer etapa do processo de avalicio de seus projetos.

- (0 pesquisador devera apresentar relatdrios semestrais de acompanhamento e relatdrio final ao Grupo de Pesquisa e Pos-
Graduagao (SPPG).

13102020

T ) R ———
FATRICLE ARHT O SRl LA

L T Y T R
P8 e maias

Impresso do sistema AGHUse-Pesquiza por CRISTIAM FIDALGO CABRAL em 13711052020 172245
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ANEXO C: Parecer do Comité de Etica em Pesquisa com seres humano

UFRGS - HOSPITAL DE
CLINICAS DE PORTO ALEGRE ';.5\_ zmi me
DA UNIVERSIDADE FEDERAL asil
DO RIO GRANDE DO SUL ¢,

HCPA
Cominuagdo do Parscer: 4. 184472
Auséncia tcle responsaveis CKD 28 07 pdf 2B007/2020 [FABRICIO Aceito
20:12:01  [FIGUEIRD
TCLE ! Termos de  |tcle_adultos CKD_28 07 pdf 280772020 |FABRICIO Aceito
Aszentimento / 20:11:52  |FIGUEIRO
Jusiificativa de
Projeto Detalhado /| projeto_CKD_PlataformaBrasil_28 07.d| 28072020 |FABRICIO Aceito
Brochura OCK 20011231 |FIGUEIRD
Lnvestigador i _
Projeto Detalhado ! | projetoplataformabrasilckdpt? pdf 221062020 |FABRICIO Aceito
Brochura 18:59:19  [FIGUEIRD
Hnyesticador _
Projeto Detalhado /| projetoplataformabrasilckdpt! pdf 22/06/2020 |FABRICIO Aceito
Brochura 18:56:24 |FIGUEIRD
Invest r
Outros parecerprojetockd. pdf 220612020 |FABRICIO Aceito
184814 [FIGUEIROC
Folha de Rosto folhadercstoassinadaff pdf 22062020 |FABRICIO Aceito
i8:11:58 |FIGUEIRD
TCLE/ Termos de  |icle_responsaveis CKD. pdf 22/06/2020 |FABRICIO Aceito
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Justificativa de
Auséncia
Situagao do Parecer:
Aprovado
Mecessita Apreciagio da CONEP:
Mao

PORTO ALEGRE, 05 de Agosto de 2020

Assinado por:
Témis Maria Félix
{Coordenadoria))

Enderego: Rua Ramiro Barcedos 2,350 =ala 2220

Bairro: Santa Cecilia CEP: 20.035-902

UF: RS Municipio: PORTO ALEGRE

Telefone:  [51)2350-7820 Fax: (51)2359-T840 E-mail: cepEhcpa.edubr
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ANEXO D: TCLE Adultos

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

N do projete GPPG ou CAAE

Titulo do Projeto: AVALIACAO IMUNOBIOQUIMICA DE CELULAS COM
DIFERENTES PERFIS DE CICLAGEM EM LEUCEMIAS AGUDAS

Vocé estd sendo convidado(a) a participar de uma pesquisa cujo objetiva
& entender o comportamento e caracter(slicas das células malignas presentes
na medula dssea de pacientes com Leucemia Linfocitica Aguda ou Leucemia
Mieloide Aguda. Esla pesquisa esta sendo realizads pelo Setor de Hematologia
do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA).

Se vocé aceitar o convite, sua participacdo na pesguisa envolvera a
coleta de um segundo tubo de amostra de aspirado de medula gue sera
coletada no mesmo momento que vocé realizar o diagndstico e em outro
momento de coleta para avaliagdo da Doenga Residual Minima. Portanto a
colela do segundo Wwbo de aspirado de medula sd sera realizada se vocé |4
necessitar a coleta de um primeiro tubo para diagnostico ou avaliagdo da
efetividade do seu tralamento, caso seja diagnoslicado tendo Leucemia
Linfocitica Aguda ou Leucemia Mieloide Aguda. Além disso, gostariamos da
sua autorizacdo para acessar o seu prontuario para consultar sexo, idade,
diagndstico, resultados de exames de imunofenclipagem e oulros exames
pertinentes a caracterizacio do lipo de leucemia que vocé pode wir a
apresentar.

Ds possiveis riscos ou desconfortos decorrentes da parlicipacao na
pesquisa sdo 05 mesmos que vocé pode senlir no evento de uma pungdo de
medula a ser realizada para diagnostico ou avaliagdo da Doenga Residual
Minima. A punc¢do pode gerar desconforto, porém ndo sera realizada uma
pungio além da programada para diagndstico ou detecg¢ao da Doenga Residual
Minima. Portanto quando vocé tiver agendada uma puncdo de medula serd
aspirado um tubo a mais, podendo aumentar o tempo de desconforto.

Os possiveis beneficios decorrentes da participacdo na pesguisa s&o
contribuir para o melhor entendimento de como se comportam as celulas
responsdveis pela Leucemia Linfocilica Aguda e pela Leucemia Mieloide
Aguda. Desta forma & possivel encontrar novos alvos para auxiliar na melhora
do tratamento das leucemias descritas acima. Além disso, vocé estara
contribuindo no entendimento das diferencas que o Iratamento pode ocasionar
nas eventuais células malignas gque restam na medula. Todas estas
informacdes poderfo auxillar pacientes que apresentarem a Leucemia
Linfocitica Aguda ou Leucemia Mieloide Aguda no futuro.

Sua participagao na pesquisa € lotalmente voluntaria, ou seja, ndo &
obrigatdria. Caso vocg decida nao participar, ou ainda, desistir de participar e
retirar seu consentimento, ndo havera nenhum prejuizo ao atendimento que
vocé recebe ou possa vir a receber na instituigdo.

Mao esta previsto nenhum tipo de pagamento pela sua participacdo na
pesquisa e vocé nao tera nenhum custo com respeito aos procedimentos
envolvidos.

Rubrica do participants Rubrica do pesquisadar Pagina 1 de 2

CEP Hospital de Clinicas de Porto Alegre (MR 11/0252020)



TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Caso ocorra alguma intercorréncia ou dano, resultante de sua
participacdo na pesquisa, vocé recebera todo o atendimento necessario, sem
nenhum custo pessoal.

Os dados coletados durante a pesquisa serdo sempre fratados
confidencialmente. Os resultados serdo apresentados de forma conjunta, sem
a identificacio dos participantes, ou seja, o seu nome nao aparecera na
publicacdo dos resultados.

Caso vocé tenha dlvidas, podera entrar em contato com o pesquisador
responsavel Fabricio Figueird, pelo telefone (51) 3308-5554, ou com &
pesquisadora Camila Kehl Dias pelo telefone (51) 3308-5553, ou com a
pesquisadora Alessandra Aparecida Paz, pelo telefone (51) 3359-8317 ou com
o Comité de Etica em Pesquisa do Hospital de Clinicas de Porto Alegre
(HCPA), pelo telefone (51) 33597640, pelo e-mail cepi@hcpa.edu.br, ou no 2°
andar do HCPA, sala 2229, de segunda a sexta, das 8h as 17h.

E=sse Termo & assinado em duas vias, sendo uma para o participants e
outra para os pesquisadores.

Mome do participante da pesquisa

Assinatura

Mome do pesquisador gue aplicou o Termo

Assinatura

Local & Data:

Rubrica do participants Rubrica do pesquisadar Pagina 2 de 2

CEPF Hospital de Clinlcas de Porto Alegre (MR 11/0252020)
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ANEXO E: TCLE Responsaveis
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

N* do projeto GPPG ou CAAE

Titulo do Projeto: AVALIAGAO IMUNOBIOQUIMICA DE CELULAS COM
DIFERENTES PERFIS DE CICLAGEM EM LEUCEMIAS AGUDAS

A pessoa pela qual vocé e responsavel esta sendo convidada a
participar de uma pesguisa cujo objetivo & entender o comportamento e
caracteristicas das células malignas presentes na medula dssea de pacientes
com Leucemia Linfocitica Aguda ou Leucemia Mieloide Aguda. Esta pesguisa
esta sendo realizada pelo Setor de Hemalologia do Hospital de Clinicas de
Porto Alegre (HCPA).

Se wocé autorizar, a participagdo na pesquisa envolvera a coleta de um
segundo tubo de amostra de aspirado de medula gue sera coletada no mesmo
momento que vocé realizar o diagndstico e em outro momento de coleta para
avaliagdo da Doenga Residual Minima. Portanto a coleta do segundo tubo de
aspirado de medula so sera realizada se vocé ja necessitar a coleta de um
primeiro tubo para diagnostico ou avaliago da efetividade do seu tratamento,
caso seja diagnosticado tendo Leucemia Linfocitica Aguda ou Leucemia
Mieloide Aguda. Além disso, gostariamos da sua autorizacdo para acessar o
seu prontuario para consultar sexo, idade, diagndstico, resultados de exames
de imunofenotipagem e outros exames pertinentes a caracterizaggo do tipo de
leucemia que vocé pode vir a apresentar.

Os possiveis riscos ou desconfortos decorrentes da participagao na
pesquisa sao os mesmos que vocé pode sentir no evento de uma pungao de
medula a ser realizada para diagnostico ou avaliagdo da Doenca Residual
Minima. A pungio pode gerar desconforto, porém ndo sera realizada uma
puncao além da programada para diagnostico ou detecgao da Doenga Residual
Minima. Portanto quando vocé tiver agendada uma pungdo de medula sera
aspirado um tubo & mais, podendo aumentar o tempo de desconforto.

Os possiveis beneficios decomrentes da participagio na pesguisa sdo
contribuir para o melhor entendimento de como se comportam as células
responsaveis pela Leucemia Linfocitica Aguda e pela Leucemia Mieloide
Aguda. Desta forma & possivel encontrar novos alvos para auxiliar na melhora
do tratamento das leucemias descritas acima. Além disso, vocé estara
contribuindo no entendimento das diferencas que o tratamento pode ocasionar
nas eventuais celulas malignas que restam na medula. Todas eslas
informacoes poderdo auxiliar pacientes gue apresentarem a Leucemia
Linfocitica Aguda ou Leucemia Mieloide Aguda no futuro.

A participacdo na pesquisa & tolaimente voluntaria, ou seja, ndo é
obrigatoria. Caso vocé decida ndo autorizar, ou ainda, desistir da participagao e
retirar sua autorizacdo, ndo havera nenhum prejuizo ao atendimento que a
pessoa recebe ou possa vir a receber na instituigao.

N&o esta previsto nenhum lipo de pagamento pela participagdo na
pesquisa & vocé nao tera nenhum custo com respeilo aos procedimentos
envolvidos.
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Caso ocorra alguma intercorréncia ou dano, resultante da participaco
na pesquisa, o paricipante recebera todo o atendimento necessario, sem
nenhum custo pessoal.

Os dados coletados durante a pesguisa serdo sempre tratados
confidencialmente. Os resultados ser@o apresentados de forma conjunta, sem
a identificagdo dos participantes, ou seja, o seu nome ou da pessoa pela qual
vice & responsavel ndo aparecera na publicacio dos resultados.

Caso vocé tenha dlvidas, podera entrar em contato com o pesguisador
responsavel Fabricio Figueird, pelo telefone (51) 3308-5554, ou com a
pesquisadora Camila Kehl Dias pelo telefone (51) 3308-5553, ou com a
pesquisadora Alessandra Aparecida Paz, pelo telefone (51) 33559-8317 ou com
o Comité de Efica em Pesquisa do Hospital de Clinicas de Porto Alegre
(HCPA}, pelo telefone (51) 33597640, pelo e-mail cep@hcpa.edubr, ou no 29
andar do HCPA, sala 2229, de segunda a sexta, das 8h as 17h.

Esse Termo & assinado em duas vias, sendo uma para o participante e
putra para os pesquisadores.

Nome do participante da pesquisa

Assinatura do responsavel

Mome do pesguisador gue aplicou o Termao

Assinatura

Local & Data;
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