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RESUMO

As fusbes génicas recorrentes, incluindo ETV6::RUNX1 e rearranjos KMT2A
(KMT2A-r) sdo uma caracteristica marcante da leucemia linfoblastica aguda
precursora de células B (LLA-B). ETV6::RUNX1, comum em criangas, esta
associada a um bom progndstico, enquanto KMT2A-r, encontrado em ~10% dos
adultos e ~5% das criancas, indica um pior progndstico. O tratamento continua a ser
um desafio em grupos especificos, muitas vezes com efeitos adversos significativos.
O acido ursélico (AU) e o &cido betulinico (AB), triterpenos pentaciclicos,
demonstram uma atividade antitumoral promissora em tumores solidos, porém o0s
estudos em tumores hematoldgicas permanecem pouco explorados. Este estudo
avaliou esta atividade em linhagens celulares de LLA-B. Os resultados
demonstraram que AU e AB diminuiram a viabilidade da linhagem celular REH
(positiva para ETV6::RUNX1) com IC50 de 21,1 + 3,4 uM (UA) e 18,1 + 1,4 uM (BA)
e na linhagem celular RS4;11 (positiva para KMT2A-r), com IC50 de 39,3 £ 2,0 uM
(UA) e 25,3 £ 1,1 uM (BA), com inducdo de apoptose em ambos os modelos. As
moléculas foram mais seletivas em REH (indice de seletividade de 3,7 para UA e 5,5
para BA, enquanto para RS4;11, o IS foi de 2,0 para UA e 4,0 para BA). BA induziu
alteracdes no ciclo celular e dano ao DNA em REH, engquanto o impacto de UA em
RS4;11 se limitou a diminuicdo da expressdo de IKZF1 e BTG1. A autofagia foi
detectada apenas em REH, que apresentava maior expressédo de VAMPS8 (envolvido
na autofagia) e onde também foi detectado dano ao DNA. Este trabalho revela uma

atividade antitumoral ndo reportada de UA e BA em modelos de B-ALL.

Palavras chaves: Leucemia linfoblastica aguda, triterpenos pentaciclicos, acido

ursoélico, acido betulinico.






ABSTRACT

A hallmark of B-cell precursor acute lymphoblastic leukemia (B-ALL) is recurrent
gene fusions, including ETV6:RUNX1 and KMT2A rearrangements (KMT2A-r).
ETV6::RUNX1, common in children, is associated with a good prognosis, whereas
KMT2A-r, found in ~10% of adults and ~5% of children, indicates an adverse
prognosis. Treatment remains a challenge in specific groups, often with significant
adverse effects. Ursolic acid (UA) and betulinic acid (BA), pentacyclic triterpenes,
show promising antitumor activity in solid tumors, yet studies in hematological
malignancies remain limited. This study assessed the activity in B-ALL cell lines.
Results demonstrated that UA and BA decreased the viability of REH cell line
(ETV6::RUNX1 positive) with IC50 of 21.1 + 3.4 uM (UA) and 18.1 + 1.4 pM (BA) and
in RS4;11 cell line (KMT2A-r positive), with 1C50 of 39.3 + 2.0 uM (UA) and 25.3
1.1 uM (BA), with apoptosis induction in both models. The molecules were more
selective in REH (selectivity index of 3.7 for UA and 5.5 for BA, whereas for RS4;11,
Sl was 2.0 for UA and 4.0 for BA). BA induced cell cycle changes and DNA damage
in REH, while UA's impact on RS4;11 was limited to decreased IKZF1 and BTG1
expression. Autophagy was detected only in REH, which had higher expression of
VAMPS8 (involved in autophagy) and where DNA damage has also been detected.

This work reveals an unreported antitumor activity of UA and BA in B-ALL models.

Keyword: Acute lymphoblastic leucemia; betulinic acid; pentacyclic triterpenes;

ursolic acid;
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1. INTRODUCAO GERAL
1.1ASPECTOS GERAIS DAS LEUCEMIAS

As leucemias correspondem a um grupo heterogéneo de tumores
hematoldgicos originados a partir de alteracées moleculares nas células precursoras
hematopoiéticas na medula 6ssea, que passam a proliferar desreguladamente
podendo, eventualmente, invadir o sangue periférico e outros tecidos. As leucemias
podem ser classificadas em agudas ou crbnicas, a depender do nivel de
diferenciacdo do progenitor afetado e do nimero de células imaturas (blastos)
presentes na medula éssea ou circulacdo sanguinea, sendo que o achado de
valores maiores ou iguais a 20% de blastos na medula caracteriza o diagndstico de
leucemia aguda (Ladikou et al., 2022). Outra classificacdo leva em conta a origem
do progenitor afetado, sendo as leucemias mieloides oriundas de progenitores da
linhagem mieloide e as leucemias linfociticas, também conhecidas como
linfoblasticas ou linfoides, originadas quando o progenitor tumoral j4 esta
comprometido com a diferenciacéo desta linhagem (Zago, 2013).

A etiologia da leucemia é multifatorial, com destaque para as alteracdes
moleculares (como mutacbes germinativas e adquiridas e anormalidades
cromossbmicas clonais) associadas a doenca. Entre os achados mais frequentes,
alteracOes nas vias de reparo do DNA e alteragcdes cromossdmicas parecem levar
ao quadro leucémico. Outro achado consistente é a presenca de eventos
secundarios que se somam as alteracbes primarias para que ocorra a ativacao de
vias leucemogénicas, sendo os rearranjos cromossomicos um claro exemplo dessa
relagdo. Além disso, as condicdes ambientais também s&o listadas como
importantes fatores de risco, incluindo exposicdo a produtos quimicos e radiacgéo,

infeccdes e estilo de vida (Tebbi, 2021).

Os dados epidemioldgicos estimados para as leucemias no Brasil mostram
gue aproximadamente 11.540 novos casos sao esperados no triénio 2023-2025, o
que as tornam o décimo céancer mais comum no Brasil. Ainda, em 2020, as
leucemias foram responsaveis por 6.738 mortes no pais, o que corresponde a cerca
de 3 mortes a cada 100 mil pessoas (INCA, 2023).

As leucemias linfoblasticas agudas (LLA) sdo neoplasias originadas no
progenitor linfoide e sdo o tipo de tumor mais comum na infancia. Os pacientes

acometidos normalmente apresentam febre, infeccbes recorrentes, fadiga,
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sangramentos e rash cutaneo. Além desses sintomas, a apresentacao clinica pode
ser inespecifica. (Chang et al., 2021) (Davis et al., 2014) Dentre as LLA, a leucemia
linfoblastica aguda do tipo B (LLA-B) € o subtipo mais comum, correspondendo a
cerca de 75% dos casos. A LLA-B possui carater bimodal, acometendo,
principalmente, criangas de 1 a 4 anos (Malard e Mohty, 2020) e pessoas com mais
de 50 anos, (Paul, Kantarjian e Jabbour, 2016) sendo que 60% dos casos de LLA-B
recebem o diagnostico até os 20 anos de idade.

Segundo dados do Observatério de Oncologia (2023), ndo ha indicios de
tendéncia de aumento ou diminuigdo dos casos de LLA ao longo dos anos no pais,
ja que os numeros tém se mantido relativamente estaveis, assim como a taxa de
mortalidade da doenca. A mortalidade acompanha a taxa de incidéncia, levando a
Obito principalmente pacientes diagnosticados na faixa de idade de 0 a 19 anos e
acima de 50 anos (Figura 1). (Observatério de Oncologia, 2023)

--.______//\\/ T~

Taxa 100 mil hab

2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017

Faixa Etdria
0a 19 anos 20 a 29 ancs B 50 anos ou mais

Figura 1. Taxa de Mortalidade por LLA no Brasil (de 2008 a 2017). Fonte: Observatério de
Oncologia (2023), elaborado com dados disponiveis no DATASUS.
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1.2 CLASSIFICACAO DAS LEUCEMIAS LINFOBLASTICAS AGUDAS DO TIPO B
E MODELOS CELULARES UTILIZADOS

De acordo com o Ultimo consenso disponibilizado pela OMS (2022), a
classificacdo das leucemias e linfomas cujo predominio é de células leucémicas de
origem linfoide do tipo B (LLA-B) € feita principalmente considerando as
caracteristicas moleculares dos clones, que levam a caracteristicas fenotipicas,
clinicas ou prognoésticas especificas. Dentro da classificacdo, que inclui subgrupos
de linfomas, neoplasias plasmocitarias e outras, ha as neoplasias de precursores de
células B, cujos subtipos estédo descritos na Tabela 1.

Classificacao das Neoplasias Hematopoiéticas de precursores de células B
OMS, 52 edigio

LLA-B ndo especificada em outras

LLA-B com alta hiperploidia

LLA-B com hipodiploidia

LLA-B com iAMP21

LLA-B com fusdo BCR:ABL1

LLA-B com caracteristicas BCR:ABL1-like

LLA-B com rearranjo KMT2A

LLA-B com fusdo ETV6E:RUNX1

LLA-B com caracteristicas ETV6:RUNX1-like

LLA-B com fusdo TCF3:PBX1

LLA-B com fusdo IGH:IL3

LLA-B com fusdo TCF3:HLF

LLA-B com outras anormalidades geneticas definidas

*LLA-B: Leucemia/Linfomna linfoblastica(o) do tipo B.

Tabela 1. Classificagdo de leucemias linfoblasticas/linfomas de precursores de células B, de
acordo com os critérios da OMS (2022). (Fonte: adaptada de Alaggio et al., 2022)
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Para a avaliacdo da atividade dos compostos naturais a serem apresentados
neste trabalho, serdo utilizados dois modelos celulares distintos, representantes dos
seguintes subtipos de neoplasias de precursores de células B, conforme
classificacdo da OMS: LLA-B com fusdo ETV6::RUNX1 (linhagem celular REH) e
LLA-B com rearranjo KTM2A (linhagem celular RS4;11) (Figura 2). Ambos os
modelos foram gentiimente fornecidos pela Prof. Dr. Mariana Emerenciano
Cavalcanti de Sa, coordenadora do Laboratorio de Genética das Leucemias Agudas

do Instituto Nacional do Cancer (INCA).

3 Blastode LLA-B
Células tronco com fuséo

hematopoiéticas ETVE RUNX Vﬁﬁ Representante no estudo:

linhagem celular REH
1(12,21) o
(p13;922) Bom prognéstico;

A
B\ k 30 % dos casos de LLA-B, mais frequente

Precursor linfoide \ ST — — .
comprometido >l / em criancas, rara em adultos.
! "~

\‘com a linhagem B /

/

Blasto de LLA-B
COm rearranjo

T~ KMT2AZAFF1

\ ey /_ Representante no estudo:
/ \ linhagem celular RS4;11
" x | oy
|
O

\ [ (g21,923) Prognéstico ruim;

6 % dos casos de LLA-B e 70 % dos
casos de LLAem <1 ano;

= Evento Leucogénico
Created in BioRender.com bio

Figura 2. Representacdo grafica dos modelos celulares avaliados neste trabalho e

representativos das entidades especificas classificadas pela OMS, 2022. Os raios representam
alteragcBes que levam a leucogénese. Para o modelo com rearranjo KMT2A, ha evidéncia de que a
alteracao cromossémica por si s6 é suficiente para o desenvolvimento da leucemia, enquanto para o
modelo ETV6::RUNX1, a translocacdo ndo é suficiente, sendo necessario um segundo evento

leucogénico. Fonte: Elaboracéo pela autora com a ferramenta BioRender.com.

O primeiro modelo celular utilizado refere-se a LLA-B com fusdo
ETV6::RUNX1. Esta Ilinhagem possui a translocacdo cromossdémica
t(12;21)(p13;922) (antigamente classificada como TEL-AML1) que causa a fuséo dos
genes ETV6 com RUNX1, formando um fator de transcricdo quimérico. Tanto o gene

ETV6/TEL (translocation—Ets—leucemia), localizado no cromossomo 12p13.2, quanto
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RUNX1 (RUNX Family Transcription Factor 1) sdo importantes no decorrer da
hematopoese e a expressdo do fator quimérico promove a autorrenovacao dos

progenitores de célula B. (Mullighan, 2012)

A simples presenca da translocacdo nédo é suficiente para a leucogénese, o
que sugere a necessidade de alteracdes genéticas secundarias para o aparecimento
da leucemia (Mullighan, 2012). A alteracdo cromossémica original parece ter origem
in utero, e as lesGes secundarias podem incluir perda adicional de ETV6, ganho de
RUNX1, delecdo de CDKN1A ou de outros genes envolvidos na diferenciacdo da
célula B. A compreenséo da fisiopatologia indica que a busca por novas terapias ndo
deve se limitar a ter como alvo a translocacdo ETV6::RUNX1, mas deve considerar

também os eventos secundarios (Kaczmarska et al., 2023; Polak et al., 2019).

A fusdo ETV6::RUNX1 é a translocagdo mais comum em criancas,
correspondendo a cerca de 30% dos casos de LLA-B nessa faixa etaria, porém é
rara em adultos (1,0 - 4,4% dos casos apenas) (Kaczmarska et al., 2023) e esta
associada a um bom prognéstico e menor risco de recidivas apds tratamento
(Bhojwani et al., 2012) (Paul et al., 2016). Os pacientes com a fusdo tém em torno
de 80% a 97% de chance de alcancar 5 anos de sobrevida livre de eventos, porém
cerca de 10% dos pacientes ainda apresentam resisténcia a quimioterapia ou
recidiva (Kaczmarska et al., 2023). Em estudos in vitro, os modelos celulares
ETV6::RUNX1 mostraram maior sensibilidade a antineoplasicos como L-
asparaginase, doxorrubicina, etoposideo e dexametasona em comparacdo com

outros subtipos leucémicos (Bhojwani et al., 2012).

O segundo modelo celular de LLA-B utilizado neste trabalho caracteriza-se
pela presenca do rearranjo KMT2A. O gene que codifica a proteina KMT2A (histone
lysine [K]-MethylTransferase 2) esta localizado no cromossomo 11923 e a proteina
codificada tem funcéo essencial na regulacéo do desenvolvimento da hematopoiese,
funcionando como um regulador da cromatina, proteina de ligacdo ao DNA e
metiltransferase. A translocacdo de origem nao esta restrita a LLA, estando presente
também em LMA e leucemias bifenotipicas (Goérecki et al.,, 2023). Previamente
classificado como rearranjo MLL (mixed-lineage leukemia), as células tumorais que
possuem a alteracdo trazem consigo caracteristicas mistas da linhagem mieloide e

linfoide.
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O rearranjo génico pode envolver diversos pares, entre eles o gene AFF1/AF4
(ALF Transcription Elongation Factor 1), presente em cerca de 44% das KMT2A
LLA-B infantis e em 75% dos adultos, sendo também o gene presente na linhagem
celular utilizada neste trabalho. Além dele, os genes MLLT3 e MLLT1 s&o os mais
frequentes. (Chaer, El, Keng e Ballen, 2020) A alteracdo cromossémica por si s6 €
suficiente para a leucogénese, porém, com certa frequéncia é acompanhada de
mutacdes em vias como PI3K/RAS, KRAS, NRAS e TP53 (Goérecki et al., 2023). O
rearranjo € encontrado em 10% dos casos de LLA em adultos e 5% em criancas, e
acomete cerca de 70% dos novos diagnosticados com LLA menores de 1 ano de

idade (Goérecki et al., 2023), além de corresponder por 6% dos casos de LLA-B.

A presenca do rearranjo KMT2A é considerada como de pior prognostico e
esta relacionada a hiperleucocitose, maior resisténcia ao tratamento com
glicocorticoides e asparaginase (El Chaer et al., 2020) e maior agressividade,
resultando em aumento da incidéncia de acometimento do Sistema Nervoso Central
(El Chaer et al., 2020; Gérecki et al., 2023). Em estudo de coorte com 926 pacientes
de LLA-B (BCR:ABL1 negativos), a presen¢a da translocagdo KMT2A::AFF1 foi
associada a menor sobrevida global em relagdo aos pacientes KMT2A:AFF1
negativos (20,3% versus 45,5%) e menor sobrevida livre de doenca (9,2% versus
34,3%,) (Figura 3) (Piciocchi et al., 2019).
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sobrevida global (OS — overall survival) de pacientes de LLA-B com rearranjo KMT2A::AFF1

versus pacientes com LLA-B sem a translocagdo. Fonte: (Piciocchi et al., 2019)

Ainda, pacientes com rearranjo KMT2A apresentam perda do antigeno de
célula B CD19 e escape imune a terapia com CAR-T, além de apresentarem a
possibilidade de escape clonal, devido as suas caracteristicas bifenotipicas (Gorecki
et al., 2023). O desenvolvimento de novos possiveis alvos terapéuticos para LLA-B
com rearranjos de KMT2A incluem inibidores de FLT3, MEK, HDAC, BCL-2, MCL-1,
CDK, entre outros (El Chaer et al., 2020).

1.3 OPCOES TERAPEUTICAS EM LLA-B

Para quadros de leucemias em geral, normalmente o tratamento pode ser
dividido em quimioterapia, radioterapia e imunoterapia, visto o papel limitado dos
processos cirlrgicos nos tumores hematologicos. Especificamente, o tratamento da
LLA-B considera ndo s6 as alteracdes moleculares detectadas, como também o
risco de recidiva e outros parametros como as contagens celulares, diferenciacéo da

populacao linfoide afetada e a frequéncia dos blastos.

A quimioterapia envolve o uso de diversos farmacos, a depender da fase do
tratamento. As fases se dividem em indugcdo, que dura de 4 a 6 semanas,
consolidagéo, com duracdo de 4 a 6 meses, e manutencédo, que pode perdurar por 2
anos em adultos, ou 2 a 3 anos em criancas. Na fase de inducédo, o objetivo € a
remissdo da doenca, podendo ser utilizados inUmeros quimioterapicos e outros
adjuvantes, como glicocorticoides, além da possivel inclusdo da profilaxia intratecal,

a fim de evitar infiltracdo no Sistema Nervoso Central (Malard & Mohty, 2020).

Segundo dados do Observatério de Oncologia, de 2012 a 2017, no Brasil
havia dois principais protocolos em uso para o tratamento de LLA-B na infancia. O
principal deles € o GBLTLI-99, desenvolvido pelo Grupo Brasileiro para o
Tratamento da LLA na Infancia, utilizado por 36,0% dos pacientes, seguido pelo
protocolo BFM do Grupo Europeu Berlim-Frankfurt-Minster, em uso por 29,8% dos

pacientes (Observatoério de Oncologia, 2023).

Como exemplo de farmacos que podem ser utilizados no tratamento de LLA
incluidos nesses protocolos nas diversas fases do tratamento, ha a prednisolona,
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vincristina, daunorubicina, L-asparaginase, terapia intratecal com metotrexato, 6-
mercaptopurina, ciclofosfamida, citarabina e etoposideo(Trujillo, Linares e
Sarmiento, 2016). Em adultos, sdo exemplos de protocolos em uso o CALBG 9111
(inspirado no protocolo St. Jude infantil), GMALL, PETHEMA ALL-96 e NOPHO
(Aldoss, Forman e Pullarkat, 2019).

Para o tratamento, independentemente da idade ao diagnostico, a escolha do
esquema depende das alteragcdes moleculares encontradas nos clones de leucemia.
Um exemplo importante é a presenca da alteracdo cromossdmica conhecida como
cromossomo Philadelfia (LLA Ph+ ou LLA-B com fusdo BCR::ABL1) que chega a
atingir 50% dos adultos com LLA-B, enquanto que, em criancas e adolescentes, a
alteracdo € encontrada em somente cerca de 2% a 3%. Para esse subtipo, o uso de
inibidores da tirosinoquinase séo o tratamento de escolha, com os quais se alcanca
cerca de 95% de remissdo completa e 40 a 50% de sobrevida global (Short,
Kantarjian e Jabbour, 2021).

Na década de 90, o tratamento do cancer ganhou novos atores, a partir dos
estudos das terapias alvo-moleculares e das imunoterapias (American Association
for Cancer Research, 2023). Dentre as novidades trazidas pela imunoterapia para o
tratamento da LLA-B, pode-se citar o blinatumomabe, um anticorpo monoclonal
biespecifico que contém tanto anti-CD3 quanto anti-CD19 e é indicado para o
tratamento de LLA-B refrataria ou em recidiva. O anticorpo funciona com uma
espécie de “apresentador” da célula B tumoral CD19+ as células T CD3+ citotoxicas,
resultando na morte das células tumorais pela liberacdo de granzima e perforina
(Kaplan, Grischenko e Giles, 2015).

Outro exemplo de emprego da imunoterapia para o tratamento da LLA-B é o
inotuzumabe ozogamicina (InO), um anticorpo monoclonal anti-CD22 conjugado a
caliqgueamicina. A conjugacao do agente citotoxico com o anticorpo é especialmente
importante, pois funciona como uma entrega direcionada do farmaco as células B, ja
gue o CD22 é um antigeno expresso na superficie de todas as células B maduras e
em mais de 90% das células B precursoras (Ronson, Tvito e Rowe, 2016). A
aprovacao do InO pela ANVISA se deu em 2019 e a indicacdo de seu uso € apenas

para os casos de LLA-B recidivada ou refrataria.
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Dentre as imunoterapias aprovadas para o tratamento de LLA-B, sem duvida
o destaque fica para a terapia celular com células CAR-T (Chimeric Antigen
Receptor — T cell). Em linhas gerais, a terapia com CAR-T se baseia na modificagao
genética de células T (autdlogas ou ndo) para que expressem antigenos quimericos
que irdo reconhecer células tumorais, com o0 objetivo de aumentar a resposta do
individuo ao tumor e a capacidade citotoxica deste tipo celular. A primeira CAR-T
aprovada nos EUA foi o tisagenlecleucel (CAR-T humanas anti-CD19) em 2017, e
hoje existem outros seis produtos aprovados pelo Food and Drug Administration
(FDA) para o tratamento de diferentes tipos de tumores hematolégicos, sendo quatro
deles anti-CD19 (Zhang et al., 2022).

Além das terapias direcionadas ao tratamento do tumor, pacientes
acometidos por LLA-B podem precisar de terapias de suporte, como é o caso da
transfusdo de concentrado de hemacias, visto que quase todos o0s pacientes com
cancer desenvolvem algum grau de anemia, seja por conta da doenga ou como
evento adverso ao tratamento quimioterapico (Spivak, Gascon e Ludwig, 2009). No
mesmo sentido, considerando a frequéncia de casos de trombocitopenia em
pacientes com leucemias agudas, a transfusdo de plaquetas se mostra efetiva no

controle dos sangramentos (Li et al., 2020).

Por fim, o transplante de medula 6ssea também faz parte das opcodes
terapéuticas em pacientes acometidos por leucemias que apresentam doenca
residual mensuravel (DRM) ou remissdo completa apds o primeiro de tratamento
(DeFilipp et al., 2019; Merli et al., 2019).

1.4 AINDA HA ESPACO PARA A PESQUISA DE COMPOSTOS DE ORIGEM
NATURAL COMO OPCOES TERAPEUTICAS PARA TRATAMENTO DO
CANCER?

A quimioterapia convencional para LLA é crucial para o sucesso do
tratamento e tem sido capaz de proporcionar melhora consideravel nos resultados
de sobrevida nas ultimas décadas. Na maioria das vezes, porém, sdo moléculas que
nao tém um alvo especifico no tumor, o que faz com que também afetem células

saudaveis, levando a efeitos adversos. Dentre eles, destaca-se a possibilidade de
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neurotoxicidade trazida por moléculas como a L-asparaginase, metotraxato e
vincristina. (Sliwa-Tytko et al., 2022) JA4 a radioterapia inclui em seus efeitos
adversos a longo prazo a possibilidade de disfuncGes enddcrinas e cognitivas,

infertilidade, diminuicdo da funcéo renal, entre outros. (Chang et al., 2021)

Outro ponto a ser considerado € que, apesar da melhora das taxas de
resposta aos tratamentos atualmente empregados, com o aumento da sobrevida
global em 5 anos passando de 31% em 1975 para proximo de 70% em 2009
(podendo chegar a 90% em criancgas), (Malard e Mohty, 2020) o tratamento da LLA-
B ainda pode se tornar um desafio para grupos especificos, como os individuos com
60 anos ou mais, que apresentam taxas de sobrevida apds 5 anos em torno de
apenas 20%. Nessa faixa etaria, os tratamentos que ja apresentam intrinsicamente
uma menor resposta, se somam as comorbidades presentes nessa faixa etéria, que
muitas vezes impedem o uso de quimioterdpicos na mesma intensidade dos
pacientes mais jovens e levam a uma maior toxicidade dos quimioterapicos e a

resisténcia do clone neoplasico.

Nas ultimas duas décadas, junto ao surgimento da imunoterapia, a terapia
celular com CAR-T trouxe uma perspectiva de revolucdo no tratamento do cancer, ja
gue vém possibilitando aos pacientes uma sobrevida livre de doenca incomparavel
as terapias disponiveis empregadas até seu surgimento. Entretanto, imunoterapicos
utilizados no tratamento de LLA-B, como os anticorpos monoclonais, também podem
causar efeitos adversos. O blinatumomab esté relacionado a neurotoxicidade e risco
aumentado de infeccbes (Stein et al., 2019), enquanto o inotuzumabe ozogamicina
foi associado ao risco aumentado de hepatotoxicidade e de desenvolvimento de
doenca veno-oclusiva hepatica (Malard & Mohty, 2020).

Quanto a terapia celular, seu uso apresenta a maior limitagdo em seus efeitos
adversos, dos quais 0 mais perigoso é a sindrome de liberagdo de citocinas. (Zhang
et al., 2022) Além disso, até o0 momento, o uso de CAR-T so foi aprovado pelas
agéncias reguladoras para pacientes resistentes ou refratarios aos tratamentos
convencionais ou nos casos de recidivas (ANVISA, 2023). Ademais, 0 sucesso da
terapia dependente de um sistema imunolégico minimamente imunocompetente, o
gue também faz com que essa terapia ndo seja uma opcao para todos 0s pacientes
(Zhang et al., 2022).
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Alinhado aos efeitos adversos graves, o alto custo também € um importante
limitador ao uso do CAR-T. Em 2023, uma unica dose de tisagenlecleucel nos
Estados Unidos custa cerca de 475 mil de doélares (Drugs, 2023). Em nivel
comparativo, levando em conta o valor médio do dolar, a dose custaria cerca de 2,4
milhdes de reais, 0 que supera o valor total de recursos federais distribuidos para o
Componente Basico da Assisténcia Farmacéutica do Sistema Unico de Salide (SUS)
em 2022 para os municipios de Porto Alegre (R$ 723.338,36), Curitiba (R$
942.388,69) e Florianopolis (R$ 244.224,34), as trés capitais da regidao Sul do pais
(BRASIL, 2022). No Brasil, a dificuldade de acesso ao tratamento ainda enfrenta
outras barreiras. O tisagenlecleucel, apesar de utilizado nos EUA desde 2017, foi
aprovado pela ANVISA somente em fevereiro de 2022, o que faz com que o0 acesso
ao produto no pais ainda seja incipiente e, em vista do custo, quase que inacessivel
aos usuarios do Sistema Unico de Satde (SUS) (ANVISA, 2023).

Buscando alternativas que alinham as novas tecnologias aos tratamentos
convencionais, em janeiro de 2023, o governo norte-americano, através do National
Cancer Institute (NCI), aprovou um financiamento com o objetivo de apoiar estudos
focados nas intervencbes voltadas ao tratamento do cancer em duas frentes:
imunoterapia e produtos naturais. O instituto anunciou a disponibilizacdo de 23
milhdes de dolares ao longo de 5 anos para a pesquisa e desenvolvimento de
produtos naturais que sejam seguros, nao toxicos e que possam ser utilizados com
eficacia na prevencgéo e no tratamento nas fases iniciais do cancer (National Cancer
Institute, 2023).

A iniciativa do NCI leva em conta a importancia histérica dos produtos
naturais no tratamento do cancer. Exemplo disso sdo os resultados trazidos por um
estudo de revisao realizado em 2020, que indicou que entre 0os novos medicamentos
antineoplasicos aprovados de 1981 a 2019, 18 (7,3%) eram moléculas de origem
natural inalteradas. Dentre elas, podemos citar opc¢des terapéuticas amplamente
utiizadas no tratamento de leucemias, como a vincristina, a vimblastina,
doxorrubicina, daunorrubicina, bleomicina, asparaginase, entre outras. Quando
consideradas as moléculas derivadas de produtos naturais, este nimero sobe para
62 (25%) (Newman e Cragg, 2020).
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Portanto, dadas as terapias disponiveis até o momento e suas Vvarias
limitagOes, a busca por novos compostos continua sendo uma necessidade para um
melhor manejo dos pacientes com cancer. Nesse sentido, 0s compostos de origem
natural permanecem como uma importante alternativa, pois podem ser mais
facilmente extraidos, isolados e purificados com menores custos de producéo
quando comparados as terapias celulares e imunoterapias. Uma vez demonstrada
sua efetividade e seguranca, surgem como uma fonte de moléculas ativas para o
tratamento e prevencao dos tumores hematoldgicos, seja para sua utilizacdo como

monoterapia ou mesmo como adjuvantes a outros tratamentos ja empregados.

Ainda, nesse cenario, o Brasil se destaca como um pais que detém
importantes reservas de recursos naturais. Portanto, a pesquisa e o0
desenvolvimento da biotecnologia nessa area sao vistos como uma possibilidade
que pode tornar o pais uma poténcia na busca de novos medicamentos contra o

cancer.

1.5 QUEM SAO OS ACIDOS URSOLICO E BETULINICO E QUAL SUA POSSIVEL
CONTRIBUICAO NA TERAPEUTICA DO CANCER?

Acido ursélico (AU) e &cido betulinico (AB) sdo moléculas de origem natural
pertencentes a classe dos triterpenos pentaciclicos. Os triterpenos pentaciclicos sao
moléculas compostas por um esqueleto de trinta carbonos, normalmente metabdlitos
secundarios presentes em cascas, folhas e caules de diferentes espécies vegetais
(Hussain et al., 2017). A atividade antitumoral da classe ja foi estudada in vitro em
diversos tipos de céancer, incluindo cancer de mama, pulméao, préstata, pancreas,
cervical, colorretal, melanoma e leucemia mieloide cronica (Dzubak et al., 2006; Gill
et al., 2016; Jager et al., 2016).

Acido ursdlico (Figura 4) é o protétipo da classe e possui diversas atividades
biologicas estudadas para fins terapéuticos, sendo a substancia da classe mais
explorada quanto a atividade antitumoral. Esta presente em diferentes quantidades a
depender da espécie vegetal, e possui concentracdo proxima a 2% na casca da
maca (Malus domestica) e folhas de orégano (Origanum vulgare), entre outras

espécies vegetais (Wozniak et al., 2015).
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Estudos in vitro exploraram a atividade antitumoral do acido ursoélico em
modelos celulares de diversos tipos de tumores sdlidos e ha resultados promissores

demonstrando sua efetividade em modelos de cancer de mama, pulméo, cervical,

colorretal, entre outros (Wozniak, Skgpska e Marszatek, 2015).

Figura 4. Estrutura quimica do &cido ursolico. Fonte: National Center for Biotechnology
Information (2023).

Alguns mecanismos moleculares ja foram explorados e podem ajudar a
explicar sua atividade antitumoral, como é o caso da inibicdo de alvos como PLK1,
IKK/NF- kB3 e vias como RAF/ERK (Guo et al., 2020). Além destes, as vias
metabdlicas PTEN, AKT/mTOR/PI3, JAK/STAT e BAK1, CASP3, CASP8 e PTPN1
também foram sugeridas como alvos do AU (Barreto Vianna et al., 2021; Zafar et al.,
2022).

Ja o acido betulinico (Figura 5) se difere do acido ursadlico por se classificar
como um triterpeno de esqueleto lupano em vez do esqueleto de ursano de seu
isbmero. AB € um triterpeno observado em mais de duzentas espécies vegetais que
também demonstrou atividade in vivo e in vitro contra diversos tipos tumorais, dentre
eles a leucemia mieloide crbnica e o glioblastoma (Amiri et al., 2019). Também ha
relatos de atividade em outros modelos de tumores, como colorretal, mama,

pancreatico e pulmao (Jiang et al., 2021).
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Figura 5. Estrutura quimica do acido betulinico. Fonte: National Center for Biotechnology
Information (2023).

Quanto aos possiveis alvos moleculares que podem explicar sua atividade
antitumoral, ha relatos de alteracdo de diversas vias e alvos como NF-kR, VEGF e
STAT3, tal como aumento da expressdo de PTEN, PERK, CASP3, CASPS8 e
alteracdes na expressao de proteinas da familia Bcl-2 e dos fatores de transcricdo
SP (Barreto Vianna et al., 2021) (Jiang et al., 2021) (NPACT, 2023).

Além dos estudos in vitro, h& registros de estudos clinicos tanto para acido
ursolico quanto para betulinico em intervencdes relacionadas ao cancer. Para AU,
ha registro de estudo de fase |, ndo randomizado e de coorte com trés bracos de
intervencado. Neste estudo, foi proposto o uso de acido ursdlico (150 mg), curcumina
(600 mg) ou o uso concomitante dos dois em pacientes com diagndstico de cancer
de prostata com planejamento de prostatectomia radical. O estudo visava avaliar
parametros farmacocinéticos como a biodisponibilidade, tempo de meia-vida e de
seguranca e o numero, frequéncia e duracdo de eventos adversos. O estudo foi
proposto em 2020, mas foi retirado com a informacéo de que o pesquisador principal
busca financiamento e realizard a revisdo do protocolo para ressubmisséo futura, de
acordo com dados de julho de 2023 (ClinicalTrials.gov, 2023). O segundo estudo
clinico registrado de fases | e Il se refere a avaliacdo da seguranca e eficacia de
uma pomada com acido betulinico a 20% no tratamento de nevos displasicos, uma

desordem proliferativa dos melanécitos associada a maior risco de melanoma. Este
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estudo, porém, também se encontra retirado, sem maiores informacdes sobre os

motivos (ClinicalTrials.gov, 2023).

1.6 ACIDOS URSOLICO E BETULINICO EM TUMORES HEMATOLOGICOS

Além das atividades descritas para os tumores solidos, também ha dados
quanto a avaliacdo dos acidos ursolico e betulinico em tumores hematoldgicos. AU
foi avaliado em linhagens celulares de leucemia linfoblastica aguda do tipo T,
leucemia mieloide aguda (Li et al.,, 2013) e leucemia aguda monocitica. Os
resultados nesses modelos indicam que houve inibicdo da proliferagdo, com inducao
da apoptose.

Em modelo celular de leucemia mieloide aguda (LMA), AB demonstrou
atividade antitumoral mediada por producéo de espécies reativas de oxigénio (ROS),
com ativacdo de mecanismos de apoptose e interrupcao do ciclo celular (Park et al.,
2021). Ha relatos, também, de que o tratamento com AB foi capaz de restaurar a
sensibilidade ao inibidor de tirosina quinase imatinibe em modelo de LMA
BCR::ABL+ resistente (Barreto Vianna et al., 2021). AB ainda obteve resultados
semelhantes em modelo de leucemia linfoblastica aguda T (LLA-T), com inibicdo da
proliferacdo, parada no ciclo celular e ativagdo da apoptose (Chen et al., 2008). Ja
em outro estudo, com 10 linhagens celulares distintas para modelos de Linfoma de
Burkitt derivado de células B, AB levou as células tumorais & morte, atraves de
mecanismos independentes da ativacao de caspases, com caracteristicas tipicas de
morte por necrose (Karpova et al., 2006).

Embora existam outros estudos que tenham avaliado a atividade antitumoral
dos acidos ursolico e betulinico em modelos celulares de tumores solidos, observa-
se gue ha menor numero de evidéncias de sua atividade in vitro em tumores
hematolégicos e ndo ha dados sobre seus efeitos em modelos de LLA-B com fusdo

ETV6::RUNX1 ou rearranjo KTM2A descritos até o momento.
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2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral

Considerando a escassez de registros sobre a avaliacdo da atividade dos

acidos ursélico e betulinico em neoplasias hematoldgicas, o objetivo principal deste

trabalho foi avaliar a atividade antitumoral de AU e AB in vitro em dois modelos

celulares de LLA-B, representantes de prognosticos clinicos e resposta aos

tratamentos convencionais distintos, com a perspectiva de seu uso terapéutico. Os

objetivos especificos se encontram descritos abaixo.

2.2. Objetivos especificos

1.

Avaliar o efeito antitumoral do tratamento com AU e AB nas linhagens celulares
RS 4;11 e REH, modelos celulares de LLA-B;

Determinar o indice de seletividade dos compostos comparando os modelos
tumorais a células mononucleares ndo tumorais;

Investigar os possiveis mecanismos de morte celular envolvidos na resposta
aos tratamentos com 0s compostos;

Avaliar se os tratamentos sao capazes de causar danos ao DNA celular;

5. Avaliar possiveis alteracdes no ciclo celular frente a exposicdo aos compostos;

6. Avaliar se o tratamento com AU ou AB é capaz de alterar a expressdo génica

dos fatores prognosticos de LLA-B: FLT3, BTG1 e IKZF1;

Avaliar a expressao génica diferencial entre as linhagens estudadas, a fim de
investigar se as alteracdes a nivel de mRNA presentes podem ter influéncia nas
diferentes respostas ao tratamento com AU e AB;
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3. CAPITULO I: MANUSCRITO — ATIVIDADE ANTITUMORAL DOS ACIDOS
URSOLICO E BETULINICO EM MODELOS CELULARES DE LEUCEMIA
LINFOBLASTICA AGUDA DO TIPO B

O manuscrito contido nas paginas 37 — 67 foi elaborado conforme as normas
da revista European Journal of Pharmacology, disponiveis no link
https://www.sciencedirect.com/journal/european-journal-of-

pharmacology/publish/guide-for-authors, na categoria de Research Paper.
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4. DISCUSSAO GERAL

A leucemia linfoblastica aguda de linhagem B permanece apresentando-se
como um desafio em termos de tratamento e frequéncia de recidivas, principalmente
guando acomete pacientes com mais de 60 anos e a depender das alteracdes
moleculares presentes no clone tumoral. Portanto, a busca por terapias alternativas
acessiveis e viaveis que se mostrem efetivas no combate as células tumorais e
possam melhorar a qualidade de vida dos pacientes continua sendo uma
necessidade. Para tanto, os produtos de origem natural, responsaveis por parte das
moléculas em uso hoje, continuam sendo uma importante fonte de pesquisa.

Dentre as moléculas de origem natural com atividade antitumoral estabelecida
em modelos in vitro estdo os triterpenos pentaciclicos, acido ursolico e betulinico.
Ambas as moléculas apresentam resultados promissores em linhagens tumorais de
tumores sélidos, porém ha pouca evidéncia de seu papel em tumores hematoldgicos
e nenhuma evidéncia para modelos de LLA-B.

Por isso, esse trabalho teve como objetivo avaliar a atividade antitumoral do
acido ursodlico e do acido betulinico nos modelos celulares com rearranjo KMT2A e
fusdo ETV6::RUNX1, buscando verificar sua influéncia em alguns marcadores
caracteristicos dos processos neoplasicos.

Sabe-se que a maioria, se ndo todos os tumores, tém caracteristicas funcionais
tipicas (os chamados “hallmarks”) que englobam diversos mecanismos fenotipicos e
moleculares que culminam no desenvolvimento da doenca. (Hanahan, 2022) A partir
da representacdo destas caracteristicas, pontuaram-se aquelas nas quais 0S
tratamentos apresentados neste trabalho influenciaram diretamente e, em torno

delas, foram propostas as discussdes apresentadas a seguir. (Figura 6)
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Figura 6 . Representacdo dos 14 hallmarks do céancer. Os hallmarks foram descritos
primeiramente em 2000 como sendo alteracdes e capacidades caracteristicas da fisiopatologia de
células tumorais que sdo determinantes para o desenvolvimento e crescimento dos tumores. Na
imagem, foram circulados aqueles que serdo discutidos neste trabalho, sendo considerados os
resultados experimentais e as hipéteses formuladas para explicar os resultados obtidos neste
trabalho. (Fonte: adaptado de (Hanahan, 2022)

1. Hallmark 1 - Resisténcia a morte programada:

Dentre os 14 hallmarks propostos até agora, um dos classicos diz respeito a
capacidade das células tumorais evitarem a morte celular programada, sendo este
um passo determinante para o sucesso do desenvolvimento tumoral. Portanto,
entender os mecanismos pelos quais 0s tumores resistem aos mecanismos de morte

hY

programada, como a resisténcia a apoptose, e explorar moléculas que sejam
capazes de restaurar a morte dessas células representam importantes lacunas a

serem preenchidas na descoberta de compostos antitumorais.
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Com relacdo a esta caracteristica, verificou-se que os tratamentos com 0s
compostos em ambas as linhagens foram capazes de induzirem as células a morte
por apoptose, confirmada pelos marcadores classicos CASP3, CASP8 e CASP9.
Funcionalmente, a CASP3 é classificada como uma caspase efetora, dependente da
ativacdo de caspases iniciadoras, como é o caso da CASP9 (Shi, 2004) e atua tendo
um papel central na execucao final da apoptose. (GeneCards, 2023) A CASP9 é um
importante promotor da formacdo do apoptosoma e funciona como uma caspase
ativadora, clivando e ativando as caspases efetoras (CASP3 e CASP7) e é
considerada uma representante da ativagdo da via intrinseca da apoptose, via
ativada por estimulos como dano ao DNA, hipdxia e estresse oxidativo. (GeneCards,
2023) (Kashyap et al., 2021) Ja a CASP 8, uma representante da via extrinseca da
apoptose, é ativada por ligantes externos e atua clivando as caspases efetoras,
como CASP3, CASP6 e CASP7. (Kashyap et al., 2021)

Neste trabalho, em consonancia com resultados prévios do uso de AU e AB
em outros modelos in vitro, foi demonstrado que os tratamentos foram capazes de
restaurar a morte celular por apoptose em ambos os modelos celulares trabalhados,
e os resultados foram confirmados através das técnicas de identificacdo da
externalizacdo da fosfatidilserina, pela expressdo génica de caspases, pela
identificacdo do aumento da porgdo Sub-G1 no ensaio do ciclo celular e pelo ensaio

cometa.

1.1 Autofagia

Este trabalho também avaliou a ativacdo da autofagia em resposta aos
tratamentos. A autofagia € um processo fisioldgico complexo que pode ser ativado
em condi¢cOes celulares de estresse com o objetivo de garantir a manutencao da
homeostase e integridade de organelas celulares, proteinas e outros componentes
que possam estar disfuncionais, através de sua reciclagem pela degradacao
lisossomal. (Yun & Lee, 2018)

O processo de autofagia possui relacdo com mais de um hallmark do cancer,
mas, neste trabalho, optou-se por discuti-la no topico relativo a morte celular, visto
que a autofagia pode, por si so, ser considerada um tipo de morte celular e, além
disso, esta intrinsecamente relacionada a morte celular por apoptose, por ambas

convergirem nas mesmas vias de sinalizacdo e proteinas efetoras. Adiciona-se a
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isso o fato de ambas serem ativadas em condi¢cbes de estresse celular. (Alvarez-
Meythaler et al., 2020) Surge entdo a ligagdo entre a autofagia com um dos mais
antigos hallmarks do cancer: a resisténcia a morte celular programada. Mas para
além deste, a autofagia j& foi relacionada a outros hallmarks, como o processo de
senescéncia celular, (Filippi-Chiela et al., 2015) integridade genoémica (Vessoni et al.,
2013) e reprogramacgdo metabdlica, pelo 6bvio envolvimento na reciclagem de
nutrientes. (Goldsmith et al., 2014)

Em linhas gerais, durante a autofagia, ha a formacéo de autofagossomos, que
envolvem os componentes celulares para que sejam degradados ou reciclados e
estes entdo se fundem ao lisossomo, resultando na degradacéo do contetdo pelas
hidrolases lisossémicas (Nishimura & Tooze, 2020; Thorburn et al., 2014; Yun & Lee,
2018). Diversos genes ja foram associados a formacdo do autofagossomo e séo
chamados de genes relacionados a autofagia (ATG — do inglés autophagy-related
genes) e outros conhecidamente estdo envolvidos nesse processo. Dentre eles, esta
0 gene LC3-ll, que é formado pela conjugacdo do gene MAP1LC3 (Microtubule
Associated Protein 1 Light Chain 3) com fosfaditiletanolamina, tendo seu aumento de
expressao relacionado a autofagia. (Nishimura & Tooze, 2020). Além deste, o papel
de BECNL1 na autofagia € reconhecido ha anos, sendo este um dos primeiros genes
conhecidos como mediadores do processo autofagico em linhagens tumorais.
(Menon & Dhamija, 2018)

Quando avaliada no contexto tumoral, a autofagia pode ter um papel dubio,
(Figura 7) agindo como um supressor do tumor, ao inibir o crescimento tumoral,
evitar 0 estresse oxidativo e a degradacdo de organelas. Para a ativacdo do
processo de morte celular, normalmente é necessario um alto estimulo pro-
autofagico, resultando na suspensédo da maturacdo do autofagossomo, o que leva
ao acumulo dessa organela. (Jung et al., 2020) Sabe-se que varias classes de
medicamentos aprovados para o tratamento do céncer, como o0s inibidores de
MTOR (o maior exemplo € a rapamicina), induzem a autofagia, provando que esse

mecanismo pode agir como um aliado no tratamento de tumores. (Yun & Lee, 2018)
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Por outro lado, a ativagao da autofagia pode atuar como promotora do tumor,
auxiliando as células tumorais a superarem condi¢des de estresse como a hipoxia
ou privacdo de nutrientes, além de induzir a proliferacdo tumoral ao realizar a
reciclagem e disponibilizacdo dos componentes celulares necessarios a
sobrevivéncia de células tumorais. (Debnath et al., 2023; Polak et al., 2019) Por isso,
no inicio do tratamento quimioterapico, a aplicacdo de inibidores do processo
autofagico pode ser benéfica, ao diminuir a capacidade de resisténcia de células
agressivas. (Alvarez-Meythaler et al., 2020) E, nesse contexto, a inibicdo do

processo autofagico é considerada benéfica para tratamento do tumor.
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Figura 7. Representac&o do processo de autofagia no cancer. A depender do contexto e estimulo,
a autofagia pode agir como supressora ou promotora do tumor. Fonte: Elaboracdo pela autora com a

ferramenta BioRender.com.

Além do que foi discutido, a autofagia pode influenciar o tumor ndo so6 pela
atuacdo diretamente nas células neoplasicas, mas também nas células do
microambiente tumoral e células do sistema imunoldgico, em vista do seu papel na
disponibilizacdo dos nutrientes para estas células. Por isso, com 0 que se sabe até o
momento, conclui-se que a influéncia da autofagia no cancer depende de diferentes
aspectos, como 0 estagio do tumor, 0 contexto oncogenético e até mesmo 0

microambiente tumoral. (Debnath et al., 2023; Polak et al., 2019)

73



Neste trabalho, os tratamentos com AU e AB foram capazes de induzir
autofagia somente no modelo celular de LLA-B com fusdo ETV6::RUNX1. A
linhagem com rearranjo KMT2A, por outro lado, ndo ativou 0 mecanismo. A resposta
aos tratamentos incluiu a diminuicdo da viabilidade celular e ativacdo de
mecanismos de apoptose e danos ao DNA.

Nesse contexto, dentre os genes diferencialmente expressos entre as
linhagens, destaca-se a maior expressdo de VAMP8 (da familia de proteinas
SNARE) na linhagem REH, em relacdo a linhagem RS4;11. A proteina codificada
por VAMP8 estd envolvida na via de ativacdo da autofagia pelo controle direto da
fus8o do autofagossomo com a membrana do lisossomo. Além disso, as proteinas
da familia SNARE tém ganhado interesse pelo seu papel na tumorigénese pelo seu
envolvimento na invasdo tecidual, resisténcia a quimioterapia, fosforilacdo de
guinases essenciais para a oncogénese, autofagia, entre outros, e vém se
apresentando como alvos de potencial investigacao na terapia antitumoral. (Meng e
Wang, 2015).

Os resultados encontrados neste trabalho convergem com relato de maior
nivel basal de autofagia em LLA-B ETV6::RUNX1, verificado experimentalmente em
modelos in vitro e em pacientes, que apresentaram menores niveis das proteinas
p62 (SQSTM1) e LC3B (ambas degradadas durante o processo autofagico). (Polak
et al.,, 2019) Nesse sentido, a maior expressdo do gene na linhagem pode ter
relacdo com a maior ativacdo da autofagia nesse modelo e, no contexto aqui
apresentado, entende-se que a autofagia atuou como supressora tumoral, ja que a

linhagem REH apresentou diminuigéo da viabilidade frente aos tratamentos.

2. Harllmark 2 - Instabilidade genémica e mutacdes

Historicamente, o tratamento do céancer inclui o uso de quimioterapicos e
radioterapia, que conhecidamente induzem danos ao DNA. Em contextos néo
tumorais e fisiologicos, as células possuem mecanismos de reparagcdo do DNA
frente as ameacas enddgenas ou exodgenas. (Reuvers et al., 2020) No tumor, a
tentativa de ativacdo de mecanismos de reparo ao dano também é realizada, porém
muitas vezes as células tumorais jA se encontram acometidas pela instabilidade
gendmica e possuem alteragcbes que impedem o correto funcionamento das vias de

reparo, levando a danos irreparaveis ao DNA, a apoptose e diminuicdo da
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proliferacéo celular. Nesse sentido, a busca por terapias que induzam dano ao DNA
de células tumorais € encorajada. (Jurkovicova et al., 2022)

Adicionalmente, a correta proliferacdo celular depende de um conjunto de
eventos orquestrados, sequenciais e extremamente regulados. Esses eventos sao
reunidos nas fases do ciclo celular. Em resumo, o ciclo inicia-se pela saida das
células de uma fase GO (fase de quiescéncia) e entrada das células na fase G1 do
ciclo, essa fase é dependente de fatores de crescimento e prepara a célula para a
fase S, na qual ha a sintese de DNA e a verificacdo da integridade do DNA recém-
sintetizado. Apos o “controle de qualidade” realizado pelos checkpoints, a célula
passa pela fase G2 (preparacdo para a mitose), quando finalmente chega a divisdo
celular. (Ligasova et al., 2023) As ceélulas tumorais geralmente apresentam
desregulacfes no ciclo celular e uma capacidade de ultrapassarem 0s mecanismos
inibidores da progressao do ciclo mesmo quando ha danos ao DNA. (Matthews et
al., 2022)

Este trabalho demonstrou que os tratamentos com AU e AB foram capazes de
causar dano ao DNA no modelo celular com fusdo ETV6::RUNX1, mas ndo no
modelo com rearranjo KMT2A. Os resultados, porém, carecem de confirmacédo por
técnica adicional, visto que foram encontrados valores percentuais mais altos de
contetdo de DNA na cauda na linhagem KMT2A, porém com auséncia de
significAncia estatistica, o que pode ter relacdo com a ferramenta utilizada na
analise.

Além disso, a andlise do ciclo celular demonstrou que AU e AB aumentaram a
proporcao de eventos na por¢cdo Sub-G1 do ciclo celular na linhagem REH, mas
somente AB foi capaz causar alteragbes no ciclo celular, com a diminuicdo da
proporcao de eventos em G1, S e G2. Por outro lado, na linhagem RS4;11, apenas o
aumento na porcao Sub-G1 foi evidenciado, sem alteracdes no ciclo celular.

Ainda no contexto de alteracbes moleculares encontradas no cancer, alguns
genes que se apresentam como fatores progndsticos caracteristicas das leucemias
também foram avaliados neste trabalho, sdo eles o gene FLT3, BTG1 e IKZF1. O
gene FLT3 (fms-related tyrosine kinase 3), também conhecido como CD135, codifica
um receptor transmembrana da familia dos receptores de tirosina quinase. Seu
papel inclui a diferenciacdo, proliferacdo e a sobrevivéncia do precursor
hematopoiético. (GeneCards, 2023) O gene é expresso na maioria das leucemias
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agudas, incluindo 94% das LLA-B, 32% das LLA-T e 89% de LMA e seu aumento de
expressdo tem sido relacionado a patogénese da LLA infantil nas leucemias com
rearranjo de KMT2A. (Brown et al., 2005) Entretanto, o0 mecanismo molecular
envolvido no aumento de sua expressdo ndao € completamente esclarecido, porém
sua ativacdo constitutiva, através de mutacdes ou desregulacdes epigenéticas,
parece contribuir para a leucogénese nos diferentes tipos de leucemias agudas.
(Zhao et al., 2022)

Este trabalho evidenciou que a linhagem REH n&o apresentou expresséo do
gene FLT3 no controle ou nos tratamentos, resultado conflitante com relato prévio
quanto a alta expressao do gene na mesma linhagem celular. (Brown et al., 2005).
Por sua vez, a linhagem RS4;11 ndo apresentou diferenca significativa na expresséo
do gene nos tratamentos, 0 que mostra que as moléculas testadas ndo parecem
influenciar na atividade de FLT3. (Figura 12)

Ja o gene IKZF1 (IKAROS Family zinc finger 1) codifica o fator de transcricédo
IKAROS, com importante papel na regulacdo da linfopoiese. Esta envolvido
diretamente no comprometimento do progenitor clonal a linhagem linfoide, visto que
ativa fatores de transcricao relacionados aos linfocitos, reprimindo a expresséo de
fatores mieloides. (Mullighan et al.,, 2009) As delecdes em IKZF1l sdo eventos
comuns em LLA, acometendo até 15% das LLA-B infantis e 40% das LLA-B em
adultos, (Stanulla et al., 2020) e tém sido investigadas por seu poder progndstico
nas leucemias infantis, visto estarem associadas a idade mais avancada ao
diagndstico, maiores contagens celulares e maiores chances de DRM. (Stanulla et
al., 2020)

Com relacdo ao papel de IKZF1 na resisténcia ao tratamento, 0s mecanismos
nao se encontram totalmente elucidados, (Stanulla et al., 2020) mas sugere-se que 0
gene tem relagdo com a mediacdo da resisténcia ao tratamento com
corticosteroides. (Marke et al.,, 2016) Na avaliagdo do gene IKZF1, a linhagem
RS4;11 ndo apresentou diferenca significativa na expressdo génica quando tratada
com AU ou AB, enquanto a linhagem REH apresentou diminui¢cdo significativa na
expressao génica do marcador no tratamento em ambos os tratamentos.

Por fim, o gene BTG1 (B-cell translocation gene 1, anti-proliferative) pertence
a uma familia de genes supressores tumorais que tem papel na progressao do ciclo

celular, diferenciacdo e apoptose. (S. H. Kim et al., 2022) As dele¢bes do gene
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foram relacionadas a resisténcia ao tratamento com glicocorticoide em LLA, (van
Leeuwen et al., 2009) e definem um grupo de alto risco em pacientes que ja
possuem delecdes em IKZF1, por isso seu papel importante nesse subtipo de LLA-
B, principalmente no que se refere a regulacdo da resposta ao tratamento com
glicocorticoides. (Scheijen et al., 2017) Neste trabalho, observou-se diminuicéo
significativa na expresséo do gene BTG1 na linhagem RS4;11 tanto no tratamento
com AU quanto AB. Ja a linhagem REH somente apresentou diferenca na expressao
génica de BTG1 quando tratada com AU, onde também foi observada diminuicdo da
expressao.

Portanto, considerando o papel de BTG1 e IKZF1 no progndéstico de pacientes
com leucemia e seu envolvimento na resisténcia ao tratamento com glicocorticoides,
os resultados aqui apresentados indicam que é necessaria uma investigacdo quanto
a possivel atividade antagonista das moléculas aqui estudadas com glicocorticoides,
dada a importancia clinica dos glicocorticoides no tratamento de pacientes com

leucemia.

3. Hallmark 3 - Reprogramacéo do metabolismo celular

Neste trabalho, foi realizada a avaliagdo da transcriptbmica dos modelos
estudados, através da analise diferencial da expressdo génica entre as duas
linhagens celulares trabalhadas, utilizando dados da base MERAV. O objetivo da
andlise foi identificar se as expressdes génicas basais de possiveis marcadores
poderiam ser as responsaveis pelas diferentes respostas aos tratamentos com AU e
AB.

Com relacdo aos genes mais expressos na linhagem RS4;11, merece
destaque a maior expressao de OAT no modelo, pela sua relacdo com os substratos
do ciclo da ureia e o metabolismo celular. Os metabdlitos produzidos pelo ciclo da
ureia S80 essenciais para a iniciacdo e progressdo dos tumores e as células
tumorais adaptam suas vias metabolicas para atenderem a maior necessidade
requerida para a proliferacdo e o crescimento tumoral. (Tabe et al., 2019) A
reprogramacao metabdlica busca maximizar o uso de nutrientes como nitrogénio e
carbono e uma das estratégias utilizadas pelas células tumorais € diminuir o
catabolismo e a disponibilidade de nitrogénio e outros aminoacidos importantes,

como é o caso da arginina. (Keshet et al., 2018)
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A arginina € classificada como um aminoacido semiessencial, pois é
sintetizada por individuos sadios, mas a disponibilizacado de forma exégena pode ser
necessaria em condi¢cdes patologicas. (Keshet et al., 2018) Além disso, o
aminoacido pode servir de substrato para a geracdo de outros componentes
celulares importantes como a agmatina, prolina, ornitina e poliaminas. Por isso, a
privacdo de arginina pode auxiliar na terapéutica do cancer através da
indisponibilidade desse aminoacido para utilizacdo pelas células tumorais.

O uso de ADI-PEG20 (pegylated arginine deiminase) vém sendo explorado
em estudos pré-clinicos e clinicos por sua atividade antitumoral. A enzima, também
conhecida como pegargiminase, degrada a arginina em citrulina e amonia,
depletando os niveis desse aminoacido e diminuindo a producdo enddgena de
arginina pela enzima ASL (argininossuccinate lyase). A enzima vem demonstrando
resultados promissores nos estudos de sua utilizagdo em monoterapia para o
tratamento de tumores soélidos e, em leucemias, ha relatos de sua eficacia em
estudos de fase clinica Il em LMA refrataria e linfoma de células T. (Keshet et al.,
2018)

O sucesso na reprogramacao metabdlica reconhecidamente traz vantagens
as células tumorais pela melhor utilizagdo dos nutrientes, e o fato de a linhagem
RS4;11 apresentar maior expressao génica de genes envolvidos nesse processo
poderia explicar seu melhor aproveitamento metabdlico e, por consequéncia, sua
maior capacidade de crescimento e proliferacdo, e podendo, ainda que de forma
parcial, explicar seu pior prognéstico clinico e os valores de IC50 mais altos
encontrados com o0s tratamentos propostos neste trabalho, se comparada a
linhagem REH.

Dessa forma, explorar de forma detalhada e buscar entender melhor o papel
emergente da reprogramacao metabolica nos modelos de leucemia estudados neste
trabalho pode elucidar novos alvos terapéuticos e esclarecer mecanismos
envolvidos nas terapias atuais.

Dentre as possibilidades que podem fazer com que diferentes tumores
apresentem diferentes caracteristicas fenotipicas, prognosticas e de resposta
terapéutica, incluem-se as alteragces cromossémicas, a presenca de mutacoes, as
caracteristicas do microambiente tumoral, as alteracdes poés-traducionais, entre

outras. Este trabalho focou principalmente na andlise transcricional dos modelos
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celulares, tanto experimentalmente (através da avaliagdo da expressdo génica de
CASP3, CASP8, CASP8, BECNL1, LC3Il, FLT3, IKZF1 e BTG1), quanto dos dados
obtidos pela andlise in silico dos genes diferencialmente expressos entre as
linhagens.

Por conta disso, apesar da expressao génica normalmente possuir correlagéo
razoavel com os niveis obtidos de proteina, (Buccitelli & Selbach, 2020) a
interpretacdo dos resultados aqui apresentados deve ser realizada considerando as
limitacGes inerentes ao método e os diversos fatores que podem resultar em uma
possivel menor correlacdo entre a transcriptbmica e a protedbmica, como as
modificacdes pos-traducionais, splicing, miRNA de interferéncia, degradacdo do
MRNA, entre outros. Por esse motivo, € uma perspectiva desse trabalho tanto a
avaliacdo in vitro dos genes aqui encontrados diferencialmente expressos a niveis
de mRNA frente aos tratamentos com AU ou AB, como também a analise dos niveis
e da atividade de algumas das proteinas avaliadas neste trabalho.

Por fim, deve-se notar que embora AU e AB apresentem relevante atividade
antitumoral, suas propriedades farmacocinéticas sao prejudicadas por sua alta
lipofilia, o que confere as moléculas baixa solubilidade aquosa. Além disso, tal
caracteristica pode resultar em sua rapida metabolizacdo e reducdo da
biodisponibilidade, dificultando seu uso terapéutico (H. Chen et al., 2015; Valdés et
al., 2016)

Neste sentido, abre-se como perspectiva deste trabalho o desenvolvimento de
formas farmacéuticas nanotecnolégicas com o objetivo de superar as limitacdes
farmacocinéticas citadas, e assim obter efeitos biol6égicos com o uso de menores
concentracbes da molécula. Outra possibilidade é a realizagdo de modificagbes
quimicas estruturais nos compostos, buscando o aumento da seletividade,
alternativa que vem se mostrado efetiva em diferentes modelos de tumores,
conforme demonstrado inclusive por trabalhos do nosso grupo de pesquisa. (da
Silva et al., 2021; Willig et al., 2023)
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. CONCLUSOES GERAIS

Este trabalho foi o primeiro a avaliar a atividade antitumoral dos acidos ursolico e
betulinico em linhagens de leucemia linfoblastica aguda do tipo B e em modelos
com fusdo ETV6::RUNX1 e rearranjo KMT2A. Os resultados encontrados
demonstram que os tratamentos das linhagens RS4;11 e REH com AU e AB
foram capazes de diminuir a viabilidade das células tumorais;

A analise do indice de seletividade permitiu identificar uma maior seletividade de
AU e AB na linhagem REH em relacé@o a linhagem RS4;11. Ainda, AB se revelou
uma molécula mais promissora, face aos resultados aqui apresentados,
principalmente no que diz respeito a inducdo de autofagia e as alteracdes no
ciclo celular evidenciadas na linhagem REH e ausentes na linhagem RS4;11;

Os tratamentos com ambas as moléculas causaram a morte celular por apoptose
nas linhagens tumorais, porém a autofagia foi identificada apenas na linhagem
REH;

A analise do ciclo celular permitiu corroborar a inducdo de apoptose pelo
aumento da propor¢cdo de células com pouco contetdo de DNA fragmentado
frente aos tratamentos com AU e AB em ambas as linhagens. Ademais, apenas
AB foi capaz de causar alteracdes no ciclo, exclusivamente na linhagem REH,;

Na avaliacdo dos fatores prognésticos de LLA-B, FLT3 ndo apresentou
expressdo na linhagem REH, enquanto os tratamentos diminuiram a expressao
de IKZF1 e de BTGl somente no tratamento com AU; Ja para a linhagem
RS4;11, os tratamentos ndo foram capazes de causar alteracdo na expressao
génica de FLT3, mas ambos diminuiram a expressdo de BTG1, porém, sem
trazer alteracdes nos niveis de IKZF1;

A anadlise do ensaio cometa permitiu identificar que tanto AU quanto AB foram
capazes de causar dano ao DNA na linhagem REH, mas nao foi demonstrada
diferenca significativa na linhagem RS4,;11,;

A analise diferencial da expressao génica dos modelos estudados, obtida através
de base de dados, permitiu identificar que a linhagem REH possui niveis basais
mais altos de genes envolvidos em processos biolégicos importantes para o

sucesso da autofagia. JA na linhagem RS4;11, os genes mais altamente
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expressos se mostraram envolvidos em vias cruciais para o metabolismo celular,

como o ciclo da ureia;
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6. PERSPECTIVAS

A luz dos resultados obtidos até o momento, novas perspectivas surgem para

complementar o entendimento das hipéteses aqui levantadas:

1. Realizar modificagdes quimicas estruturais em AU e AB, tal como sua veiculagéo
em sistemas nanoestruturados, visando aumentar o IS e superar as limitacdes
farmacocinéticas descritas;

2. Realizar a analise in vitro dos niveis e atividade das proteinas para as quais
houve alteracdo da expressao génica frente aos tratamentos com AU e AB, em
especial, IKZF1 e BTG1.

3. Analisar, através de modelos de bioinformatica e dindmica molecular, outros
possiveis alvos de AU e AB, além dos ja hipotetizados neste trabalho. No mesmo
sentido, busca-se confirmar in silico a expressdo dos genes diferencialmente
expressos nos modelos celulares em modelos clinicos;

4. Realizar a analise in vitro dos niveis de expressdo génica dos genes
diferencialmente expressos entre as linhagens frente aos tratamentos com AU e
AB;

5. Realizar ensaios in vitro avaliando a acdo de AU e AB em conjunto com
glicocorticoides, a fim de melhor elucidar as possiveis implicacdes clinicas
decorrentes das alteracfes encontradas relativas a alteracdo da expressao dos

marcadores de resisténcia a esse tratamento;
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