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RESUMO

A leucemia mieloide aguda (LMA) é um dos tipos mais comuns de cancer que atinge
principalmente adultos, e tem como caracteristica o distirbio clonal nas células
hematopoiéticas, marcado por uma rapida progressdo e pela presenca de diversos perfis
genéticos distintos. A instabilidade gendmica € uma caracteristica importante da LMA e
desempenha um papel significativo no desenvolvimento e progressio da doenca. A
hiperatividade da enzima telomerase, € uma caracteristica associada a instabilidade
gendmica, surge como um fator que predispde a malignidades hematolégicas, uma vez que
os genes que integram o complexo da telomerase estdo frequentemente mutados na leucemia
mieloide aguda. Varios estudos mostram o papel do gene WRAP53 na estabilidade gendmica,
dado seu papel bioldgico em atividades como reparo de DNA, regulacdao do TP53 e interagdo
com a telomerase. Neste contexto, o presente estudo teve como objetivo a avaliacdo
molecular da expressdao dos genes WRAPS53 e hTERT para apresentd-los como possiveis
novos biomarcadores na LMA. Para isso, o estudo contou com uma amostragem de 110
pacientes com diagndstico de LMA os quais foram estratificados e classificados de acordo
com as diretrizes da Organiza¢do Mundial de Satide (OMS). Para a andlise estatistica baseada
nos dados clinico-epidemioldgicos dos pacientes, foi aplicado o teste de Chi-quadrado. A
andlise dos dados de expressdo génica, utilizando a técnica RT-qPCR, foi realizada pelo
método delta-delta CT. A normalidade foi avaliada pelo teste de Kolmogorov-Smirnov ou
Shapiro-Wilk e foi aplicada a cada grupo especifico. Os outliers foram removidos com base
no limite superior e inferior do intervalo interquartil. As diferencas nas varidveis foram
analisadas usando o teste Mann-Whitney ou teste t ndo pareado para comparar medianas
entre dois grupos e o teste de Kruskal-Wallis ou ANOVA unidirecional para comparar
medianas entre trés ou mais grupos. A correlacdo entre duas varidveis foi determinada
usando o teste de correlacdo de Pearson. As probabilidades de sobrevivéncia foram
estimadas pelo método de Kaplan-Meier. Para todos os testes, foi assumido um nivel de
significancia de 95% (p<0,05). Apos as analises, foi identificado que os participantes do
estudo tinham idade média acima de 50 anos e que a incidéncia de LMA nao diferiu entre os
sexos. Identificamos diminui¢do da expressdao de WRAP53 em pacientes com LMA em
comparacdo aos controles (p < 0,0001), enquanto para h”TERT nio identificamos diferencas
na expressao (p =0,2524). A anélise de correlacdo indicou relacao positiva e moderada entre
as variaveis analisadas (r = 0,4374). Em relagdo aos pardmetros clinicos analisados, foram
observadas diferencas estatisticas para WRAP53 no parametro género (p = 0,0322) e idade
(p = 0,0496), enquanto para ATERT nos parametros analisados ndo foram observadas
diferencas. A andlise de sobrevida global ndo revelou significancia nem para WRAPS53 (p =
0,150) nem para hTERT (p = 0,316). Os resultados apresentados demonstram uma regulacao
negativa de WRAPS53 e que, além disso, a expressdao dos genes WRAPS53 e hTERT foram
correlacionados. Além disso, a expressdo de hTERT, que ja € indicada como biomarcador na
LMA, ndo pdde ser correlacionada com as caracteristicas analisadas neste estudo.

Palavras-chave: Leucemia miel6ide aguda, Biomarcadores tumorais, Expressao Génica



ABSTRACT
Acute myeloid leukemia (AML) is one of the most common types of cancer that mainly affects

adults, and is characterized by clonal disturbance in hematopoietic cells, marked by rapid
progression and the presence of several distinct genetic profiles. Genomic instability is an
important characteristic of AML and plays a significant role in the development and
progression of the disease. Hyperactivity of the telomerase enzyme, a characteristic associated
with genomic instability, appears as a factor that predisposes to hematologic malignancies,
since the genes that make up the telomerase complex are frequently mutated in acute myeloid
leukemia. Several studies have shown the role of the WRAP53 gene in genomic stability, given
its biological role in activities such as DNA repair, regulation of 7P53 and interaction with
telomerase. In this context, the present study aimed to molecularly evaluate the expression of
the WRAP53 and hTERT genes to present them as possible new biomarkers in AML. For this
purpose, the study included a sample of 110 patients diagnosed with AML who were stratified
and classified according to the guidelines of the World Health Organization (WHO). For
statistical analysis based on the clinical and epidemiological data of the patients, the Chi-
square test was applied. Gene expression data analysis, using the RT-qPCR technique, was
performed by the delta-delta CT method. Normality was assessed by the Kolmogorov-
Smirnov or Shapiro-Wilk test and was applied to each specific group. Outliers were removed
based on the upper and lower fence of interquartile range. Differences in continuous variables
were analyzed using the Mann-Whitney or Unpaired t-test test to compare medians between
two groups and the Kruskal-Wallis test or one-way ANOVA to compare medians among
variables with three or more groups. The correlation between two continuous variables was
determined using the Pearson correlation coefficient. Survival probabilities were estimated by
the Kaplan-Meier method For all tests, a significance level of 95% (p<0.05) was assumed.
After the analyses, it was identified that the study participants had a mean age over 50 years
and that the incidence of AML did not differ between the gender. We identified decreased
WRAPS53 expression in AML patients compared to control patients (p < 0.0001), while for
hTERT we did not identify differences in expression (p = 0,2524). The correlation analysis
indicated a positive and moderate relationship between the analyzed variables (r = 0.4374).
Regarding the clinical parameters analyzed, statistical differences were observed for WRAP53
in the parameter of gender (p = 0,0322) and age (p = 0,0496), while for ATERT in the
parameters analyzed no differences were observed. The overall survival analysis did not
reveal significance for either WRAPS53 (p =0.150) or A”TERT (p = 0.316). The results presented
demonstrate a downregulation of WRAPS53 in the studied sample and that, furthermore, the
expression of the WRAPS53 and hTERT genes were correlated. In addition, the expression of
hTERT, which is already indicated as a biomarker in AML, could not be correlated with the
clinical characteristics analyzed that were analyzed in this study.

Keywords: Acute myeloid leukemia, Biomarkers Tumor, Gene Expression



10

LISTA DE ILUSTRACOES

Figura 1. Caracteristicas atualizadas do cancer. 18
Figura 2. Estrutura do teldomero humano e telomerase. 20
Figura 3. Fungdes biologicas da WRAPS53[ na homeostase celular. 31
Figura 4. Funcdes de WRAPS53f nos corpos de Cajal e no local de dano ao DNA. 33
Figura 5. Rede de interagdo proteica de WRAPS53p. 34
Figura 6. Impactos das mutacoes WRAPS53f em estados patologicos. 35
Figura 7. Frequéncia de alteragdes genéticas presentes no gene WRAPS3. 36
Figura 8. Caracteristicas clinico-epidemioldgicas dos pacientes portadores de LMA. 42
Figura 9. Avaliagdo da expressao de WRAPS53 em sangue periférico nas amostras de pacientes
com LMA em compara¢do com grupo controle. 46
Figura 10. Analise de sobrevida em pacientes com diferentes niveis de expressao de WRAPS3.

49
Figura 11. Avaliagdo da expressdo da hTERT no sangue periférico em amostras de pacientes
com LMA em comparagdo com um grupo controle. 51
Figura 12. Andlise de sobrevida em pacientes com diferentes niveis de expressao de hTERT.

54
Figura 13. Correlacao entre a expressao dos genes WRAP53 e hTERT em pacientes com LMA.

55
Figura 14. Analise de correlacdo entre niveis de WRAPS53, parametros clinicos e laboratoriais
em pacientes com leucemias agudas. 56

Figura 15. Analise de correlacdao entre niveis de hTERT, parametros clinicos e laboratoriais
em pacientes com leucemias agudas. 57



11

LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Estimativas de novos casos de leucemias para os anos de 2023, 2024 e 2025 por

regido e suas respectivas taxas brutas de incidéncia por 100 mil habitantes.......................... 23
Tabela 2. Alteragdes citogenéticas recorrentes na LMA ...........cccoiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieceeeeee, 26
Tabela 3. Reagentes utilizados na RT-qPCR............oooiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeee e, 40
Tabela 4. Ocupagdo laboral de pacientes com LMA participantes do estudo. ...................... 43
Tabela 5. Dados clinicos dos pacientes portadores de LMA. ........cccccceviiiieiiiiiiiiiiiiieeeeeee. 44
Tabela 6. Anilise de Chi-Quadrado de dados Clinico-Epidemiolégicos dos pacientes
portadores LMA participantes do €StUAO. ........ceevviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiceereeee e e e e e e e e e e e e eeeeeaeeaens 45
Tabela 7. Expressao de WRAP53 de acordo com caracteristicas clinicas da LMA. ............. 47
Tabela 8. Expressao de WRAPS53 de acordo com caracteristicas clinicas da LMA. ............. 48
Tabela 9. Expressdo de hTERT de acordo com caracteristicas clinicas da LMA. ................ 52

Tabela 10. Expressao de hTERT de acordo com caracteristicas clinicas da LMA................ 53



BCR::ABL
cDNA
cQ
FDA
LLA
LLC
LMC
LMA
OMS
ELN
CCI
hTERT
DDR
BER
NHEJ
NER
MMR
TCABI1
NOP10
GARI1
TERT
TERC
SMN
snRNAs
scaRNA
RNP
ROS
FLT3
c-KIT
TP53
MRN
ATM
H2AX
v-H2AX
MDC

NK

SMN

HR

ATM

FHA
RNF8
DNA-PKcs

scaRNA?2
AME

12

LISTA DE ABREVIATURAS
Breakpoint Cluster Region — ABL proto-oncogene
DNA complementar
Cicle Quantification
Food and Drug Administration
Leucemia linfobl4stica aguda
Leucemia linfoblastica cronica
Leucemia mieldide cronica
Leucemia miel6ide aguda
Organizacdo mundial de satde
LeukemiaNet
Classificacao do consenso internacional
Telomerase humana
Resposta a danos no DNA (DNA Damage response)
Reparo de excisdo de base (Base excision repair)
Juncdo de extremidade ndo homdloga (Non-homologous end joining)
Reparo por excisdao de nucleotideo (Nucleotide excision repair)
Reparo de incompatibilidade (DNA Mismatch repair)
Telomerase Cajal body protein 1
Ribonucleoprotein NOP10
GARI ribonucleoprotein
Telomerase reverse transcriptase
Telomerase RNA component
Sobrevivéncia do neurdnio motor (Survival of motor neuron)
RNAs nucleares spliceossomais (Small nuclear RNA)
Pequenos RN As associados ao corpo de Cajal (Small cajal body-spectifc RNA)
Ribonucleoproteina (Ribonucleoproteins)
Espécies reativas de oxigénio
FMS-like tyrosine kinase 3
Proto-onconege c-KIT
Tumor protein P53
Complexo MRE11-RAD50-NBS1
ATM serina/theonina kinase
H?2A histone family member X
Histone H2AX phosphorylated
Proteina 1 do ponto de verificagdo de dano ao DNA (Mediator of DNA damage
checkpoint protein 1)
Natural Killer
Sobrevivéncia do neurdnio motor (Survival of motor neuron)
Recombinac¢ido homdloga (Homologous recombination)
ATM serina/treonina quinase
Dominios associados a forkhead (forkhead-associated)
E3 ubiquitin-protein ligase RNF8
Proteina quinase dependente de DNA, subunidade catalitica (DNA-dependent
protein kinase, catalytic subunit)
Pequeno RNA 2 especifico do corpo de Cajal (Small Cajal Body-Specific RNA 2)
Atrofia muscular espinhal



SNPs
ANOVA
FAB
ILSG
IDH

RHC
RCBP
SNC
FISH
CNV
NCCN
NGS
dPCR
qgPCR
MFC
DRM

CD
MECOM
KMT2A
FLT3-TKD
FLT3-ITD
CEBPA
RUNX1
DNMT3A
SMD
HGF
HGCC
HMSVP

13

Polimorfismos de nucleotideo tnico (Single nucleotide polymorphism)
Andlise de variincia de uma via

French-American-British

International Lymphoma Study Group

Indice de desenvolvimento humano

Registros Hospitalares de Cancer

Registros de Cancer de Base Populacional

Sistema nervoso central

Hibridizacao fluorescente in situ (Fluorescence In Situ Hybridization)
Variacdo do nimero de copias (Copy number variation)

National Comprehensive Cancer Network

Sequenciamento de nova geracio (Next-generation sequencing)

PCR digital

PCR quantitativa em tempo real

Citometria de fluxo multiparametrica (Multiparametric flow cytometry)
Doenca residual mensuravel

Cluster de diferenciacao

MDS1 and EVII complex locus protein EVII

Histone-lysine N-methyltransferase 2A

Dominio tirosina quinase da tirosina quinase-3

Duplicagao interna em tandem da tirosina quinase-3
CCAAT/enhancer-binding protein alpha

Runt-related transcription factor 1

DNA (cytosine-5)-methyltransferase 3A

Sindromes mielodispldsicas

Hospital Geral de Fortaleza

Hospital Dr. Cesar Cals

Hospital Maternidade Sao Vicente de Paulo



14

SUMARIO
1. INTRODUCAGQ .......cuueterererrereenerseseesessesessessssessesessessssessessssessessssessssessessssessssessesssens 15
1.1  PROBLEMA A SER PESQUISADO.......cuucuerirererirrerereresesessesessssessssssessssosessssenes 16
2. OBJIETIVOS uuuerieeererereeseeesesseseesesseseesessesessssssssssessossssessassstossssessossssessassssssasessoses 17
2.1, OBJETIVO GERAL...uuoeeeeeeieeeeeeeeeeeeeeseesesesessssessssssssssssessesssessesssesssssssssssssnes 17
2.2.  OBJETIVOS ESPECIFICOS ....uuuiietieereeereeseeesesseseesesssseesessessssssessssssssessssessanes 17
3. REVISAO DA LITERATURA ....ouuovveeereereereereereeseeseeseesessessessessessessessessessessessessenees 18
3.1. CANCER E INSTABILIDADE GENOMICA.......coueuireerererreereeereereseesessesessesseses 18
3.2, LEUCEMIAS . ..uouiuietiieretereereeesessesessessesessesssssssessossssessossssessssessossssessasessossssessoses 21
3.2.1. EPIDEMIOLOGIA DAS LEUCEMIAS ...cuoteuiteriereeereseesesssssssessessesessesessesseses 22
3.2.2. LEUCEMIA MIELOIDE AGUDA ....oucouieereeereereseereseeseesesssssssssesssssessssessessases 24
3.2.2.1 DIAGNOSTICO E PROTOCOLOS DE TRATAMENTO DA LMA ......c.cu.u... 27
4. MATERIAIS E METODOS. ..o iteieretereeeeeeseseeseesessssssssssesesssssessssesssssssesssssssssenseses 38
4.1 PACIENTES DO ESTUDO N....cccuiuiierieereeneseesesseseesessesesssssssessesesssssssssssssessossssssesssses 38
4.2 EXTRACAO DE RNA E TRANSCRICAO REVERSA ....uoueeueererereverrereeseessessesees 39
4.3 VALIDACAO DA EXPRESSAO GENICA POR REAL-TIME PCR
QUANTITATIVO (RT-QPCR) c..ucurrirrrerirrrenirenesenesessssesessssesessssessssssessasessssssessssssessase 39
4.4 ANALISE ESTATISTICA ..uueeeieeeeeeeteeeeeeeeseesesessssessssssssssssessessasessssssessosssssssssenes 40
5. RESULTADOS....ccouieuieereeereerereesesseseesesseseesessssssssssesssessessssessossssssssssssossssessossssessoses 41
5.1 Dados Clinicos-Epidemioldgicos Dos Pacientes ...........ceeeeeeeiiiiiiiiiiiiiinnnnnneennnens 41
5.2  Anadlise da EXpressao GENiCa .......ccceerrrrrrrrrnnneririieiessssssssssssssssssssssssssssssssssssasssssses 45
6. DISCUSSAD .ueeeeeeerrereereereereeseeseessesseseeseessessossossosssssssssssssssessessessessessessessensossessenses 58
7. CONCLUSAO . ..cuuitiereereereeeesseeseesseessessssseesssssssssessssssessessssssssssssssssessssssessesssssssssens 63
ANEXO 1 - APROVACAO COMITES DE ETICA EM PESQUISA - HOSPITAL
GERAL DE FORTALEZA .....uuueveeeeteeeseereseesesseseesessessesessesesssssosssssssossssessassssossssenssenees 77
ANEXO 2 - APROVACAO COMITE DE ETICA EM PESQUISA - HOSPITAL
GERAL DR. CESAR CALS...uueuevieerieereereseesesseseesessssessessssesssssessssssssssssesssssssessssssssssseas 78
ANEXO 3 - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO ................. 79
ANEXO 4 - QUESTIONARIO CLINICO PARA PACIENTES PORTADORES DE
LEUCEMIAS c.vuteieteeeeteeeeesteseessssesssssssesssssssssssssssssssesssssssessssessssssssssasessassssessasssssssssenes 83

ANEXO 5 - CARACTERISTICAS CLINICAS E LABORATORIAIS DE PACIENTES
COM LMAL c..cuoiiiiinnrieecnisnneeeesssssssseesssssssssssssssssnssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssassssssssssssssssss 84



15

1. INTRODUCAO

A segunda principal causa de morte no mundo ao longo dos anos tém sido o
cancer, ficando atrds somente das doencas cardiovasculares, principalmente devido a
auséncia de sintomas e diagndstico precoce. Segundo o relatério do GLOBOCAN, em 2022
foram diagnosticados 20 milhdes de novos casos, € 9,7 milhdes de mortes devido ao cancer,
prevendo ainda que o nimero de casos poderd chegar a 35,3 milhdes até o ano de 2050. As
leucemias ocupam o 13° lugar como cancer mais diagnosticado no mundo com um total de
487.294 novos casos em 2022 (SUNG et al., 2022).

A leucemia mieloide aguda (LMA) € grupo heterogéneo de neoplasias
hematopoiéticas que atinge células precursoras mieloides que é caracterizada pela presenga
de anormalidades citogenéticas e a baixa produc¢ao de células hematopoiéticas sauddveis. A
doenca é ligada a um curso clinico agressivo, a baixas taxas de remissao com a terapia inicial
e a altas taxas de mortalidade. A proliferacdo descontrolada de células imaturas que sdo
incapazes de se diferenciar ocorre primeiramente na medula dssea e posteriormente podendo
acumular-se no sangue podendo atingir outras partes do corpo, como, baco, figado, e sistema
nervoso central (WINER; STONE, 2019; JIFFRY et al., 2023).

Frequentemente os genes que compdem o complexo da telomerase estdo
mutados na LMA, apresentando uma atividade aumentada da telomerase juntamente com
teldmeros encurtados. A modulacdo farmacolégica com inibidores da telomerase ¢ uma
estratégia altamente eficaz capaz de atingir as células-tronco leucémicas na LMA, tanto em
linhagens celulares quanto em amostras de pacientes in vitro, exibindo uma sobrevida
prolongada em modelos de xenoenxerto (BULAEVA et al., 2020; LISBOA et al., 2023).

Neste contexto, surge o gene WRAP53, que é responsdvel pela codificacdo de
dois transcritos que participam de eventos celulares importantes, como o recrutamento de
fatores para montagem da telomerase, a regulacdo da proteina P53, formacao de corpos de
Cajal e reparo da quebra de fita dupla de DNA (GADELHA et al., 2021). Estudos relatam
que a localizagdo celular de WRAPS53 juntamente com sua expressao em tumores sélidos sao
fatores que preveem uma resposta eficaz a quimioterapia, além de servir como um
biomarcador tumoral. Por mais que ndo haja artigos na literatura elucidando a fungdo de
WRAPS53 nas leucemias, sua alteracdo ja é bem relatada em neoplasias de tumores sélidos
(ZHANG et al., 2012; HEDSTROM et al., 2015; QIU et al., 2015; GARVIN et al., 2015;
EGELBERG et al., 2023).
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A deteccao de biomarcadores citogenéticos ainda € a ferramenta mais importante
para a estratificacdo de risco e tratamento de pacientes com LMA (ALAGGIO et al, 2022).
A deteccao de novos biomarcadores moleculares, sendo genéticos, epigenéticos ou proteicos
que possam fornecer uma estimativa da gravidade da doenca se tornam de extrema
importancia. Devido a heterogeneidade genética dos subtipos de LMA, um painel de
biomarcadores, como o WRAP53, que possam prever a resposta de cada individuo ao
tratamento e com isso fornecer informacdes diagndsticas importantes parece ser apropriado
do ponto de vista clinico (BAILEY et al., 2014; PRADA-ARISMENDY; ARROYAVE;
ROTHLISBERGER, 2017).

1.1 Problema a ser pesquisado

Um dos grandes desafios dentro do contexto das neoplasias hematoldgicas é o
tratamento de pacientes adultos, que mesmo quando tratados, apresentam baixas taxas de
sobrevivéncia quando comparados a criangas e adolescentes. Alguns dos principais fatores
envolvidos na baixa sobrevida estdo relacionados a presenca de alteracdes genéticas, uma
alta resisténcia ou auséncia de resposta a quimioterapia, sendo este um fator que contribui
para um progndstico ruim (KANSAGRA; DAHIYA; LITZOW, 2018).

Neste contexto, utilizar o gene WRAP53 como um potencial novo biomarcador
para o diagndstico precoce em pacientes portadores de leucemia mieloide aguda e como
possivel novo alvo terapéutico pode melhorar a conduta clinica e terapéutica desses

pacientes, melhorando a qualidade de vida e aumentando as chances de cura.
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2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo Geral

Avaliar do papel dos genes WRAP53 e hTERT como potenciais biomarcadores

moleculares em pacientes portadores de leucemia mieloide aguda.

2.2. Objetivos Especificos

° Analisar a expressao dos genes WRAP53 e hTERT em pacientes portadores de
leucemia mieloide aguda;

° Associar os achados da expressio genética de WRAP53 e hTERT as
caracteristicas clinicas e laboratoriais;

° Analisar a possivel correlacdo entre os genes WRAPS53 e hTERT nos grupos de
pacientes estudados;

° Avaliar o papel do gene WRAP53 e hTERT como pontenciais biomarcadores para
diagnéstico e direcionamento terapéutico em pacientes portadores de leucemia

mieloide aguda.
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3.REVISAO DA LITERATURA

3.1.Cancer e Instabilidade Genomica
Para o surgimento do cancer € preciso um acimulo progressivo de alteragdes
genéticas que confere a célula perda da regulacdo do ciclo celular, perda do controle sobre
invasdo e metdstases, falha dos mecanismos apoptéticos e proliferacdo clonal. A Figura 1
representa caracteristicas que podem ser encontradas no cancer (HANAHAN; A WEINBERG,
2000; HANAHAN; WEINBERG, 2011; HANAHAN, 2022).

Figura 1. Caracteristicas atualizadas do cancer.
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Fonte: Adaptada de Hanahan, 2022.

A instabilidade gen6mica é uma caracteristica da maioria dos canceres que resulta
em danos excessivos ao DNA. A instabilidade cromossdmica € a principal forma de
instabilidade gendmica relatada em canceres humanos, sendo relacionada a alteragcdes
cromossOmicas estruturais € numéricas. Outros tipos de instabilidade podem ser citados como
a instabilidade de regides microssatélites que € definida como como qualquer alteracdo no
tamanho da sequéncia repetitiva de DNA dessas regides e a instabilidade genOmica

caracterizadas por um aumento na frequéncia de substituicdes de bases, delecdes e insercdes de
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um ou mais nucleotideos (PIKOR et al., 2013; BACH; NEGRINI et al., 2010; ZHANG; SOOD,
2019).

Um maquindrio celular complexo atua para manter a estabilidade do genoma e
evitar que erros de replicagdo no DNA sejam passados a frente. A resposta a danos no DNA
(DDR) € acionada para corrigir pontos de erro no DNA. A DDR é composta por um conjunto
de vérios mecanismos onde cada um com sua propria especificidade detectam, sinalizam e
reparam as lesdes do DNA, podendo assim levar as células a apoptose ou senescéncia. Cinco
principais vias de reparo podem ser utilizadas, sendo elas: reparo de excisdo de base (BER),
reparo de excisdo de nucleotideo (NER), reparo de incompatibilidade (MMR), recombinacao
homoéloga (HR) e jungdo de extremidade ndo homdloga (NHEJ) (DELIA; MIZUTANI, 2017,
VITIS; BERARDINELLI; SGURA, 2018; SHAY; WRIGHT, 2019).

Devido a fatores como a replicacdo celular incessante e descontrolada, os
telomeros, regides de DNA presentes nas extremidades dos cromossomos, sofrem encurtamento
progressivo. Durante o processo de tumorigénese, € crucial que as células tumorais
desenvolvam mecanismos de manutengdo para essas regides para reverter esse encurtamento.
Esses mecanismos visam preservar a integridade dos teldmeros, ocorrendo assim uma evasao
dos sistemas de reparo de danos ao DNA, consequentemente evitando a senescéncia celular ou
a apoptose induzida pelo encurtamento dos telomeros (VITIS; BERARDINELLI; SGURA,
2018; YUAN; DAI; XU, 2020; VAISERMAN; KRASNIENKOV, 2021).

A telomerase € uma enzima DNA polimerase RNA dependente responsédvel pela
manutencdo do comprimento dos teldmeros através da adicdo de repeticoes de nucleotideos
TTAGGG a extremidade do cromossomo. Na auséncia da atividade da telomerase, cada
telomero humano perde cerca de 50—100 nucleotideos em cada ciclo celular. Com excecao das
células com alto poder proliferativo, como células germinativas, células-tronco e células
cancerigenas, a maioria das células somaticas humanas possuem atividade de telomerase
silenciada (MACIEJOWSKI; LANGE, 2017; SHAY et al., 2019; VEVERKA; JANOVIC;
HOFR, 2019; NGUYEN, 2021).

Embora a telomerase tenha diversas interacdes com proteinas acessérias como
disquerina, telomerase Cajal body protein 1 (TCAB1), ribonucleoprotein NOP10 (NOP10),
GARI ribonucleoprotein (GARI1) entre outras, os componentes principais da telomerase
incluem a subunidade catalitica chamada telomerase reverse transcriptase (TERT) e a
telomerase RNA component (TERC) que atua como modelo para sintese para DNA telomérico.
A inativacdo da telomerase em células somdticas humanas se dé pela forte regulacdo a nivel

transcricional da TERT enquanto a TERC é amplamente expressa em células somdticas (YUAN;
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XU, 2019; NGUYEN, 2021; BORGES; CRIQUI; HARRINGTON, 2022).

Ligado aos telomeros, o complexo de shelterin consiste em seis proteinas
especificas dos teldmeros que estido envolvidas na protecio das extremidades dos cromossomos.
Esse complexo protege os telomeros da degradagdo, previne a ativagdo de sistemas de DDR
indesejados e regula a atividade da telomerase. Além disso, esse complexo desempenha um
papel na integridade gendmica, uma vez que ele é quem controla o acesso da telomerase as
extremidades dos cromossomos (VEVERKA; JANOVIC; HOFR, 2019; MIR et al., 2020). A
Figura 2 representa o complexo telomérico presente nas extremidades do cromossomo

(BUTTON et al., 2022).

Figura 2. Estrutura do teldomero humano e telomerase.
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Legenda: A estrutura do telomero humano e da telomerase. O complexo de seis proteinas ou telossomo protege
as extremidades dos teldmeros. TERF1, TERF2 e POT1 ligam-se diretamente aos teldmeros interligados por
TERF2IP, TIN2 e TPP1. A telomerase € composta por trés componentes principais: hTERT, hTERC e DKCI.
hTERC abriga um motivo H/ACA que estd associado a DKC1 e pequenos RNPs nucleolares NOP10, NHP2 e
GARI. Fonte: Adaptado de BUTTON et al., (2022).

Aproximadamente 90% dos canceres humanos mantém as vias da telomerase ativa
para manter o comprimento adequado dos telomeros. A reativagdo do gene TERT resulta em
um padrio de imortalizacdo celular, sendo este um importante hallmark que é alcangado por
meio da preservacdo do comprimento dos teldmeros, permitindo uma rapida progressdao da
doenca. A reativacdo da telomerase atua como um sistema compensatorio, onde a atividade
aumenta a medida que ocorrem mais divisdes celulares (BARTHEL et al., 2017; YUAN;
LARSSON; XU, 2019; YUAN; DAI; XU, 2020).

5’
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3.2. Leucemias

As leucemias sd@ao um grupo heterogéneo de neoplasias hematolégicas que ocorre
devido a diversos fatores que levam a transformag¢do maligna de células-tronco hematopoiética
que sdo responsdveis por dar origem a precursores de origem mielocitica que incluem
mondcitos, granulociticos, eritréides, megacaridcitos ou de origem linfocitica que incluem os
precursores de células B, T ou, natural killer (NK) (BISPO; PINHEIRO; KOBETZ, 2019).

As células presentes nas leucemias agudas podem ser descritas como células
blasticas leucémicas, que consistem em células que foram impedidas de progredirem aos
estdgios de maturacdo devido a erros em seu material genético, o que as torna pouco
diferenciadas, imaturas e ndo funcionais, podendo ser de linhagem celular linfoide
(linfoblastos) ou mieloide (mieloblastos). Devido a mutagdes seu material genético a expansao
dessas células passa a ser descontrolada, que por sua vez, faz com que ocorra uma ocupagao na
medula dssea por essas células, que devido a sua alta clonalidade passam a comprometer o
desenvolvimento de células saudaveis e funcionais (INFANTE; PIRIS; HERNANDEZ-
RIVAS, 2023; CHENNAMADHAVUNI et al., 2023).

As leucemias podem ser classificadas em leucemia linfobldstica aguda (LLA),
leucemia linfoide cronica (LLC), leucemia mieloide aguda (LMA) ou leucemia mieloide
cronica (LMC), sendo as agudas, quando o surgimento e evolu¢do se ddo de maneira acelerada,
e as cronicas, quando de maneira lenta e progressiva. Os grupos reconhecidos pela Organizacio
Mundial de Saide (OMS) nas leucemias agudas sdo: LMA e LLA, que por sua vez, pode
acometer células precursoras B ou T (INCA 2019; ALAGGIO et al., 2022).

A primeira classificacdo para as leucemias foi proposta no ano de 1976, pela
French-American-British (FAB), onde para a estratificacio dos pacientes levava em
consideragdo os critérios morfologicos baseados no tamanho celular, relagdo
nucleo/citoplasma, vacuolizagdo citoplasmadtica, densidade da cromatina, presenga ou auséncia
de nucléolos e estabelecendo um limite minimo necessario de 30% de blastos presentes na
medula 6ssea para o fechamento do diagnéstico. A FAB subdividiu as leucemias linfobl4sticas
agudas em 3 subtipos: L1, L2 e L3, enquanto as leucemias mieloides agudas foram classificadas
em 8 subtipos: MO-M7. A classificagao FAB foi utilizada por aproximadamente 25 anos e foi
marcada por avangos importantes que ajudaram no reconhecimento e compreensao dos subtipos
morfolégicos das leucemias agudas, sendo amplamente aceito na comunidade internacional de
hematologia (BENNETT et al., 1976, BENNETT, 1985; BRUNNING, 2003).

Com os avangos no conhecimento sobre a leucemogénese e as técnicas de biologia
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molecular, houve a necessidade de uma reavaliacdo dos critérios de classificacio e diagndstico
das leucemias. Uma nova classificacdo entdo foi proposta pela OMS que foi baseada na
classificacdo desenvolvida pelo International Lymphoma Study Group (ILSG) no inicio dos
anos 1990, onde os achados citogenéticos, imunoldgicos e epidemiologicos passaram a fazer
parte do diagndstico das neoplasias mieloides e linfoides, sendo esta uma classificacdo revisada
periodicamente devido ao surgimento de novas informagdes genéticas e bioldgicas sobre as
leucemias (JAFFE 2001; BRUNNING, 2003; CAMPO et al., 2008).

De acordo com a dultima atualizacio de o6rgdos como OMS, European
LeukemiaNet (ELN) e a classificagdo do consenso internacional (CCI) em 2022, o diagndstico
das leucemias agudas ¢ estabelecido de acordo com alteracdes de ploidia, como hiperdiploidia,
hipodiploidia, rearranjos cromossdmicos, alteragdes no nimero de cdpias ou a presenca de
drivers genéticos identificados através de testes citogenéticos e quando necessario a subtipagem
genética molecular, para que assim a depender da anormalidade possa haver uma estratificacdao

do grupo de risco (ALAGGIO et al, 2022, WEINBERG et al., 2022, ARBER et al., 2022).

3.2.1. Epidemiologia das leucemias
Os dados mundiais mostram que a distribuicdo geogréfica da leucemia em paises
com alto indice de desenvolvimento humano (IDH), que leva em consideracdo a expectativa de
vida, educagdo e padrdo de vida, mostra que tanto a incidéncia quanto a mortalidade ficam
abaixo da de paises com IDH baixo. Na distribuicdo entre os sexos, a neoplasia tende a ser
maior entre os homens. Dados epidemioldgicos dos Estados Unidos, mostram que na
distribui¢do étnica/racial tende a ser maior em brancos, seguidos por negros e hispanicos
(BISPO; PINHEIRO; KOBETZ, 2019)
As leucemias podem apresentar-se em diferentes faixas etdrias, desde recém-
nascidos a idade adulta (KANSAGRA; DAHIYA; LITZOW, 2018). Os fatores que predizem a
um prognostico ruim tanto na LLA quanto LMA incluem: idade superior a 59 anos e condi¢oes
médicas coexistentes assim como fatores especificos da doenga que incluem alta contagem de
leucdcitos, condicdo hematoldgica, citogenética, infiltracio medular e extramedular,
marcadores moleculares, doenca relacionada a quimioterapia, radiacdo ou imunoterapia prévia,
porém a grande problemdtica das leucemias ocorre pela presenca de grandes varidveis genéticas
e subconjuntos mutacionais (SALLMAN et al., 2020; PELCOVITS; NIROULA 2020; PAUL;
SHORT, 2022).
Dentre os diversos tipos de cancer que afetam o homem, as neoplasias

hematoldgicas apresentam considerdvel incidéncia no Brasil. Estimam-se 5.250 novos casos de
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leucemia em homens e 5.290 em mulheres para o triénio de 2023 a 2025 (Tabela 1). Sendo
esperados 3.330 novos casos na regidao nordeste onde 850 sdo previstos no estado do Ceara e
em Fortaleza estimando um total de 250 novos casos. Além de ser uma das 10 principais causas
de morte entre homens e mulheres com céancer, levando mais de 5.129 pessoas a 6bito em 2020,
reforcando a magnitude deste problema de satde publica no pais. A distribui¢do da incidéncia
por regido geografica mostra que as regides Nordeste e Sudeste concentram 68,6% da
ocorréncia de novos casos de leucemia, seguidos pela regido Sul (18,9%), Norte (6,8%) e
Centro Oeste (5,6%), sendo a Regido Sudeste concentrando quase a metade dessa incidéncia
(INCA, 2023).

Tabela 1. Estimativas de novos casos de leucemias para os anos de 2023, 2024 e 2025 por regido e suas
respectivas taxas brutas de incidéncia por 100 mil habitantes.

Taxa bruta

Regiao Estados N° Casos H/M

Acre
Amapa
Norte Amazonas 790 4,08
Para
Rondo6nia
Roraima

Tocantins

Alagoas
Bahia
Ceara
Maranhio
Paraiba 3.330 5,64
Pernambuco
Piaui
Rio Grande do Norte
Sergipe

Nordeste

Centro
Oeste

Mato Grosso

Mato Grosso do Sul

Distrito Federal

650

3,78

Sudeste

Espirito Santo

Minas Gerais

Rio de Janeiro

Séao Paulo

4.610

5,08

Sul

Parana

Rio Grande do Sul

Santa Catarina

2.190

7,12

Fonte: Adaptado de INCA, (2023).

O registro estatistico € um desafio, principalmente para paises como o Brasil devido
as suas dimensdes. A informacdo epidemioldgica fornece uma base para o planejamento de
saide para que ocorram acdes locais de prevengdo e controle da doenga de acordo com a

necessidade de cada regido. A participacdo dos 6rgaos de Registros de Cancer de Base
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Populacional (RCBP) e dos Registros Hospitalares de Cancer (RHC) no Brasil juntamente com
as secretarias de satde dos estados € de extrema importancia para que se possa ter conhecimento
de novos casos, informagdes sobre morbidade, incidéncia e mortalidade e realizar novas
estimativas sobre a incidéncia do cancer (ALBUQUERQUE; CARVALHO; LIMA, 2002;
INCA 2023).

3.2.2. Leucemia Mieloide Aguda

A LMA ¢ uma doenca geneticamente complexa, assim como em outras leucemias
agudas tende a ser progressiva e frequentemente resistente a quimioterapia convencional. Esta
neoplasia € caracterizada por fusdes génicas que alteram o processo de producdo e maturacao
normal, e sdo advindas, em alguns casos, de sindromes mielodispldsicas (SMD) preexistentes
em pacientes idosos, o que piora o prognoéstico. A média de idade dos pacientes diagnosticados
€ de 55 ~ 70 anos, entretanto, a LMA também pode acometer criancgas e adolescentes. Fatores
de risco que predispoem a LMA podem incluir, exposicdo a radioterapia e a quimioterapia
anterior ao diagndstico, tabagismo, idade e outras exposi¢des ambientais (MORTON et al.,
2013; FIRCANIS et al., 2014; ESTEY, 2018; TALLMAN et al., 2019).

Vérias anormalidades genéticas podem ser relacionadas ao desenvolvimento da
LMA. Paciente com LMA primdria podem apresentar mutacdes em Runt-related transcription
factor 1 (RUNXI), CCAAT/enhancer-binding protein alpha (CEBPA) e FMS-like tyrosine
kinase 3 (FLT3). A LMA conhecida como secunddria ocorre devido ao acimulo de muta¢des
que ocorrem em pacientes portadores de SMD no decorrer da doenca ou em pacientes que foram
previamente expostos a quimioterapia ou radioterapia para tratamento de outros tipos de cancer.
Por mais que nem toda a SMD evolua para a LMA, € importante que haja um monitoramento
para detectar possiveis sinais de progressdo da doenca a fim de evitar uma possivel
transformacao leucémica (WALTER, 2015, SHLUSH, 2018).

Frequentemente a LMA ¢ associada a diversas alteracdes citogenéticas e
moleculares. A Tabela 2 apresenta as alteracdes que podem ser encontradas em até 75% dos
pacientes diagnosticados com LMA. Essas altera¢cdes desempenham um papel importante
durante o desenvolvimento e progressao da doenca. O entendimento dessas alteracOes genéticas
e seu impacto clinico € crucial para que ocorra o planejamento de tratamentos personalizados e
o desenvolvimento de terapias direcionadas (KHOURY et al., 2022; DOHNER et al., 2022).

A nova classificacdo de risco de 2022 da OMS integra o conhecimento de novas
descobertas moleculares. Os novos critérios para a estratificacdo de risco de pacientes

portadores de LMA estdo de acordo com a identificacdo da citogenética e perfis mutacionais
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encontrados. Sua classificacio de prognéstico pode ser dividida em favordvel, intermediario ou
desfavoravel/adverso (DOHNER et al. 2022).

Dentre as alteragdes citogenéticas mais frequentes nos casos de LMA, as mutagcdes
dos genes nucleophosmin 1 (NPM1) e FLT3 sdo as mais prevalentes. Apesar de estar mutado
em um ter¢o dos pacientes com LMA, FLT3 ndo € incluso como uma entidade tnica devido sua
presenca em varios subtipos. A presenca de FLT3 com mutacOes de duplicacdo interna em
tandem (FLT3-ITD) € um fator independente de mau progndstico sendo relacionado ao alto
risco de recaida e baixas taxas de cura (BACHER et al., 2008; KIYOI, KAWASHIMA;
ISHIKAWA, 2019; YU et al., 2020; ZHAO et al., 2022).

O gene NPM1 é responsavel pela codificacdo de uma proteina nuclear ligada ao
transporte celular entre o nucleo e o citoplasma. A mutacdo desse gene € relatada como a uma
insercdo de nucleotideos na regido do éxon 12 do gene. A presenca da mutagdo ¢é
frequentemente associada a um bom progndstico. Estudos mostram que pacientes com cariétipo
normal juntamente com a mutacdo nos genes NPM1 e CEBPA de forma individual ou mutua
possuem um bom progndstico, mas na presenca de alteracdes genéticas especificas como FLT3
possuem um prognoéstico intermedidrio (VELLOSO et al, 2011; TAKAHASHI, 2013;
HINDLEY et al., 2021).

Os rearranjos cromossOmicos contribuem para o processo de leucemogénese e para
a heterogeneidade genética. Essas alteracdes podem impactar diretamente na expressao génica
e assim desencadear processos que levam a uma proliferacdo celular descontrolada. Alguns dos
rearranjos cromossdmicos comuns na LMA incluem: t(8;21) ,que corresponde a fusdo
RUNXI::RUNXITI anteriormente conhecido como AMLI::ETO, t(15;17), que corresponde a
fusdio PML::RARA, e inv(16) ou t(16;16), que corresponde a fusio CBFB::MYHII
(MEDINGER; PASSWEG, 2017; WANG et al., 2017; KAYSER; LEVIS, 2023).

Em alguns casos os rearranjos cromossomicos podem se apresentar de formas
complexas, envolvendo delecdes ou ganhos de multiplas regides cromossomicas, o que é
associado a um mau progndstico. Dentre o que € observado na LMA as delecdes do 7q, 5q, 11q,
12q sdo comumente associadas a um progndstico desfavordvel, assim como as mutagdes no
gene TP53. A fusdo dos genes BCR::ABLI, também conhecida como t(9;22) ou cromossomo
Philadelphia e que comumente € associada a LMC, também pode ocorrer ainda que de forma
rara na LMA e estd associada a progndstico ruim (WANG et al., 2017; KAYSER; LEVIS,
2023).
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Alteracao Genética Genética molecular Prognostico Alteracoes genéticas associadas
IRF2BP2::RARA t(1;17)(q42.3;q21.2);
. Fusao génica ., NPMI::RARA t(5;17)(q35.1;q21.2);
PML::RARA PML::RARA t(15;17)(q24.1;q21.2) Favordvel ZBTBI16::RARA t(11;17)(q23.2:q21.2);
STATS5B::RARA (q21.2q21.2);
B Fusdo génica . i
RUNX1::RUNXITI RUNX1::RUNXITI t(8;21)(q22:q22.1) Favordvel
N Fusao génica p
CBFB::MYHI1 CBFB::MYHI1 t(16;16)(p13.1:q22) Favordvel -
N Fusdo génica .
DEK::NUP214 DEK::NUP214 1(6:9)(p22.3:q34.1) Desfavoravel -
. Fusao génica .
RBM15::MRTFA RBMI5::MRTFA t(1:22)(p13.3:q13.1) Desconhecido -
. Fusdo génica . i
BCR::ABLI BCR::ABLI t(9:22)(34.1:p11.2) Desfavoravel
AFF1::KMT2A t(4;11)(q21.3;q23.3);
AFDN::KMT2A 1(6;11)(q27;q23.3);
Rearranjo génico ) MLLTI10::KMT2A t(10;11)(p12.3;q23.3);
kMT24 KMT2A Desfavordvel TETI::KMT2A t(10;11)(q21.3;923.3);
KMT2A::ELL t(11;19)(q23.3;p13.1);
KMT2A::MLLTI t(11;19)(q23.3;p13.3);
MYC, MECOM t(3;8)(q26.2;q24.2);
MECOM Rearranjo génico MECOM Desfavoravel ETV6::MECOM t(3;12)(q26.2;p13.2);
MECOM::RUNXI (3;21)(q26.2;q22.1).
NUP98 Rearranjo génico NUP9S Desfavoravel -
NPM 1 mutado - Intermedidrio -
CEBPA mutado - Intermediério -
Delecdo 5q ou perda de 5q
Genes envolvidos por mutacio somatica: Monossomia 7(;;:11;5;3 17 ? ou perda de 7q
LMA relacionada a mielodisplasia ASXLI, BCOR, EZH2, RUNXI, SF3B1, SRSF2, STAG2, Desfavoravel - 4
Delecdo ou perda do 12p
U2AF1, ou ZRSR2 . ~
Monossomia 13 ou dele¢do 13q
Exclusdo ou perda de 17p
LMA com outras alteragdes - Desconhecido Novos e/ou incomuns subtipos de LMA

genéticas definidas

Fonte: Adaptado de KHOURY et al

.(2022); DOHNER et al. (2022).
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3.2.2.1 Diagnéstico e Protocolos de tratamento da LMA

A identificacdo de marcadores imunofenotipicos e alteracdes genéticas das células
leucémicas auxiliam em um diagndstico mais preciso € um direcionamento de terapia mais
eficiente. Como os linfoblastos e mieloblastos podem em alguns casos se apresentarem
morfologicamente parecidos, a identificacdo que permite caracterizar o grau de maturacao e o
tipo de linhagem € feito através da identificacdo e da expressdo de antigenos de cluster de
diferenciacdo (CD) presentes na membrana de superficie e de modo intracelular nas células
leucémicas. (DIGIUSEPPE et al., 2019; GALERA; JIANG; BRAYLAN, 2019).

Na citometria de fluxo, a visualizacdo dos diversos tipos de CDs expressos ¢ feita
com o auxilio de anticorpos monoclonais que fazem a detecco, caracterizacio e quantificacio
dessas células, e com isso auxiliando na classificacdo do progndstico, tratamento, investigacao
de doenga residual mensurdavel (DRM) e na identificacdo de leucemias agudas de linhagem
mista (CRAIG et al., 2008; DIGIUSEPPE et al., 2019).

O uso da citogenética abrange as técnicas de andlise cromossOmica por caridtipo e
de hibridiza¢do in situ fluorescente (FISH). A citogenética cldssica continua sendo uma
importante ferramenta na avaliacdo inicial da LMA, mas quando complementada por técnicas
moleculares para a visualizacdo de alteragdes genéticas especificas, obtém-se um resultado mais
detalhado do perfil genético das células leucémicas (GONZALES; MIKHAIL, 2017;
GRANADA et al., 2020).

As metodologias moleculares de PCR em Tempo Real (qPCR) e PCR digital
(dPCR) desempenham um papel significativo no diagnéstico € monitoramento das leucemias
agudas. Além do uso da qPCR na avaliacdo e acompanhamento de DRM seu uso também ¢é
estendido ao diagndstico com a deteccdo de transcritos de fusdo como BCR::ABLI,
RUNXI::RUNXITI, PML::RARA e a busca por mutacdes genéticas em genes como NPM1,
TP53, CEBPA, FLT3. Além de contribuir para a identificacdo de alteracdes genéticas, seu uso
também auxilia na avaliagdo da resposta ao tratamento. A dPCR € uma das inimeras variacoes
da reacdo em cadeia da polimerase (PCR), atualmente seu uso no monitoramento de DRM em
diversas neoplasias hematolégicas € recomendado nas diretrizes do ELN e National
Comprehensive Cancer Network (NCCN) devido sua alta sensibilidade, porém a falta de
métodos padronizados, e o acesso limitado a equipamentos tornam essa uma metodologia ainda
em implementa¢do (CILLONI et al., 2019; HAFERLACH et al., 2019; PANUZZO et al., 2022).

A avaliacdo da DRM nas leucemias agudas € utilizada para estabelecer um status

de remissao da doenca, identificar possiveis recaidas precoce e sendo também utilizada também



28

como um fator decisivo na aprovacao de novas drogas. Atualmente, as principais abordagens
utilizadas para avaliar DRM incluem a citometria de fluxo multiparimetro (MFC) e as
abordagens moleculares sendo: PCR quantitativa em tempo real (JQPCR), PCR digital (dPCR)
e sequenciamento de nova geracdo (NGS). O monitoramento da DRM se dd ao longo do
tratamento para a avaliacdo de resposta e de possiveis tratamentos adicionais necessarios, como
transplante de medula dssea. (RIVA etal., 2021; CILLONI et al., 2019).

A terapia efetiva no cancer requer uma eficdcia terapéutica maxima, minimizando
os efeitos colaterais como recorréncia, resisténcia e toxicidade para garantir uma boa qualidade
de vida aos pacientes. Os tratamentos convencionais que envolvem cirurgia, quimioterapia e
radioterapia vem se mostrando pouco efetivos neste sentido para o tratamento. A resisténcia
medicamentosa tém sido um grande obstdculo na terapia oncoldgica ao longo dos anos. E
observado que o protocolo de tratamento convencional nido é eficaz em grande parte dos
pacientes com leucemias agudas devido a falta de especificidade dos medicamentos utilizados
e ao desenvolvimento de resisténcias medicamentosas (TAYLOR; ESKANDER, 2018;
LEJMAN et al., 2022).

Os principais tratamentos para LMA sd3o baseados na quimioterapia através da
administracdo por via oral, intravenosa, intratecal ou transplante de células-tronco através de
um doador compativel (caso o transplante escolhido for o halogénico). A quimioterapia é
geralmente dividida em fases que sdo elas: Indugdo e consolidacdo. Os protocolos de tratamento
convencionais em sua maioria sdo personalizados com base em fatores de risco de cada
paciente, como estdgio da doenca, idade, alteracOes citogenéticas e outras caracteristicas
especificas (NCCN GUIDELINES FOR PATIENTS, 2021, 2021; PAUL; SHORT, 2022;
ABRALE, 2023; ONCOGUIA, 2023).

Existem diferentes tipos de agentes que sao utilizados nos ciclos quimioterdpicos,
como antraciclinas, agentes alquilantes, antimetabdlicos, alcaldides, e corticosteroides que
podem ser combinados em protocolos de alta ou baixa intensidade (JABBOUR et al., 2018;
KANTARIIAN et al., 2000; NCCN GUIDELINES FOR PATIENTS, 2021; OTHMAN et al.,
2022).

Embora tenham ocorrido melhorias na terapéutica ao longo dos anos para o
tratamento da LMA, essa doenca ainda continua a ser um desafio em termos de gestdo, ja que
apesar de cerca de 80% dos diagnosticados alcancarem uma primeira remissao completa, a
sobrevida livre de doenca em 6 anos € de 40%. Os tratamentos hoje utilizados nas leucemias
consistem em regimes complexos de quimioterapia, sendo as duas principais terapias para LMA

regidas pelo esquema 7+3: um esquema de quimioterapia que combina a citarabina e uma
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antraciclina ou o esquema FLAG-Ida: com o uso combinado de fludarabina, citarabina,
filgrastim e 1idarubicina (GARCIA-MANERO; KANTARJAN, 2000; IMAI, 2017
BLACKBURN; BENDER; ROWN, 2019; ONCOGUIA, 2023; EVIQ, 2023).

Por atingir frequentemente a populacao idosa, os tratamentos convencionais podem
ndo se mostrar benéficos devido a baixa tolerancia e a resultados poucos satisfatérios. A
introducdo do Venetoclax (ABT-199), um inibidor seletivo da familia de proteinas BCL-2,
como um agente terapéutico na LMA, fez com que ocorresse um avango nas opg¢des de
tratamento para pacientes idosos que ndo possuem indicacdo para a quimioterapia
convencional. Devido aos seus bons resultados, hoje esta ¢ uma terapia padrdo para essa
populacdo (KONOPLEVA et al., 2016; GUERRA et al., 2019)

Além do mais, o desenvolvimento de terapias direcionadas para as mutacdes em
FLT3 e isocitrato desidrogenase 1 e 2 (IDH1 e IDH?2), juntamente com as terapias combinadas
com o uso de agentes hipometilantes, representam grande parte do atual cendrio de tratamento
da LMA e impulsionam novas pesquisas. Dados experimentais de estudos baseados em
imunoterapias que possuem alvos como inibidores de checkpoint, CD47, entre outros podem
fazer com que o atual cendrio de tratamento da LMA mude drasticamente em alguns anos (LIU
et al., 2021; ABAZA et al., 2024; FORSBERG et al., 2024)

Com os avancos do conhecimento do panorama gendmico/molecular da LMA
juntamente com o aprimoramento das técnicas de diagndstico e a compreensdo dos mecanismos
de resisténcia ao tratamento, levou-se a melhorias ndo s6 no prognéstico e acompanhamento da
doencga, mas também na refinacdo dos critérios de classificacdo. Atualmente as diretrizes
internacionais enfatizam a importancia de achados genéticos e moleculares devido ao seu
impacto clinico. Assim, a identificacdo e caracterizacdo de novos genes que possam atuar no
processo de leucemogénese se tornam importantes para que em breve possa servir como futuros
alvos na terapia molecular alvo e que possam a vir servir como novos biomarcadores (PETERS

etal., 2011; LIU 2021).
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3.3 Repeticio WD contendo antisense para TP53 (WRAP53)

3.3.1. Estrutura e funcao de WRAPS53

Localizado no cromossomo 17, o gene WRAPS53 € responsavel pela codificacao de
trés produtos, sendo, um transcrito funcional antisense de 7P53 (WRAPS53a), uma proteina
scaffold com repeticdes WD40 denominada WRAPS533, WDR79 ou TCAB1 que tem atuacao
na regulacdo do alongamento dos telomeros, no traifego de proteinas e no reparo de quebra de
fita dupla de DNA e um terceiro transcrito denominado WRAP53y (GADELHA et al., 2022).

A proteina WRAPS53 ¢ pertencente a familia de proteinas de repeticdo WD40 que
¢ caracterizada pela presenca de repeti¢des de triptofano (W) e de 4cido aspartico (D) na regiao
terminal C sendo constituida por cerca de 40 a 60 aminodcidos. Diversos processos celulares
como transcricdo, trafego celular, apoptose e controle do ciclo celular, estdao ligados as proteinas
WD40 que atuam como um adaptador para interacdes proteina-proteina e proteina-DNA.
Devido a participacdo em numerosos processos celulares, qualquer mau funcionamento dessas
proteinas pode levar a doencas (SCHAPIRA et al., 2017; JAIN; PANDEY, 2018).

O WRAPS53p pode ser encontrado tanto no citoplasma, facilitando a translocacao
da proteina de sobrevivéncia do neur6nio motor (SMN), quanto no nicleo nos corpos de Cajal
associando-se a TERC e a fatores de reparo de DNA. Os corpos de Cajal sdo responsaveis por
diversas fungdes nucleares importantes como, transcricio de genes, montagem de RNA
polimerase e biogénese da telomerase. Os corpos de Cajal sdo caracterizados pela presenca da
proteina coilina que € essencial para sua integridade e funcdo. A associacdo de WRAPS533 com
a coilina é relatada no recrutamento de SMN onde a interacdo SMN-importinf3 leva a
importacdo nuclear e SMN-coilina no nucleo (TYCOWSKI et al., 2009; MAHMOUDI et al.,
2010 BERGSTRAND et al., 2022). A Figura 3 resume os diversos papéis celulares de
WRAPS53p (Gadelha et al., 2022).

Além disso, os corpos de Cajal também sdo responsdveis por modificacdes em
RNAs nucleares spliceossomais (snRNAs). Existem duas classes principais de RNAs
associados ao corpo de Cajal (scaRNAs), sendo os pertencentes ao dominio de caixa H/ACA
que guiam a pseudo-uridilacdo ou de caixa C/D responsdveis por metilacio. Um terceiro
dominio chamado de caixa CAB ¢é responsédvel pelo direcionamento desses scaRNAs para os
corpos de Cajal para a formacao de complexos de ribonucleoproteina (RNP) com WRAPS53p3,
promovendo o direcionamento e processamento desses RNAs. Mutagoes em WRAPS53[3
resultam em uma localizacdo incorreta de scaRNAs tém sido associadas a distiurbios genéticos

(MAHMOUDI et al., 2011; ZHONG et al., 2011; HEDSTROM et al., 2015; BERGSTRAND
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et al., 2022).

Figura 3. Fungdes biologicas da WRAP53f na homeostase celular.

Transporte de SMN1

Legenda: Funcdes biologicas da WRAPS53f na homeostase celular. (A) WRAP533 medeia a interagio MDC1 e
RNF8 em quebras de fita dupla de DNA. A fosforilagdo da histona H2AX em locais de dano de DNA por DNA
proteina quinase induz sua ligagdo a MDC1, que por sua vez se liga a RNFS através da atividade mediada por
WRAPS53B. O RNF8 faz com que ocorra a ubiquitinagio da histona fosforilada e desencadeia o recrutamento e o
acumulo da maquinaria de reparo de danos ao DNA no ponto de quebra. (B) O WRAPS53f ¢ essencial para a
estabilidade do corpo de Cajal e manutencgdo da fungéo nuclear. O WRAPS53 medeia a localizagdo da proteina
SMNI1 nos corpos de Cajal através do transporte do citoplasma para o niicleo. O WRAPS53 também ¢ responsavel
por interagir e com a enzima telomerase e por localizar corretamente os scaRNAs nos corpos de Cajal, onde irdo
amadurecer e sofrer modificacdes pés-transcricionais. Fonte: Adaptado de Gadelha et al., (2021).

3.3.2.WRAP53 na manutengdo da estabilidade do genoma

A instabilidade gendmica é uma caracteristica distintiva das células cancerigenas.
Quando ocorre a quebra de dupla fita, a DDR coordena as vias para garantir a escolha do
caminho de reparo para que a estabilidade gendmica e a sobrevivéncia sejam mantidas caso
haja a restauracdo do cromossomo afetado (CHATTERJEE; WALKER, 2017; LI et al., 2019;
STEAD; BJEDOV, 2021).

Dentre os tipos de agentes causadores de dano ao DNA estdo as espécies reativas
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de oxigénio (ROS) que se apresentam de forma aumentada nas leucemias e que devido a um
reparo defeituoso leva a uma instabilidade genOmica acentuada e que sdo principalmente
ligadas as muta¢des em BCR::ABL, FLT3-1TD, c-KIT e mutacdes envolvendo o gene TP53,
sendo estes relacionados a um prognéstico ruim devido a alta heterogeneidade, a um risco
aumentado de recidiva e a uma resisténcia ao tratamento, principalmente em pacientes com
LMA (SALLMYR et al., 2008; REBECHI et al., 2017; PANUZZO et al., 2020; ROY;
RAGHAVAN, 2021; NIE et al., 2022).

As quebras de fita dupla sdo o tipo mais citotoxico de dano ao DNA quando
comparado as demais lesdes. Duas principais vias de reparo sdo atuantes nessa situagdo a
depender do estdgio do ciclo celular em que a célula se encontra, sendo a via HR na fase S/G2
ou NHEJ presente na maioria dos estagios do ciclo celular, mas com pico na fase G1. Devido a
ligacdo rapida as extremidades livres do DNA sugere-se que a via NHEJ € a via padrdo de
reparo (SHIBATA et al., 2011; CHANG et al., 2017; WRIGHT; SHAH; HEYER, 2018; LI et
al., 2019).

Quando ocorre a quebra na dupla hélice do DNA, o complexo MRE11-RADS50-
NBS1 (MRN) age no recrutamento de ATM para que ocorra a fosforilagcdo da histona H2ZAX
para a formag¢ao de y-H2AX. MDC1, outro agente da maquinaria de reparo, age intensificando
essa fosforilagdo para facilitar a formagdo de focos de y-H2AX no local da lesao do DNA. A
fosforilagdo de MDC1 por ATM faz com que ocorra a ubiquitina¢do de y-H2AX, gerando sitios
de ligacdo reconhecidos pelo dominio associados forkhead (FHA) de E3 ubiquitin-protein
ligase RNFS8 (RNFS), que € necessario para o direcionamento correto de RNF8 para quebras de
DNA, o que permite que haja o recrutamento e subsequente reparo do DNA (ZHOU et al., 2019;
RUPFF et al., 2020; QIU; HUANG, 2021).

A participagdo de WRAPS53B no reparo de duplas fitas ocorre através do
recrutamento de RNF8 para lesdes de DNA mediando a interagdo MDC1-RNF8, assim, atuando
como uma proteina scaffold. O knockdown de WRAPS53p dificulta o recrutamento de fatores
em ambas as vias de reparo HR e NHEJ enquanto as células que hiperexpressam WRAP53[
possuem um reparo de DNA mais rdpido e uma menor taxa de pontos de quebras, mostrando a
sua importancia na manuten¢do da integridade do genoma (HENRIKSSON et al., 2014;
RASSOOLZADEH; COUCORAVAS; Farnebo, 2015; RASSOOLZADEH et al., 2016).

Uma outra funcdo de WRAPS3B no reparado de quebra de dupla fita ¢ a
competitividade com a proteina quinase dependente de DNA, subunidade catalitica (DNA-
PKcs) pela ligacdo com o Pequeno RNA 2 especifico do corpo de Cajal (ScaRNA?2). A ligacdo
preferencial de ScaRNA2 a WRAPS53B promove atividade catalitica do DNA-PKcs. Na
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auséncia de WRAPS53f o reparo por NHEJ ¢ prejudicado devido a ligagao de ScaRNA2 ao
DNA-PK. A DNA-PKcs € uma enzima responsavel pelo recrutamento dos fatores a jusante que
medeiam NHEJ (BERGSTRAND et al., 2022). A Figura 4 mostra o papel d¢ WRAP53f na
resposta ao dano no DNA (BERGSTRAND; OBRIEN; FARNEBO, 2019).

Figura 4. Fungdes de WRAPS53p nos corpos de Cajal e no local de dano ao DNA.
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Legenda: O recrutamento dependente de ubiquitina de fatores de reparo de DNA ocorre em regides que flanqueiam
o local da quebra onde WRAPS3p liga-se a YH2AX e também estrutura a interacdo entre MDC1 e RNFS, para o
recrutamento de RNFS8 para quebras de DNA para que ocorra a ubiquitinag@o proteinas na cromatina danificada,
0 que estimula o recrutamento dos fatores a jusante 53BP1, RAD51 e BRCA1l. O BRCAI1 forma vérios
subcomplexos com fungdes diferentes, dos quais o complexo BRCA1-A restringe a ressec¢do. Pools de WRAPS53[3
e BRCAI para o reparo via NHEJ também sdo encontrados neste local por razdes desconhecidas. As funcdes
desempenhadas pelo WRAP53f nos corpos de Cajal poderiam ser potencialmente executadas em locais de quebra.
O recrutamento de RADS1, uma proteina a jusante de WRAPS53, para lesdes de DNA, parece ocorrer através de
mecanismos independentes e dependentes de ubiquitina. Fonte: Adaptado de BERGSTRAND; OBRIEN;
FARNEBO, (2019).

O TERC ¢ membro da familia de scaRNA, no qual WRAP53p promove sua
localizagdo nos corpos de Cajal. WRAPS53[3 ¢ um componente da enzima telomerase devido a
sua ligacdo aos componentes principais como TERC, TERT e disquerina. Mutagdes ou
knockdown de WRAPS53 fazem com que ocorra o ndo direcionamento de TERC para os corpos
de Cajal. Mutacdes germinativas em WRAPS53(3, mais especificamente em seus dominios
WD40, sdo associadas a disceratose congénita, doenca essa caracterizada pelo encurtamento
progressivo dos telomeros. A Figura S representa uma rede de interagdes de proteinas onde
WRAPS53p aparece fortemente ligadas as proteinas que compdem a enzima telomerase
(VENTEICHER et al., 2009; TYCOWSKI et al., 2009; ZHONG et al., 2011; BALLEW; A
SAVAGE, 2013; KLUMP et al., 2023).



34

Figura 5. Rede de interagao proteica de WRAPS53.

TEP1 PTGES3

Legenda: WRAPS53: Repeticio WD contendo antisense para TP53; COIL: Coilina; DKCI1: discerina
pseudouridina sintase 1; TERT: transcriptase reversa da telomerase; NHP2 ribonucleoproteina NHP2; NOP10:
ribonucleoproteina NOP10; GARI1: ribonucleoproteina GAR1; RUVBL1: RuvB como AAA ATPase 1; RUVBL2:
RuvB como AAA ATPase 2; TEP1: proteina 1 associada a telomerase PTGS3: prostaglandina E sintase 3. Fonte:
String Database (2024).

A interrup¢ao da interacdo entre WRAPS53B-SMN € relatada na forma mais grave
de atrofia muscular espinhal (AME) do tipo I, que resulta na reducdo da presenca de SMN nos
corpos de Cajal. O motivo da perda de ligacdo atualmente desconhecido, mas abre a
possibilidade de que 0o WRAP53p possa induzir o fendtipo de AME tipo 1 devido a localizacao
incorreta de SMN, falhas de manutencdo nos corpos de Cajal e déficits no reparo de quebra de
fita dupla de DNA (HENRIKSSON; FARNEBO, 2015; HEBERT; POOLE, 2016;
BERGSTRAND et al., 2022). A Figura 6 resume as consequéncias de mutacdes em WRAPS53[3
(GADELHA et al., 2022).
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Figura 6. Impactos das mutagoes WRAP53f em estados patoldgicos.
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Legenda: Impactos das mutacoes WRAPS3 em estados patologicos. A ligacao inadequada de WRAPS3[ aos
componentes da telomerase leva ao encurtamento progressivo dos teldmeros e € altamente implicada como um
fator determinante para a gravidade da disceratose congénita e para o aparecimento de malignidades. Mutacoes
que prejudicam sua capacidade de mediar reparos de quebra de fita dupla de DNA também sdo preocupantes no
contexto geral da estabilidade do genoma e podem estar ligadas a diversos eventos bioldgicos observados em
células deficientes em WRAPS53pB. Por fim, mutagdoes no WRAPS53B ou no SMNI1 que levam a interagdes
deficientes entre as duas protefnas resultam na md localizacdo do SMNI1 no nicleo e consequente perda da

integridade estrutural dos corpos de Cajal, induzindo o fenétipo de atrofia muscular espinhal. Fonte: Adaptado de
Gadelha et., al (2022).
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3.3.3.WRAP53 como biomarcador e fator de prognéstico no cancer

Atualmente, a hiperexpressdo dos transcritos do WRAP53 tem sido utilizada
como um biomarcador em vdrias linhagens tumorais, devido a sua ampla participagdo em
tarefas dentro da célula. As alteracdes em WRAPS53 podem estar presentes ndo apenas no inicio
da carcinogénese, mas também durante o desenvolvimento e progressdo tumoral. Essa
hiperexpressdo estd principalmente relacionada a ativagdo da telomerase, invasdo tumoral,
resisténcia quimioterdpica e metastase linfonodal. A (Figura 7) Apresenta a frequéncia de
alteracbes no gene WRAP53 nos principais tipos de cancer com base nos dados de
sequenciamento do banco de dados TCGA (GADELHA et al., 2022). Os casos representados
como leucemia na Figura 7, s@o casos onde ocorreram a delecio do gene p53,
consequentemente gerando a delecio de WRAP53. Os dados apresentados para LMA sdo

representados por delecdo no gene TP53

Figura 7. Frequéncia de alteragdes genéticas presentes no gene WRAPS3.

= Applificacio ™ Delecéio ® Mutacdo
10%

o

i3]

g 8%

£

o 6%

18]

R=

© 4%

o

=

2 2 I I

g <P I

: 11

L 0% B -  n . " ! | 5

& & & > & & AR R A NS & RO SRR R
S RS A S MR S SRS M AL A S S\
& \9‘@} F oé',é“ Qé,o Q\}\@ QQ(& 6{,\"«"’ 669 &&g (@@ o (}@6@ 0“‘:%{\ ‘9& &
QQ © (\‘-‘ ,Q@ Q“ ) er 5@ Q’t\} ; QC?) W o W@ (& )
e O ® P s & & B & P SN
Qfg’ ¢ A p & <% & 5 @ 3 &
w5 & & & & E Y o S & &S
< O & o 2 P £ (@b \,}é@ ® g ée @ <8 (@F}e«
\)C" o \00 be(—' ';o(\
& C‘} C:llb 20 ((fp
& &
S
A
&
&

Legenda: Frequéncia das alteracdes genéticas presentes no gene WRAP53 em linhagens celulares de cancer. Foi
aplicado um limite minimo de alterag¢do de 0,5% na criacdo do grafico. Os nimeros entre parénteses representam
o niimero de pacientes analisados. Fonte: Adaptado de GADELHA et al., (2022).

A hiperexpressao de WRAP53p ¢ conhecida por promover a proliferacdo celular
descontrolada, a resisténcia radioterdpica e a necrose tumoral. A localizacdo celular de
WRAPS53 também ¢ um fator importante, visto que seus baixos niveis de expressao nuclear
sdo relacionados a uma chance quatro vezes maior de morte por cincer ou a uma ma resposta

radioterdpica e menor taxa de sobrevida livre de doenca. A proliferacdo celular descontrolada
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€ especialmente relatada no cancer de pulmao, tumores de cabeca e pescogo e carcinomas
colorretais (ZHANG et al., 2012; RAO et al, 2014; SILWAL-PANDIT et al., 2015;
TIEFENBOCK-HANSSON et al., 2017; CHEN et al., 2018; SUN et al., 2018; ZHU et al.,
2018).

A inducido da apoptose é amplamente relatada para o knockdown de WRAP53f3 em
diversas linhagens tumorais. A regulacdo negativa de WRAPS53p resulta na interrupgao do ciclo
celular, seguida pela indu¢@o de apoptose o que, por sua vez, reduz o potencial de invasdo das
células tumorais tanto in vitro quanto in vivo e aumenta a sensibilidade a radioterapia indicando
uma dependéncia das células cancerigenas ao WRAPS53p. Uma vez que tumores primarios
estudados superexpressam WRAPS53p isso foi relacionado a uma ma resposta radioterapica e a
uma menor taxa de sobrevida livre de doenca (ZHang et al., 2012; SUn et al., 2014; RAO et al.,
2014; YUan et al., 2017; WANG et al., 2017).

Em modelos animais a regulacdo negativa de WRAPS53f ¢ relacionada a redugao
no crescimento de células tumorais. Dados de estudos in vivo, apresentaram resultados
consistentes, onde ocorreu uma diminui¢do significativa no tamanho e peso dos tumores em
camundongos em que 0 WRAPS53 foi suprimido (SUN et al., 2014; ZHU et al., 2018).

Os polimorfismos de nucleotideo unico (SNPs) que afetam o locus TP53-WRAP53
e respectivamente seus produtos, sdo descritos como rs2287499 e rs2287498. A presenca desses
SNPs € ligada ao aumento do desenvolvimento de cincer de mama, além do mais a mesma
variante rs2287498 ¢ ligada ao desenvolvimento de cancer de ovdrio agressivo. (GARCIA-
CLOSAS et al., 2007; SCHILDKRAUT et al., 2009; MEDREK et al., 2012; POULADI et al.,
2019).

WRAPS53 estd envolvido em vdrias fungdes celulares importantes ligadas a
estabilidade do gendma, assim como o gene hTERT. O estudo de ambos os genes pode fornecer
uma visao sobre como a instabilidade gendmica e a regulagdo da telomerase contribuem para a
LMA. As alteracdes estruturais ou nos niveis de expressdao dos transcritos de WRAP53, em
especial WRAPS53p, podem levar a um processo de tumorigénese e sdo bem descritas em uma
variedade de tipos tumores sélidos. Além disso, a regulacdo negativa de sua expressio parece
ser benéfica no progndstico do cancer. Essas descobertas enfatizam o papel do WRAP53 no
cancer como um todo, destacando seu potencial como um novo alvo promissor para terapia da

leucemia mieloide aguda.
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1 Pacientes do estudo
4.2.1.  Aspectos Eticos

Pacientes adultos diagnosticados com leucemias mieldide atendidos no Hospital
Geral de Fortaleza (HGF), Hospital Geral Dr. César Cals (HGCC) e Hospital Maternidade Sao
Vicente de Paulo (HMSVP), centros de referéncia ao tratamento do cancer do estado do Ceara,
foram submetidos a leituras e andlise de Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)
e participaram da pesquisa mediante aceite do exposto e assinatura do mesmo. O Projeto foi
submetido a Plataforma Brasil e obteve aprovacao do comité de ética em Pesquisa (CEP), sob
os nimeros de registro 4.339.719 (ANEXO 1) e 5.823.921 (ANEXO 2)

ApOs assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido (ANEXO 3), a
equipe de saude treinada e/ou a equipe de pesquisadores aplicou um questionario (ANEXO 4),
onde constam informacgdes relacionadas a identificacdo (nome, data de nascimento, filiagdo,
naturalidade, procedéncia, ocupacgdo), em seguida, o questiondrio segue com perguntas voltadas
a presenga ou auséncia dos principais sinais e/ou sintomas relacionados a doenga. Apds a
aplicacdo do questiondrio, os pacientes passaram por uma avaliacdo clinica para posterior coleta

de material biol6gico: sangue e medula 6ssea (quando aplicavel).

4.2.2. Amostras Bioldgicas

Foram analisados todos os pacientes que aceitaram participar do estudo, na fase
inicial da doenca e de diferentes subtipos de acordo com as classificagdes imunofenotipicas e
de caridtipo, totalizando 110 pacientes diagnosticados com leucemia mieloide aguda. Foram
feitas coletas de sangue periférico e, quando possivel, de medula 6ssea no momento da
realizacdo do mielograma para o diagndstico, descartando qualquer inconveniente ao paciente.
Além disso, dez amostras de sangue periférico foram coletadas de voluntdrios saudaveis e
empregadas como amostras de controle. O consentimento informado foi obtido dos
responsaveis legais dos pacientes, apds o qual os pacientes foram submetidos a uma avaliacao

clinica para coleta de material bioldgico.
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4.2.3. Estratificacio dos pacientes

Para categorizar os pacientes em diferentes grupos, foram utilizadas as diretrizes do
European LeukemiaNet (ELN) (POGOSOVA-AGADJANY AN et al., 2020), onde os pacientes
foram categorizados de acordo com a idade, contagem de glébulos brancos (WBC), niveis de
hemoglobina e sexo. A avaliacdo do risco citogenético foi realizada de acordo com os critérios
da Organizacao Mundial da Saide (OMS) (KHOURY et al., 2022). Além disso, anteriormente,
os pacientes neste estudo foram rastreados para anormalidades genéticas, como BCR::ABLI
p190, por técnicas moleculares por meio da reacdo em cadeia da polimerase de transcri¢do

reversa (RT-qPCR) (PESSOA et al., 2024)

4.2 Extracdo de RNA e Transcri¢cao Reversa

O RNA total das amostras foi extraido com o reagente TRIzol Reagent® (Invitrogen
TM) de acordo com instru¢cdes do fabricante e quantificado por absorbéncia utilizando o
equipamento NanoDrop (ThermoFisher Scientific®).

A partir de 20ng de RNA total extraido foi sintetizado o DNA complementar
(cDNA) de acordo com o kit High Capacity cDNA Reverse Transcriptase (ThermoFisher
Scientific®). A etapa de conversdo foi realizada no termociclador Veriti® thermal cycler
(Applied Biosystems®). As amostras de cDNA foram armazenadas em freezer -20°C para

estabelecimento de uma biblioteca de cDNA e permaneceram congeladas até sua anélise.

4.3 Validacao da Expressao Génica por Real-Time PCR Quantitativo (RT-qPCR)

As expressoes foram quantificadas por RT-qPCR utilizando primers para os genes
WRAP53 (Hs00216360_m1), h”TERT (Hs _00972650_m1) e do gene ABL (Hs01104728_m1)
que foi usado como controle enddgeno. A Sintese de primers foi realizada pela empresa
ThermoFisherTM Scientific. O método de detec¢do foi o sistema de ensaios de expressao génica
TagMan® (Applied Biosystems ®, Foster City, CA, EUA). A RT-qPCR foi realizada utilizando
o kit TagMan® Gene expression master mix. Os fragmentos amplificados foram quantificados
pela andlise dos dados fluorescentes através do software versdo 1.1 no equipamento
QuantStudio® 5 (Applied Biosystems®).

O protocolo das reagdes utiliza as quantidades de reagentes descritas na Tabela 3,
totalizando uma reacdo de 10ul. O protocolo de amplificacdo das reacdes constituiu-se da

seguinte ciclagem: 50°C/2 min, 95°C/10 min e 50 ciclos de 95°C/15 segundos e 60°C/ 1 min.
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Tabela 3. Reagentes utilizados na RT-qPCR.

Reagentes puL
Agua deionizada 3,5
Tampao (TagMan® gene expression master Mix) 5
TagMan® Gene expression assay 0,5
cDNA 1
Total 10uL

Na andlise de RT-qPCR, a quantificacdo € baseada no Cicle of quantification (CQ),
que € inversamente proporcional ao logaritmo do nimero de cdpias iniciais (TYAGI; BRATU;
KRAMER, 1998). O CQ ¢ definido como o primeiro ciclo de amplificacdo no qual a
fluorescéncia indica que os produtos de PCR se tornam detectdveis. Para determinar a linha de
corte para a expressao génica alterada em tecidos tumorais, o valor CQ serd determinado
também em tecido normal.

Cada amostra foi analisada em duplicata e as razdes de expressao foram calculadas
usando o método 2 ~22€T, dessa forma, o nivel de expressdo do gene de interesse é relatado em
relagdo ao do gene de referéncia para cada amostra (SCHMITTGEN; LIVAK, 2008). O gene
de referéncia ABL usado neste estudo ja foi validado anteriormente pela deteccdo de RT-qPCR
em pacientes com LMA e foi determinado como o endégeno mais apropriado para andlise de
ensaio de expressdo génica (PESSOA et al., 2024). Cada amostra foi analisada em duplicata
para validagdo experimental e técnica, de acordo com os padrdes internacionais para avaliacao
da expressdo génica por PCR em tempo real (SCHMITTGEN et al., 2008; BUSTIN et al.,
2009).

Critérios de Fold Change (FC) foram definidos para identificar genes
diferencialmente expressos. Para o gene WRAPS53, dois grupos foram criados: um com valores
de FC < -1 (diferencialmente expressos) e outro com valores de FC entre -1 e 1 (ndo
diferencialmente expressos). Para h'TERT, a categorizacdo incluiu trés grupos de valores: FC:

< -1, entre -1 e 1, e maior que >1 (diferencialmente expressos).

4.4 Analise Estatistica

Os dados sobre a expressao relativa de mRNA de WRAP53 e hTERT foram
expressos como média para determinar a associacdo potencial entre expressdes génicas e
variaveis. A normalidade foi avaliada pelo teste de Kolmogorov-Smirnov ou Shapiro-Wilk e
foi aplicada a cada grupo especifico. Os outliers foram removidos com base no limite superior

e inferior do intervalo interquartil. As diferengas em varidveis continuas foram analisadas
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usando o teste Mann-Whitney ou teste t ndo pareado para comparar medianas entre dois grupos
e o teste de Kruskal-Wallis ou ANOVA unidirecional para comparar medianas entre variaveis
com trés ou mais grupos. A correlagdo entre duas varidveis continuas foi determinada usando o
coeficiente de correlacdo de Pearson. As probabilidades de sobrevivéncia foram estimadas pelo
método de Kaplan-Meier, e as diferencas nas distribuicdes de sobrevivéncia foram avaliadas
usando o teste LogRank, onde a sobrevivéncia geral do paciente foi determinada a partir da data
do diagndstico até a morte ou dltimo acompanhamento. As andlises estatisticas, juntamente com
a geracdo de graficos, foram realizadas usando o software GraphPad Prism (versdao 10.0). O
teste LogRank foi realizado com o software Jamovi (versdao 2.3.28). Diferengas significativas

foram consideradas com intervalo de confianca de 95% (p<0,05).

RESULTADOS
5.1 Dados Clinicos-Epidemiolégicos Dos Pacientes

No periodo compreendido entre julho de 2021 a julho de 2024, realizou-se a coleta
de informacgdes de prontudrio, amostras de sangue e medula dssea de pacientes suspeitos ou
diagnosticados com leucemias agudas do tipo mieloide nos seguintes hospitais: Hospital Geral
de Fortaleza (HGF), Hospital Geral Dr. César Cals (HGCC) e Hospital Maternidade Sao
Vicente de Paulo (HMSVP).

Ao todo, foram coletadas amostras de 110 pacientes, sendo 56 (50.9%) compostos
por homens e 54 (49.1%) por mulheres. A média de idade entre os pacientes se deu em 50.3
anos, sendo 49.3 anos a média para homens e 51.4 anos para mulheres. Ao todo, 43% (n=50)
dos pacientes eram residentes da capital (Fortaleza), enquanto 57% (n=60) eram provenientes
de outros municipios cearenses e buscavam atendimento nos hospitais HMSVP, HGF e HGCC.
Esse estudo contou com a participagdo de pacientes provenientes de todas as macrorregioes
cearenses. Os pacientes com LMA foram avaliados de acordo com acordo com a Classificagao

da OMS de 2022 (ANEXO 5), a Figura 8 representa o perfil dos pacientes presentes no estudo.
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Figura 8. Caracteristicas clinico-epidemiologicas dos pacientes portadores de LMA.
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Fonte: Dados da pesquisa (2024).

As seguintes ocupagdes foram reportadas durante a entrevista: agricultor(a), dona
de casa, autbnomo(a), comerciante, mecanico, motorista, professor(a), seguranca, pedreiro,
cozinheiro(a), policial, dentre outras que estdo resumidas na Tabela 4. Ao todo, 50 pacientes
ndo informaram sua ocupacao no formuldrio. Agricultor foi a profissdo mais relatada entre os
pacientes. Dos 11 relatados, 3 eram moradores da capital Fortaleza, enquanto 8 eram moradores

de cidades do interior do estado.
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Tabela 4. Ocupagao laboral de pacientes com LMA participantes do estudo.

Representante de venda
Tec. Enfermagem
ONGs

Vendedor(a)
Doméstica

Porteiro

Ocupacio Total
Agricultor(a) 11
Aposentado(a) 2
Autdnomo(a) 4
Comerciante 4
Confeiteiro(a) 1
Pedreiro 4
Costureiro(a) 2
Dona de casa 7
Eletricista 1
Mecanico 2
Motoboy 1
Motorista 1
Pescador 1
Policial 2
Professor(a) 5

2
1
1
2
3
2
1

Estudante
Nao informado
Total 110

W
o

Fonte: Dados da pesquisa (2024).

As caracteristicas clinicas dos pacientes diagnosticados com LMA estdo detalhadas
na Tabela 5. No momento do diagndstico, foi observado que 65,4% dos pacientes apresentavam
hemoglobina abaixo de 8 g/dL, 59% dos pacientes apresentavam blastos circulantes no sangue
periférico e 84,5% demonstraram trombocitopenia. Para o diagndstico de leucemia, sdo
necessdrias amostras de medula Ossea para andlise de mielograma, imunofenotipagem e
cariétipo. No mielograma, foi observado que esses pacientes com LMA apresentavam em
média 35% de blastos presentes na medula 6ssea. Na analise de imunofenotipagem, observou-
se que os fenétipos mais prevalentes na LMA foram CD33, CD117, CD45,CD34, CD13, HLA-
DR, MPO e CD64. Os resultados do cariétipo foram obtidos de 81 pacientes com LMA, com
um total de 22 pacientes sem anormalidades e 59 pacientes apresentando cariétipos alterados,
dos quais 8 eram complexos. Dos 110 participantes deste estudo, 8% foram classificados como
favoraveis, 31% como intermediarios e 43% como adversos. Os pacientes dos quais ndo foi

possivel obter o resultado do caridtipo e a presenca de BCR::ABLI p190 nao foi detectada em
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nossa triagem anterior foram classificados como nao classificaveis (N.C) (18%).

Tabela 5. Dados clinicos dos pacientes portadores de LMA.

Dados clinicos LMA

<8g/dL: 72 (65.4%)
Hemoglobina 8-10g/dL: 29 (26.3%)
>10g/dL: 9 (8.3%)

<10.000/mm?: 47 (42.7%)
Leucécitos > 10.000/mm?3: 46 (41%)
> 100.000/mm?3: 18 (16.3%)

Sim: 65 (59%)

Blastos em sangue periférico
Nio: 45 (41%)

Blastos < 10%: 9

Blastos < 70%: 39

Blastos > 70%: 59
SR: 3

Blastos em medula dssea

<150.000/mm?3: 93 (84.5%)

Plaquetas
>150.000/mm3: 17 (15.5%)
LDH <400 pL: 37
LDH > 400 pL: 32
LHD

LDH > 1.000 uL: 13

Sem resultado: 28

Imunofenotipagem CD33, CD117, CD45, CD34, CD13, HLA-DR, MPO e CD64

Favoravel: 9% n=10
Intermedidrio: 30% n=34
Adverso: 44% n=48
N.C: 17% n=18

Cariétipo

Fonte: Dados da pesquisa (2024). SR: Sem resultado.

Os dados dos registros médicos foram submetidos a andlises estatisticas, onde as
varidveis de interesse do estudo foram organizadas em tabelas e grificos. Uma andlise
estatistica descritiva foi conduzida, na qual foram calculadas médias e desvios padrao para
dados com distribui¢do normal, e medianas quando apropriado.

Foi realizado teste de Qui-Quadrado (Tabela 6) com o objetivo de analisar relacdes
entre duas varidveis clinicas. Os resultados foram obtidos por meio da comparacdo da
estratificacdo de risco dos pacientes com as seguintes varidveis: idade, presenca de blastos em
sangue periférico, 6bito, sexo, contagem de leucécitos e LDH. Dentre as associacdes realizadas

nao foi observada correlacao significativa, os valores estdo demonstrados na tabela abaixo.
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Tabela 6. Analise de Chi-Quadrado de dados Clinico-Epidemioldgicos dos pacientes portadores LMA
participantes do estudo.

Estratificacdo de Risco - LMA

Favoravel Intermediario Adverso P-valor 0,1310
17 -39 6 28 8
Idade 40-59 6 20 4
60 - 99 1 30 7
Favorével Intermedidrio Adverso P-valor 0,1620
Blastos em SP Sim 6 47 10
Nio 8 34 5
Favoravel Intermedidrio Adverso P-valor 0,0720
Obito Sim 3 20 10
Nio 11 58 8
Favorével Intermedidrio Adverso P-valor 0,3010
Sexo Masculino 7 40 12
Feminino 5 40 6
Favorével Intermedidrio Adverso P-valor 0,7818
fig 7 33 8
WBC (10°) /mm3 100 4 33 7
1 13 4
Favoravel Intermedidrio Adverso P-valor 0,2960
<400 4 27 5
LDH >>14(())(())0 3 290 ‘7*
Sem resultado 6 22 2

Fonte: Dados da pesquisa (2024).

5.2 Analise da Expressao Génica

Anadlise da Expressao Génica de WRAP53

Os dados analisados foram normalizados, e os niveis de FC Log2 foram utilizados
como ponto de corte para a andlise da expressio do gene WRAPS53. Os pacientes foram
divididos em dois grupos principais, o primeiro grupo consistiu em amostras com FC < -1,
representando expressdo reduzida do gene WRAPS53, e o segundo grupo incluiu amostras com
valores de FC entre -1 e >1, representando variacio minima ou nenhuma alteragdo significativa
na expressdo de WRAP53. Para andlise dos resultados da expressdo, os pacientes foram

classificados em diferentes grupos com base nas diretrizes do ELN (POGOSOVA-
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AGADJANYAN el al., 2020), sendo, por idade <60 e >60, na contagem de leucécitos (WBC),
separados em grupos de <10 x 10%mm?3, >10 x 103%mm3 e >100 x 10%mm3, em género
(masculino ou feminino) e pelos niveis de hemoglobina. Para o grupo de risco citogenético, a
classificac@o dos pacientes foi baseada nas diretrizes da OMS (KHOREY et al 2022).

Em nossa coorte de pacientes com LMA, o nivel médio de expressao de WRAPS53
foi de -2,490 e foi regulado negativamente em comparacdo com amostras de sangue de doadores
saudéveis (grupo controle), média do grupo controle: -0,1111 (p<0,0001) (Figura 9). A
expressdao de WRAP53 foi identificada em 100 dos 110 pacientes com LMA incluidos no estudo.

Os valores atipicos nao foram considerados nos célculos estatisticos (n=4).

Figura 9. Avaliagdo da expressao de WRAP53 em sangue periférico nas amostras de pacientes com LMA em
comparagdo com grupo controle.
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Legenda: Pacientes com LMA demonstram uma baixa expressdo de WRAP53 em comparacdo com O grupo
controle (n=10) (p < 0,0001), outliers removidos (n=4). Os dados sdo apresentados como média. Para andlise
estatistica, a distribuicdo normal foi avaliada pelo teste de normalidade de Kolmogorov-Smirnov e seguida pelo
teste t ndo pareado.
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Ao analisar varidveis clinicas como sexo, idade, hemoglobina, contagem de
leucdcitos ou citogenética, observou-se diferenca estatisticamente significativa nas faixas etdria
e sexo. Além disso, observou-se uma discreta tendéncia em alguns parametros, como maior
percentual de homens, maior nimero de pacientes com idade < 60 anos, pacientes com
hemoglobina abaixo de 8 g/dL e maior nimero de pacientes classificados como de risco
adverso, nos grupos FC < -1.

No grupo masculino (49 pacientes), a expressdo média de WRAPS53 para aqueles
com expressao diferencial (FC < -1) e aqueles sem expressao diferencial (FC entre -1 e 1) foi
de -3,222 e -0,0305, respectivamente; no grupo feminino (47 pacientes), a expressdo média foi
de -2,613 para aqueles com FC < -1 e-0,1975, naqueles com FC entre -1 e 1, o p-valor associado
foi de 0,0322*, mostrando que ha diferenca estatisticamente significativa entre os grupos
masculino e feminino com FC < -1, com maior média observada no grupo feminino. Isso nao
foi observado no grupo FC entre -1 e 1 (p = 0,6132). Na faixa etdria, foi encontrada diferenca
estatisticamente significativa no grupo FC <-1 (p =0,0496*), onde o grupo >60 apresenta maior
média em comparagdo ao grupo <60 no contexto da varidvel analisada. Para o grupo com FC
entre -1 e 1, a expressdao média de WRAP53 nas faixas etarias <60 e >60 foi de -0,3334 ¢ 0,2187,
respectivamente, o valor de p associado foi de 00,0795 indicando que ndo hé diferenca

estatisticamente significativa (Tabela 7).

Tabela 7. Expressdo de WRAPS53 de acordo com caracteristicas clinicas da LMA.

Total WRAPS53 WRAPS53 nao
Parametro (ni) 9a6) diferencialmente P value diferencialmente P value
B expresso expresso
Género
Masculino (%) 49 (51) -3,222(n=43) -0,0305(n=6)
.. 0,0322%* 0,6132
Feminino (%) 47 (49) -2,613(n=36) -0,1975(n=11)
Idade
<60 69 -3,120(n=57) -0,3334(n=11)
0,0469* 0,0795
>60 31 -2,490(n=22) 0,2187(n=6)

Legenda: Distribuicdo das caracteristicas clinicas dos pacientes com LM A com expressao de WRAPS3,
mostrando a comparagdo entre os grupos diferencialmente expressos (FC < -1) e ndo diferencialmente expressos
(FC entre -1 e 1). Os dados incluem género, idade e média com seus respectivos valores de p para andlise
estatistica. Para andlise estatistica, foi realizado o teste de normalidade de Kolmogorov-Smirnov, seguido do

teste t ndo pareado. Os asteriscos mostram diferengas significativas.

Para WBC, a média de WRAPS53 nos grupos FC <-1 e FC entre -1 e 1 foram,
respectivamente, -2,247 e 0,1517 para <10.000/mm3, -3,017 e -0,3774 para >10.000 e -3,183 e
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-0,7953 para >100.000/mm?, (p = 0,3683 e 0,1953) indicando que ndo ha diferenga
estatisticamente significativa neste grupo. Em relacao aos niveis de hemoglobina, as médias de
expressao para FC < -1 e FC entre -1 e 1, respectivamente, foram -2,622 e -0,1800 para <8
g/dL, -2,971 e 0,1222 para 8-10 g/dL, e >10 g/dL, as médias foram -3,880 e -0,9673 (p = 0,1205
e 0,2637), sugerindo que ndo hd associag¢do significativa entre os niveis de cada faixa de
hemoglobina e a expressdao do gene WRAP53 entre os grupos FC < -1 ou FC entre -1 e 1. Na
estratificacdo de risco, os valores médios para os grupos FC < -1 ou FC entre -1 e 1 foram: -
1,862 e -0,1800 para risco favoravel, -2,991 e -0,4623 para risco intermedidrio, -2,563 e 0,1812
para risco adverso, e para os pacientes sem classificacdo de risco foi de -3,593 e -0,5748 (p =

0,6198 e 0,4586) também sem diferenca significativa entre os grupos analisados (Tabela 8).

Tabela 8. Expressdo de WRAP53 de acordo com caracteristicas clinicas da LMA.

Total WRAPS53 WRAP53 nio
Parametro (n=96) diferencialmente P value diferencialmente P value
B expresso expresso
WBC
<10.000/mm?3 43 -2,247(n=35) 0,1517(n=8)
>10.000/mm?3 40 -3,017(n=32) 0,3683a -0,3774(n=8) 0,1953a
>100.000/mm3 13 -3,183(n=12) -0,7953(n=1)
Hemoglobina
<8g/dL 69 -2,622(n=56) -0,1800(n=13)
8 - 10g/dL. 18 -2,971(n=15) 0,1205a 0,1222(n=3) 0,2637a
>10g/dL 9 -3,880(n=8) -0,9673(n=1)
Estratificag@o de
Risco
Favoravel 10 -1,862(n=7) -0,1800(n=3)
I iari 2 -2,991(n=2 -0,4623(n=4
ntermediario 9 ,991(n=25) 0.6198b 0,4623(n=4) 0.4586b
Adverso 46 -2,563(n=37) 0,1812(n=9)
N.C 11 -3,593(n=10) -0,5748(n=1)

Legenda: Distribuicdo das caracteristicas clinicas dos pacientes com LMA com expressdo de WRAP53,
mostrando a comparagdo entre os grupos diferencialmente expressos (FC < -1) e ndo diferencialmente expressos
(FC entre -1 e 1). Os dados incluem contagem de leucécitos (WBC), niveis de hemoglobina, estratificacdo de
risco e média, com seus respectivos valores de p para andlise estatistica. Para andlise estatistica, foi realizado o
teste de normalidade de Kolmogorov-Smirnov, seguido do teste de Kruskal-Wallis (a) ou ANOVA ordindria de
uma via (b). N.C: Nio classificavel.
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Analise de sobrevivéncia de Kaplan-Meier para WRAP53

Realizamos uma andlise de sobrevida para avaliar a associacdo dos niveis de
expressao do gene WRAPS53 e sua potencial associagdo com o progndstico em malignidades
hematolégicas. A andlise incluiu todos os pacientes que dados clinicos e epidemiolégicos
completos e que tinham expressdo de WRAP53 (n = 86). O tempo médio de acompanhamento
foi de 13,1 meses. Utilizamos os mesmos dados de expressdo, divididos em dois grupos:
pacientes com FC < -1 e FC entre - 1 e 1 de WRAP53 na hipétese de que a expressdo alterada
desse gene pode influenciar a sobrevida de pacientes com LMA. A andlise mostrou que 0s
niveis de expressio de WRAPS53 ndo apresentaram alteracdes significativas entre os grupos

acima ou abaixo da mediana do Log-Rank (p = 0,675), conforme mostrado na Figura 10.

Figura 10. Analise de sobrevida em pacientes com diferentes niveis de expressdo de WRAP53.
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Legenda: Uma anélise de sobrevivéncia de pacientes com diferentes niveis de expressdo de WRAPS53. Nao
houve diferencas estatisticas entre os grupos Log-Rank (p = 0,150). Os dados mostrados na tabela de risco que é
apresentada na imagem mostram a probabilidade do evento (morte) ao longo do tempo na amostra estudada com
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informagdes sobre o nimero de individuos em risco de experimentar o evento em cada intervalo de tempo.

Analise da Expressao Génica de hTERT

Como anteriormente, os dados aqui analisados foram normalizados assumindo
niveis de FC Log2 como ponto de corte, onde os pacientes foram divididos em trés grupos
representando a varia¢ao na expressao génica. O primeiro grupo incluiu amostras com FC < -
1, indicando uma reducio na expressdo do gene hTERT, o segundo grupo com FCs entre -1 e
1, representando variagdo minima ou nenhuma mudanga significativa na expressao € o terceiro
grupo consistiu em um grupo com FC >1, o que significou uma variacdo na expressao
aumentada do gene ATERT. Para andlise dos resultados da expressdo, os pacientes foram
classificados como na analise anterior considerando idade, leucdcitos, sexo, niveis de
hemoglobina e grupo de risco citogenético.

Neste estudo, ndo identificamos diferencas na expressdao de ”TERT em nossa coorte
de pacientes com LMA (média: h”TERT -0,9658) em compara¢do com amostras de sangue de
10 doadores saudaveis (grupo controle, média grupo controle: -0,2942) p =0,2524 (Figura 11).
A expressdo de hTERT foi identificada em 79 dos 110 pacientes com LMA incluidos no estudo.

Outliers nao foram considerados nos célculos estatisticos (n=2).



51

Figura 11. Avaliaggo da expressdo da #TERT no sangue periférico em amostras de pacientes com LMA em
comparagdo com um grupo controle.
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Legenda: Neste estudo, ndo identificamos diferengas na expressdo de hTERT (p = 0,2524) em nossa coorte em
comparagdo ao grupo controle, outliers altos removidos (n=2). Os dados sdo apresentados como média. Para
andlise estatistica, a distribui¢do normal foi avaliada pelo teste de normalidade de Kolmogorov-Smirnov e foi

seguida pelo teste t ndo pareado.

A avaliacdo das varidveis clinicas ndo mostrou significancia estatistica. Em relacio
a estratificacdo de risco, os pacientes classificados como risco adverso tiveram maior
probabilidade de apresentar uma menor expressdo de hTERT, embora nenhuma diferenca
significativa tenha sido encontrada para grupos de risco favordvel ou intermedidrio. No geral,
embora algumas tendéncias tenham sido observadas, esses achados ndo revelaram significancia
estatistica em relacao aos parametros clinicos.

Ao comparar a expressao do gene hTERT entre homens e mulheres com LMA nos
grupos com FC< -1, CF entre -1 e 1 e FC>1, observou-se que no grupo masculino (n = 38), a
expressao média foi de -2,591, 0,0342 e 3,232, respectivamente, enquanto no grupo feminino

(n = 41), a expressdo média foi de -2,419 para o grupo FC< -1, 0,4605 para aqueles com FC
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entre -1 e 1 e 3,284 para FC>1, os valores de p foram de 0,8192, 0,6049 e 0,5338,
respectivamente, indicando que ndo ha diferenca estatisticamente significativa entre os géneros
nos grupos analisados. Em relacdo a idade, a expressao média da A”TERT em individuos com
idade <60 anos foi de -2,458 para FC< -1 e 0,3651 para FC entre -1 e 1, e 3,232 para FC >1,
enquanto em individuos >60 anos, a expressdo média da hTERT para os grupos FC < 1, FC
entre -1 e 1 e FC >1, foi de -2,662, 0,3173 e 3,422, respectivamente, o valor de p foi de 0,3382
para FC < -1, 0,8410 para FC entre -1 e 1 e 0,8111 para FC >1, ndo atingindo, portanto,

significancia estatistica (Tabela 9)

Tabela 9. Expressdo de ”TERT de acordo com caracteristicas clinicas da LMA.

Total hTERT hTERT nao hTERT
Parametro (n=77) diferencialmente P value diferenncialmente P value diferencialment P value
n= expresso <-1 expresso e expresso >1
Género
M lino(% 38(49 -2,591(n=23 0,0342(n=8 , =
asc.u '1n0( 0) (49) (n=23) 0.8192 (n=8) 0.6049 3,232(n=6) 0.5338
Feminino(%) 41(51) -2,419(n=15) 0,4605(n=18) 3,284(n=7)
Idade
<60 53 -2,458(n=29 0,3651(n=17 =
= (=29)" 03382 @I gsato 3PA=D e
>60 24 -2,662(n=9) 0,3173(n=9) 3,422(n=6)

Legenda: Distribuicdo das caracteristicas clinicas dos pacientes com LMA com expressido de ATERT, mostrando
a comparacao entre os grupos de baixa expressdo (Fold Change <-1) e diferencialmente expressos (Fold Changer
entre -1 e 1) e expressdo moderada (Fold Change >1). Os dados incluem género e idade com seus respectivos
valores de p para andlise estatistica. Para andlise estatistica, foi realizado o teste de normalidade de Shapiro-Wilk,
seguido do teste de Mann-Whitney.

Dentre as varidveis clinicas analisadas para hTERT, as médias de expressdo em
pacientes com <10.000, >10.000 e >100.000/mm? de leucdcitos foram semelhantes nos grupos
FC< -1, entre -1 e 1 e >1, e ndo houve diferencas significativas entre os grupos p = 0,1688,
0,7441 e 0,7308, respectivamente. Em relacdo aos niveis de hemoglobina, as médias também
ndo diferiram significativamente entre os grupos e ndo houve diferencas significativas nas
faixas <8, 8—10 e >10 g/dL para os grupos FC <-1 (p =0,3131), FCentre -1 e 1 (p =0,1098) e
FC>1 (p = 0,8678). Para o risco citogenético, também nao houve diferencas significativas nos
grupos de FC < -1, FC entre -1 e 1 e FC >1 (p = 0,0549, 0,4628 e 0,4628, respectivamente)
(Tabela 10).



Tabela 10. Expressdo de A”TERT de acordo com caracteristicas clinicas da LMA.

53

Total hTERT hTERT nao hTERT
Pardmetro (ni)7a7) diferencialment P value diferencialme P value diferencialmente P value
B e expresso <1 nte expresso expresso >1
WBC
< 10.000/mm3 27 -2,097(n=12) 0,3033(n=11) 3,205(n=6)
> 10.000/mm3 34 -2,385(n=18) 0,1688a 0,3651(n=11) 0,7441a 3,232(n=7) 0,7308b
> 100.000/mm3 12 -4,117(n=8) 0,0780(n=4) N.R(n=0)
Hemoglobina
<8g/dL 60 -2,498(n=30) 0,3167(n=21) 2,812(n=8)
8 - 10g/dL. 12 -1,608(n=5) 0,3131a  0,6031(n=4) 0,1098a 4,156(n=4) 0,8678a
>10g/dL 5 -3,158(n=3) -0,7490(n=1) 2,551(n=1)
Extratificacdo
de Risco
Favorable 8 -2,184(n=6) N.R(n=0) 3,284(n=2)
Int di 23 -2,047(n=11 0,4918(n=9 ,248(n=
flermediaty @=ID ) 0549 =9 paeosa B soana
Adverse 37 -3,052(n=16) 0,1688(n=14) 3,232(n=7)
N.C 9 -5,878(n=5) 0,5138(n=3) 1.707(m=1)

Legenda: Distribuicdo das caracteristicas clinicas dos pacientes com LMA com expressdo de h'TERT, mostrando
a comparacdo entre os grupos de baixa expressao (Fold Change <-1) e diferencialmente expressos (Fold Change

entre -1 e 1) e expressdo moderada (Fold Change >1). Os dados incluem contagem de leucdcitos, niveis de
hemoglobina e estratificac@o de risco, com seus respectivos valores de p para anélise estatistica. Para andlise

estatistica, foi realizado o teste de normalidade de Shapiro-Wilk, seguido do teste de Kruskal-Wallis (a) ou teste
de Mann Whitney (b). N.R: Nenhum resultado; N.C: Nao classificavel.

Analise de sobrevivéncia de Kaplan-Meier para hTERT

Realizamos uma andlise de sobrevida para avaliar a associacdo dos niveis de

expressao do gene hTERT e seu potencial associacdo com o progndstico. A anélise incluiu todos

os pacientes com dados clinicos e epidemiolégicos completos e que apresentaram expressao de

hTERT (n = 70). O tempo mediano de acompanhamento foi de 13,4 meses. Utilizamos os

mesmos dados de expressdo, divididos em trés grupos pelos valores de FC, a saber: FC < -1,

FC entre -1 e 1 e FC > 1 na hipétese de que a expressao alterada desse gene pode influenciar a

sobrevida de pacientes com LMA. A andlise mostrou que os niveis de expressdo de h”TERT ndo

apresentaram alteracdes significativas entre os grupos Log-Rank (p = 0,316), conforme

mostrado na Figura 12.



Figura 12. Analise de sobrevida em pacientes com diferentes niveis de expressao de h/TERT.

54

1.00 4
E —

0.75 - : L!_“H_
y e g ol T
S 14 -l | ] il
[4}]
=
[
= 0.50 - 1 | [
=) i1 | |
(48]
L
e
[a

0.25 -

0.00 -

0 10 20 30 40
TEMPO (Meses)
0 TABELA DE RISCO
5 Fold Change <-1 38 16 10 2 1
= Fold Change > 1 8 3 2 0 0
o Fold Change -1=+1 24 17 12 4 0
0 10 20 30 40

TEMPO (Meses)

Legenda: O tempo de sobrevivéncia nfo foi estatisticamente significativo entre os grupos de expressio (p =
0,316). Os dados da tabela de risco apresentada na imagem mostram a probabilidade do evento (morte) ao longo
do tempo na amostra estudada com informagdes sobre o nimero de individuos em risco de experimentar o

evento em cada intervalo de tempo.

A expressao de WRAP53 esta correlacionada com hTERT

Uma anadlise de correlagdo de Pearson revelou uma relacdo positiva moderada entre

os niveis de expressdo de WRAPS53 e hTERT, com um coeficiente de correlacdo de r = 0,475 e

um valor de p < 0,0001, indicando uma associagcdo positiva estatisticamente significativa

(Figura 13).



Figura 13. Correlagdo entre a expressao dos genes WRAP53 e hTERT em pacientes com LMA.

10=-
B~
~= ' . "
5]
T pesiniaesaegieian “ < .... 'S
20t e s,
1 ". ...
2 54 , o
= e® ©® s o

-10 | | T

-8 -6 -4 -2

Log2 FC de WRAPS3

Legenda: Correlacdo entre a expressdo do gene WRAP53 e hTERT em pacientes com LMA. O grifico de
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dispersdo mostra a relacgéo entre o log2 FC de WRAP53 e hTERT. Cada ponto representa um dado de expresséo.

A andlise sugere uma correlacio positiva entre a expressdo de WRAP53 e hTERT r = 0,475 p<0,0001.

Dentre as varidveis analisadas, 0 WRAP53 ndo apresentou correlagdo com varidveis,

sendo os valores mais negativos em relacdo a hemoglobina (-0,228). As demais varidveis aqui

analisadas apresentaram correlagdes fracas entre si, apresentando interagdes limitadas ou

independentes na amostra analisada (Figura 14).
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Figura 14. Analise de correlagdo entre niveis de WRAPS53, parametros clinicos e laboratoriais em pacientes com
leucemias agudas.
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Legenda: A intensidade da cor reflete a magnitude da correlagdo e as associacdes entre as varidveis WRAPS3,
idade, hemoglobina, WBC (contagem de glébulos brancos), blastos do sangue periférico (SP), blastos da medula
ossea (MO) e contagem de plaquetas. Os valores variam de -1 (correlagdo negativa) a 1 (correlacdo positiva),
com 0 indicando nenhuma associacdo entre as varidveis. As variacdes observadas tém correlacdes que variam de
fracas a moderadas.

A hTERT apresentou correlagdes muito fracas com todas as varidveis, indicando
que esta varidvel € praticamente independente das demais analisadas. Outras varidveis também
apresentaram correlagdes fracas entre si, como leucdcitos e blastos no sangue periférico (SP)
(0,152) e medula 6ssea (MO) e blasto em SP (0,318), indicando uma relagdo moderada entre
estas ultimas. Por outro lado, foi possivel observar uma correlagdo positiva entre hemoglobina
e plaquetas (0,349), revelando uma associagdo moderada. A hemoglobina também se

correlacionou negativamente com leucdcitos (-0,259) e Blastos SP (-0,290) (Figura 15)
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Figura 15. Analise de correlagdo entre niveis de A”TERT, parametros clinicos e laboratoriais em pacientes com
leucemias agudas.
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Legenda: A intensidade da cor reflete a magnitude da correlacdo e as associa¢des entre as varidveis hTERT, idade,
hemoglobina, WBC (contagem de glébulos brancos), blastos do sangue periférico (SP), blastos da medula éssea
(MO) e contagem de plaquetas. Os valores variam de -1 (correlagdo negativa) a 1 (correlacio positiva), com 0
indicando nenhuma associagio entre as varidveis. h"TERT mostrou correlagdes fracas com as outras varidveis,
enquanto as correlacdes mais notdveis incluem a relacio entre hemoglobina e plaquetas (0,349) e entre Blast MO
e Blast SP (0,318).
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6. DISCUSSAO

A LMA ¢ a leucemia aguda mais comum em adultos, caracterizada por alta
heterogeneidade genética tanto no diagndstico quanto na progressao da doenga. Apesar dos
avangos, o tratamento ainda consiste em regimes quimioterdpicos complexos combinados com
transplante de medula dssea para pacientes elegiveis. A identificacdo de novos biomarcadores
¢ essencial porque, além de contribuir para uma melhor compreensdo da base molecular da
doenca, pode auxiliar no diagndstico, progndstico € monitoramento da LMA (SHORT;
RYTTING; CORTES, 2018). Estudos recentes indicam que altera¢des estruturais ou mudancgas
nos niveis de expressdo dos transcritos WRAP53 podem estar associadas a instabilidade
gendmica e ao comprometimento do reparo do DNA, mecanismos que podem contribuir para a
progressao da doenga (GADELHA et al., 2022).

A incidéncia de LMA no estudo apresentou uma leve predominincia em homens, e
sendo mais prevalente entre individuos com 55 anos ou mais. As caracteristicas clinicas, como
valores de hemoglobina, contagem de leucdcitos, presenca de blastos em sangue periférico e
contagem de plaquetas revelaram em nossos pacientes a presenca de anemia, plaquetopenia e
leucocitose com a presenga de células blasticas circulantes. Esses achados sdo semelhantes ao
que € relatado na literatura para pacientes com LMA (SHALLIS et al., 2019; SILVA-JUNIOR
et al., 2019; TAZI et al., 2022; CHIEN et al., 2023; PAPAEMMANUIL et al., 2016).

Em nosso estudo, as anomalias genéticas recorrentes na LMA, como PML::RARA
t(15;17), RUNXI::RUNXITI t(8;21) e CBFB::MYH11 t(16;16), foram identificadas em 10%,
8% e 1,7% dos casos, respectivamente, além disso, o gene quimérico BCR::ABLI foi detectado
em 30% dos pacientes, a identificacdo da presenca de caridtipos sem alteracdes se deu em 27%.
A frequéncia aqui observada para RUNXI::RUNXITI e CBFB::MYHI1 est4 abaixo do que é
geralmente descrito na literatura, onde essas anomalias costumam estar presentes em 15% e 7%
dos casos de LMA, para PML::RARA, a frequéncia estd dentro do esperado (5-20%), no entanto,
houve um aumento na deteccdo de BCR::ABLI, que normalmente ocorre em apenas 1% a 3%
dos casos de LMA, a frequéncia para LMA com citogenética normal é compreendida como o
maior subconjunto, representando cerca de 45%—60% de todos os casos (SOUPIR et al., 2007;
IACCARINO et al., 2019; QUESADA et al., 2021; QIN et al., 2022; PESSOA et al., 2024).

A expressdao do gene WRAP53 gera dois transcritos principais, cujos niveis de
expressao geralmente estdo aumentados no cancer, sendo: WRAP53a, um RNA antisense p53,
e a proteina WRAPS53p, que pode estar localizada tanto no nucleo quanto no citoplasma das

células normais e tumorais. WRAPS53[ tem sido alvo de estudos devido ao seu potencial uso
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como biomarcador, tanto de resisténcia a radioterapia quanto como preditor de mau progndstico
em vdrios tipos de cancer, como colorretal (ZHANG et al., 2012), ovério (HEDSTROM et al.,
2015), mama (SILWAL-PANDIT et al., 2015), cabeca e pescoco (RAO et al., 2014), e
carcinomas de pulmdo (SUN, Y et al., 2016). Além disso, a disceratose congénita, doenga
caracterizada pelo encurtamento rdpido e progressivo dos telomeros com alta probabilidade de
desenvolver insuficiéncia da medula dssea e cancer, € devida a presenca de mutacdes no gene
WRAPS53 (SAVAGE et al., 2022). A agao de WRAPS53p ¢ independente da regulagdo de p53
mediada por WRAP53a (MAHMOUDI et al., 2009). Como ainda ndo existem investigacdes
sobre a atuacdo desse gene na LMA bem como doengas oncohematologicas de maneira geral,
o seu papel nesta doenca permanece incerto.

Por outro lado, para BERGSTRAND, OBRIEN e FARNEBO (2019), a alta
expressdo frequentemente observada de WRAPS53B no cancer estd relacionada ao seu
envolvimento na resposta ao dano do DNA (DDR) que surge devido a lesdes pré-cancerosas.
Os autores argumentam que em resposta ao estresse de replicacdo e a sinalizagao DDR, ocorre
a superexpressao de WRAPS53f, o que ajuda a recrutar fatores que atuam no reparo do DNA
para manter a integridade gendmica. No entanto, células que acumulam mutagdes que
prejudicam a DDR, como na expressdo reduzida de WRAPS53p, sdo capazes de escapar dos
mecanismos de controle celular, contribuindo assim para a instabilidade gendmica e progressao
do cancer. A principal razdo para esse argumento € que a maioria dos estudos que relatam a
superexpressao de WRAPS53f ndo observou uma associa¢do com a sobrevivéncia.

Neste estudo, demonstramos que WRAP53 foi regulado negativamente na coorte de
pacientes com LMA em comparacdo ao grupo controle (p<0,0001). Estudos mostram que
baixos niveis de WRAPS53 estao associados a regulacio negativa de fatores envolvidos na DDR
devido a regulagdo negativa de WRAPS53p; além disso, WRAP53a também pode ser regulado
negativamente, o que por sua vez resultard na inativagdo de p53 no nivel de mRNA,
prejudicando assim a acdo de p53 apds danos ao DNA (FANEBO, 2009; MAHMOUDI et al
2009; BERGSTRAND et al 2022). No cancer de ovario, a regulacdo negativa de WRAPS53[3
estd associada ao aumento da mortalidade (HEDSTROM et al., 2015), enquanto no cancer retal
metastético e de cabeca e pescogo esta relacionado a resisténcia a radioterapia (ZHANG et al.,
2012; RAO et al., 2014; GARVIN et al., 2015; TIEFENBOCK-HANSSON et al., 2017). No
cancer de mama, baixos niveis nucleolares foram associados ao aumento da recorréncia, morte
e resisténcia a radioterapia (SILWAL-PANDIT et al., 2015; EGELBERG et al., 2023). Além
disso, € relatado que a alta presenga de WRAPS3 nuclear esta relacionada a um reparo de DNA

mais rdpido e eficaz devido ao rdpido recrutamento de fatores DDR (RASSOOLZADEH et al
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2016). A acao do WRAPS53 € independente e nao influencia na regulacdo do p53 mediada pelo
WRAPS53a (FANEBO 2009; MAHMOUDI et al. 2009). O DDR € essencial para células
leucémicas, mas essa funcdo € frequentemente anormal na LMA, o que pode contribuir para a
leucemogénese e resisténcia ao tratamento, resultando em um progndstico desfavoravel (PARK
etal., 2021; HUBNER et al., 2023).

Aqui avaliamos a expressdo do gene WRAP53 em uma combinacdo de fatores
clinicos, como parametros hematoldgicos, classificacio de risco, idade e sexo, onde dentre esses
fatores, apenas sexo e idade apresentaram significancia estatistica, especificamente no grupo
FC < -1, onde foi observado que o sexo feminino apresentou maior média de expressdo de
WRAP53 (p = 0,0322) em comparacao ao sexo masculino. A diferenca de expressdao também
foi encontrada naqueles pacientes com mais de 60 anos, onde esse grupo apresentou maior
média em relagdo ao grupo < 60 (p = 0,0496). Em estudos com tumores sdlidos, a expressao de
WRAP53 nao foi analisada de forma independente em correlacio com todos esses parametros
aqui analisados, sendo apenas pareada com idade ou sexo, onde ndo foram observadas
correlacdes com a expressao de WRAPS53 (SILWAL-PANDIT et al., 2015; SUN, Y 2016;
PENG et al., 2019). As caracteristicas clinicopatologicas analisadas na maioria dos estudos
foram o grau de diferenciacao tumoral, o tamanho do tumor, a presenc¢a de invasao ou metastase
linfonodal e os estdgios clinicos (I, II, III, IV ou V), todos os quais ndo sdo aplicdveis a nossa
coorte de pacientes com tumor nao sélido e ndo foram analisados neste trabalho (PENG et al.,
2019; ZHANG et al., 2012; SUN et al., 2016; MENG et al., 2020)

Em relacdo a anédlise da hTERT, neste estudo, a andlise da expressdo génica no
sangue periférico nao revelou diferenca na expressdo quando comparado aos pacientes do grupo
controle (p =0,2524). CALVELLO et al., 2017 ao analisar a expressao de h”TERT em pacientes
com LMA, relataram uma menor expressao total de h”TERT, o que foi atribuido a presenga da
variante transdominante —o+f da AhTERT, onde os pacientes com LMA apresentaram menor
porcentagem da isoforma ativa da hTERT (+a+p) quando comparados ao grupo controle.
Entretanto, outros estudos indicam que a presenca da isoforma ativa da telomerase nos pacientes
analisados foi maior que 20% (HARTMANN et al.,2005). A principal isoforma hTERT descrita
por KILIAN et al., 1997 ¢ denominada +o+f que produz o transcrito completo capaz de
produzir a enzima telomerase ativa. A dele¢do de a (-a), que estd presente no exon 6, atua como
um inibidor dominante da telomerase, a delecao de -f leva a degradacao do transcrito de mRNA
devido a presen¢a de um c6don de parada prematuro (cédon nonsense) e, finalmente, a delecio
de ambos leva a isoforma -a-f, que também resultara na degradagdo do mRNA devido a

presenca de cddons nonsense. A presenga de delegdes em o ou B geram produtos inativos para
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evitar a presenca de uma proteina truncada e ndo funcional (YI X et al., 2000; COLGIN et al.,
2000; LUDLOW et al.,, 2018; LUDLOW et al., 2019)

CAPRARO et al. 2011 relatam em seu estudo que a expressio de hTERT e a
atividade da telomerase seguem a ordem de B-ALL>T-ALL>AML, onde a leucemia
linfoblastica aguda (LLA) apresenta tanto uma atividade de telomerase mais alta quanto uma
expressao mais alta de A”TERT em comparagdo com a LMA. Além disso, o comprimento do
teldmero foi menor em LMA, LLA-T e LLA-B, respectivamente. Entretanto, entre os subtipos
que sdo relatados para LMA, os subtipos M0, M3 e M5 sao frequentemente mencionados como
aqueles com o teldmero mais curto e menor expressao/atividade da telomerase (GHAFFARI et
al., 2008; WANG et al.,, 2010 CAPRARO et al., 2011). Esses resultados mostram quio
complexo pode ser o sistema regulatério da h”TERT em varias formas de leucemia (YIK et
al.,2021)

A ativagdo de h'TERT é comumente encontrada em células hematopoiéticas, células
germinativas, células-tronco embriondrias e células cancerigenas devido ao seu alto poder
replicativo (HANAHAN 2022). Da mesma forma que muitas malignidades humanas, as
leucemias podem apresentar uma maior ativagdo da telomerase, acompanhada de uma
expressao elevada de hTERT. Sua desregulacao € identificada como uma alteragcdo comum na
leucemogénese, estando presente do diagndstico a remissao e sendo encontrada nos 4 principais
tipos de leucemia: LMA, LLA, leucemia mieloide cronica (LMC) e leucemia linfocitica cronica
(LLC), estando associada ao desenvolvimento e progressdo da doenca (XU et al., 1998; HUH
et al., 2005; DRUMMOND et al., 2005; CAMPBELL et al., 2006 RAMPAZZO et al 2013;
JEBARAJ et al.,, 2019). Entretanto, a prevaléncia da desregulacio da hTERT € altamente
varidvel e dependente da populagdo de cada estudo (YIK 2021)

A expressdo de h”TERT nao foi correlacionada com a contagem de leucdcitos, idade,
sexo, hemoglobina ou grupos de risco. Esses achados estdo de acordo com outros estudos que
ndo encontraram associacdo com esses parametros (SEOL et al., 1998; HUH et al., 2005;
CALVELLO et al., 2017, ABDELRAHMAN et al., 2019). No entanto, a superexpressao de
hTERT desempenha um papel importante na LMA, sendo frequentemente observada no
diagnéstico, recidiva e remissdo. Além disso, sua superexpressao estd ligada ao aumento da
atividade da telomerase, o que pode contribuir para a progressdo da doenga, uma vez que a
telomerase elevada tem sido associada a contagens elevadas de leucdcitos, envolvimento
extramedular e a presenca de um cariétipo complexo (XU et al., 1998; YIRONG et al., 2004;
HUH et al., 2005; HARTMANN et al., 2005; SWIGGERS et al., 2005; NOWAK et al., 2006 ;
ABDELRAHMAN et al., 2019). Na LLA, a alta atividade da telomerase e a expressdao de
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hTERT estdo associadas a progressao da doenca, resisténcia ao tratamento, menor sobrevida e
anormalidades citogenéticas, indicando seu potencial como biomarcador em pacientes adultos
e pediatricos (WANG et al., 2010; NOGUEIRA et al., 2021). Enquanto na LL.C, a alta expressao
e atividade da telomerase foram capazes de identificar pacientes com diferentes desfechos e
foram associadas a presenca de teldmeros curtos (RAMPAZZO et al., 2011; JEBARAJ et al.,
2019). Na LMC a alta atividade € relacionada a presenca de alteracdes citogenéticas
(OHYASHIKI et al. 1997).

A andlise de sobrevida global conduzida aqui ndo revelou diferenca significativa
entre os grupos WRAP53 e hTERT Log-Rank: p=0,150; e p=0,316 respectivamente. Isso é
contrario ao que € relatado em estudos sobre tumores sélidos, onde altos niveis de expressdao
relacionados a presenca citoplasmatica de WRAPS3p ou sua baixa presenca nuclear sdo
correlacionados a baixas taxas de sobrevida global (HEDSTROM et al., 2015 SILWAL-
PANDIT etal., 2015; GARVIN et al., 2015; EGELBERG et al., 2023). O mesmo foi encontrado
para hTERT, onde os niveis de expressdo ou atividade da telomerase foram mostrados como
fatores progndsticos independentes para sobrevivéncia em adultos com leucemia aguda ou
pediatrica (WANG et al., 2010; NOGUEIRA et al., 2021)

A andlise de correlagdo de Pearson entre os genes WRAP53 e hTERT revelou um
coeficiente de correlagdo positivo e moderado r = 0,4374 (p < 0,0001). WRAPS53 foi
previamente correlacionado com o aumento do comprimento do teldmero ou atividade da
telomerase, mas ndo foi relatado se a atividade da telomerase estava relacionada ao progndstico
(QIU et al., 2015; WANG et al., 2017; SUN, H et al., 2018). Por outro lado, a expressao de
hTERT esta correlacionada com a atividade da telomerase e a manutencdo do teldmero
(CAPRARO et al., 2011; WARNY et al., 2019). Essa correlacdo € relevante, pois alta atividade
da telomerase e alta expressio de ATERT foram observadas em pacientes com LMA
(SWIGGERS et al., 2005; XU et al., 2010; DRATWA et al., 2021). Além disso, a instabilidade
cromossOomica devido ao encurtamento progressivo do teldmero foi associada a atividade
extremamente baixa da telomerase na LMA e impacta a resposta ao tratamento e a
sobrevivéncia (CAPRARO et al., 2021).

E importante que estudos futuros explorem os mecanismos moleculares que
regulam a interacdo do WRAP53 com a telomerase e outros componentes de reparo de DNA na
LMA. Além disso, investigar a localizagdo subcelular da proteina WRAPS53f ¢ essencial, pois
pode fornecer insights valiosos sobre sua atividade no nticleo celular ou citoplasma de pacientes
com LMA. Analisar esses aspectos nos permitird entender melhor os mecanismos pelos quais

0 WRAP53 pode contribuir para o desenvolvimento e progressao da LMA.
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CONCLUSAO

Os resultados apresentados demonstram uma regulacdo negativa de WRAPS53 na
amostra de pacientes estudados, indicando que este gene pode estar envolvido em outros
mecanismos relacionados a LMA, além de sua correlagdo com hTERT identificada neste estudo.
A baixa expressdo relatada de WRAP53 pode influenciar negativamente mecanismos cruciais
que mantém a estabilidade gendmica, como a resposta a danos no DNA (DDR), o que pode
impactar tanto na progressao quanto na eficicia do tratamento na LMA devido ao actimulo de
mutagdes, que conferem vantagens de sobrevivéncia as células leucémicas. Tais investigagoes
adicionais podem esclarecer o papel de WRAPS53 no contexto da LMA e seu impacto clinico,
sugerindo seu potencial como um biomarcador molecular promissor para estabilidade gendmica
na LMA. Além disso, neste estudo, a expressdo de h"TERT nao pdde ser correlacionada com as

caracteristicas clinicas analisadas.
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BENEFICIOS OFERECIDOS AO PARTICIPANTE

A participagdo no estudo € voluntdria, ndo existindo nenhuma remuneracdo para os
participantes. Seu seguimento ambulatorial e seu tratamento serd conduzido da mesma
forma independente da participagdo nessa pesquisa. Os beneficios oferecidos por esta
pesquisa incluem a determina¢@o do perfil das Leucemias Agudas em adultos (cancer no
sangue) no Ceard. Esses resultados contribuirdo para o desenvolvimento de métodos
diagnoésticos (métodos capazes de identificar sua doenca), terapias farmacoldgicas
(tratamento com novos medicamentos) e para o entendimento dos pacientes acometidos
com Leucemia Linfoide Aguda (LLA) (cincer no sangue) e Leucemia Mieloide Aguda
(LMA) (cancer no sangue). Suas didvidas quanto a sua doenca e a pesquisa serdo
respondidas a qualquer momento pela equipe responsavel.

CONTATOS E PERGUNTAS

Caso surja algum imprevisto ou davidas, vocé deverd entrar em contato direto com o
pesquisador responsdvel pelo estudo: Dr. Manoel Odorico de Moraes Filho (85-
999893459), Médico, no Nucleo de Pesquisa e Desenvolvimento de Medicamentos
(Laboratério de Farmacogenética), localizado na Rua Coronel Nunes de Melo, 1000 -

Rodolfo Tedfilo ou pelo telefone 3366-8255.

ATENCAO: Se vocé tiver alguma consideragio ou divida sobre a sua participacdo na
pesquisa, entre em contato com o Comité de Etica em Pesquisa da UFC — Rua Coronel
Nunes de Melo, 1000 - Rodolfo Tedéfilo, fone: 3366-8344. (Horario: 08:00-12:00 horas).
Somente assine este termo se voce tiver a certeza de que recebeu todos os esclarecimentos
e informagdes para decidir conscientemente sobre a sua participacdo neste estudo.

ASSINATURAS

Autorizo o acesso dos membros da equipe de pesquisadores as minhas informacdes de
saude, nas condigdes estabelecidas e descritas nos itens acima. Nao renunciel a qualquer
direito legal que eu venha a ter ao participar deste estudo. Eu, por fim, declaro que li
cuidadosamente todo este documento, denominado Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido e que, apds a assinatura, tive oportunidade de fazer perguntas sobre o conteido
do mesmo e também sobre o referido estudo, recebendo explicacdes que responderam por
completo as minhas ddvidas e reafirmando estar livre e espontaneamente decidido a
participar do estudo, ficando munido de uma via do documento assinado pelo pesquisador
responsavel.

Assinatura do voluntario
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Nome de quem esta obtendo o TCLE

Assinatura

Nome Testemunha (quando aplicavel)

Assinatura

TELEFONES PARA CONTATO

Prof. Dr. Manoel Odorico de Moraes
(Investigador Principal)

(85) 3366.8201 / 85-999893459




ANEXO 4 - QUESTIONARIO CLIiNICO PARA PACIENTES PORTADORES DE

LEUCEMIAS

Nome:

Data de nascimento

Nome da mae:

Nome do pai:

Maturalidade:

Procedéncia:

Ocupacio (ou ocupagao anterior, se
aposentado):

Manipulagdo ou exposicdo a
corantes, derivados de petrdleo,
agentes quimicos em  geral/
agrotoxicos. (sim ou nao; se SIM,
QUAIS?)

SINAIS E/OU SINTOMAS

Sim

NAO | IGNORADO

Dor de cabeca

Alteracgio visual (reducdo de campo visual)

Galactorreia (secrecdo de leite nas mamas)

Alta de menstruacao por periodo prolongado

Reducao na libido

Infertilidade

Diamreia cronica

Desmaio

Pedra nos rins

Aumento de extremidades

Aumento do volume da urina

Diminuicdo de pelos no corpo

Tumor na pele (lesbes cutdneas)

Historia anterior de DATA

TIPO DE TUMOR

LOCAL DO CORPO

retirada de tumaor

83
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ANEXO 5 - CARACTERISTICAS CLINICAS E LABORATORIAIS DE PACIENTES COM

LMA.
Caso Género Idade Cariotipo BCl;f;(])S L1 WHO Prognostico
46,XY, del(6)(q23q24), del(11)(q22q23), ~
1 M 34 del(13)(q12q14) [20] Nio LMA Adverso
2 M 50 46, XY [20] Sim LMA Adverso
3 M 72 SEM METAFASE Nio LMA N.C
4 F 57 46, XX [20] Nio LMA Intermediario
46, XX, del(5)(q13q33)[4]/ 45,idem, ~
> Fo 76 4er(6) 1(3:6)(q21:p22)[8 1/ 46, XX [8] Nao LMA Adverso
6 F 36 SEM METAFASE Nio LMA N.C
7 M 34 46, XY [20] Nao LMA Intermediario
7 F 34 46,XX, t(11;18)(q25;q12) [20] Nao LMA Intermediario
46,XY, add(6)(q25), del(14)(q24)[71/ ~
8 M 20 46.XY [15] Nio LMA Adverso
45,XY,del(6)(q22),-
9 M 25  7,add(9)(q12),del(12)(p11.2),del(17)(p13), Nio LMA Adverso
del(20)(q12),add(21)(p13)[171/46,XY [3]
10 M 59 46, XY [20] Nao LMA Intermediario
12 F 67 46, XX [20] Sim LMA Adverso
13 F 35 46, XX [20] Nio LMA Intermediario
14 M 47 46, XY [20] Nio LMA Intermediario
15 M 54 46,XY, inv(3)(q21g25) [20] Sim LMA Adverso
16 F 48 46, XX Nio LMA Intermediario
17 M 65 SEM METAFASE Nio LMA N.C
18 F 56 SEM METAFASE Nio LMA N.C
19 F 96 SEM METAFASE Nio LMA N.C
20 M 67 46, XY [3] Nio LMA Intermediario
48,XY, +10, +13, t(15;17)(q24;q21.3) [4]/ -
21 M 34 49 XY, +21 [16] Nio LMA Adverso
22 M 76 46, XY [20] Sim LMA Adverso
23 M 22 SEM METAFASE Sim LMA Adverso
o4 M 24 46,XY, t(9;22)(q34[;?11]1.2) [91/ 45,XY, -Y Sim LMA Adverso
46,XY, t(7;22)(p15;q13), add(9)(q34) [5)/ - .
25 M 60 46.XY [15] Nao LMA Intermediario
26 F 53 46,XX Nao LMA Intermediario
27 F 55 46,XX,1(8;21)(q21.3;922.1)[20] Sim LMA Adverso
28 M 72 47,XY, +3 [2]/ 46,XY [18] Nio LMA Intermediario
29 M 37 46,XY, t(9;22)(q34;q11.2) [7] Sim LMA Adverso
30 M 68 46,XY, t(15; 17)(q2é;](121 3) [191//46,XY Nio LMA Intermediario
31 M 53 46,XY [20] Nio LMA Intermediario
32 M 25 46, XY, t(15;17)(q24;q921.3) [20] Nio LMA Intermediario
33 M 51 46,XY [20] Nio LMA Intermediario
34 M 57 SEM METAFASE Nio LMA N.C
35 F 32 46, XX, t(2;11)(q31;p15) [20] Sim LMA Adverso
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55
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41
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54

33
79
41
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46,XX, del (16)(q22) [16]/ 46,XX [4]
46, XY [20]
SEM METAFASE
46, XY [20]
46,XY, t(8;21)(q22;922), -9, +mar[19]
\46,XY [1]
SEM METAFASE
SEM METAFASE
46, XX [20]

46,XX, t(8;21)(q22;q22) [20]
46,XX,t(11;12)(p15;q13)[15]
SEM METAFASE
46, XY, t(9;22)(q34:q11.2)[20]
46,XX, t(8;21)(q22:q22) [20]

46, XY, t(8;21)(q22;922),
t(12;15)(q13;q11.2) [15)/ 46,XY [5]
46,XY [13]

46, XY, t(15;17)(q24:q21.3)[16]/ 46,XY
[4]

46,XX [20]

46, XY, t (11;19)(q23:p13.1)[17)/ 47, XY,
t(11;19)(q23;p13.1), +4 [3]
46,XX [20]

45, X, -Y, t(8;21)(q22;q22)[13]/ 45,XY,
1(8;21)(q22;q22), -20[51/ 46,XY [2]
46, XY, t(15;17)(q24:q21.3) [20]

47, XY, add(4)(p16),
der(6)inv(6)(p12;q12), add(6)(q13),
del(11)(q24), +21 [111/ 46, XY [9]
46,XY [20]

46, XY, t(15;17)(q24:q21.3) [18]/ 46, XY
[2]

SEM METAFASE
SEM METAFASE

46,XX, del (5)(q13;q33), del(11)(q23) [3V/
46,XX [17]

46,XX [20]
SEM METAFASE

SEM METAFASE
46, XY, inv (16)(p13.1;q22) [15]/ 46, XY
[5]
SEM METAFASE

46,XX
47, XX,+13[19]/46,XX [1]
46,XY,inv(4)(q12q21)[131/46,XY [7]
SEM METAFASE
47 XX +8[6]/46,XX [14]
46,XY [20]

60~63,XXX,-1,-2,-3,-7,-9,-
10,+13,+14,+19,+20,-

Nao
Nao
Nao
Nao
Nao
Nao
Sim
Sim
Nao
Sim
Sim
Sim
Nao
Nao
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Nao
Nao
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Nao
Nao
Sim
Sim
Sim
Nao
Sim
Sim
Niao
Nao
Nao

Sim

LMA
LMA
LMA
LMA

LMA

LMA
LMA
LMA
LMA
LMA
LMA
LMA
LMA

LMA
LMA
LMA
LMA
LMA
LMA
LMA
LMA

LMA

LMA
LMA

LMA
LMA

LMA

LMA
LMA
LMA

LMA

LMA
LMA
LMA
LMA
LMA
LMA
LMA

LMA
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Intermediario
Intermediario
N.C

Intermediario
Adverso

N.C
Adverso
Adverso

Favoravel
Adverso
Adverso
Adverso

Favoravel
Favoravel
Adverso
Adverso
Adverso
Adverso
Adverso
Adverso

Favoravel

Adverso

Adverso
Adverso

Adverso

Adverso
Adverso

Intermediario
N.C

Adverso
Adverso

Adverso
Intermediario
Adverso
Adverso
N.C
Intermediario

Intermediario

Adverso
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28
54
87
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56
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51

63
28
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77
91
53
36
85
45

20

23
76
57
45
74
43
49
49
56
64
64
33
50
63
20

22,+1~2mar[cp7]/46,XX [4]
46,XX,t(15;17)(q24.3;q21)[51/46,XX [13]
SEM METAFASE
46,XX,add(12)(p13)[4]1/46,XX [10]
46,XY [20]

46,XX [20]

46,XX [20]
46,XY [20]
45X -X,t(8;21)(q22:q22)[181/46,XX [2]
47, XY ,+8[81/46,XY [12]
46,XX,t(15;17)(q24:q21.3)[91/46,XX,der(
15)t(15;17)(q24:q21.3),der(17)t(15;17)i(1
7)(q10)[21/46,XX [9]
45,XY,-7,add(12)(p13) [5]

SEM METAFASE
46, XX [6]
46,XY,t(15;17)(q24:q21.3)[20]
46,XY[20]
46,XY [11]

46,XX [12]

Nio METAFASE
46,X,del(X)(q22) [20]

47, XX, +8[6]/46,XX [14]
46,XY,inv(3)(p25q23),t(15;17)(q24:q21.3
)[41/46,XY [16]
46,XY,t(15;17)(q24:q21.3)[191/46,XY [1]
SEM METAFASE
SEM METAFASE
45X .Y ,t(8:21)(q22;q22)[71/46,XY [13]
46,XX,1(8;21)(q22:q22)[81/46,XX [12]
47, XX, t(1;3)(p36.3;q21),T(9;22),+19 [20]
46,XY.,inv(?16)[15]/ 46, XY [5]

Nio METAFASE
Nio METAFASE
46,XX[20]

SEM METAFASE
SEM METAFASE
SEM METAFASE
SEM METAFASE
SEM METAFASE

Nao

Sim
Nao
Nao
Sim
Nao
Nao
Nao
Nao
Sim
Nao
Nao
Nao
Nao
Nao
Nao
Nao
Sim
Nao
Sim
Sim
Nao
Sim
Sim
Nao
Nao
Nao

LMA
LMA
LMA
LMA
LMA
LMA
LMA
LMA
LMA

LMA

LMA
LMA
LMA
LMA
LMA
LMA
LMA
LMA
LMA
LMA

LMA

LMA
LMA
LMA
LMA
LMA
LMA
LMA
LMA
LMA
LMA
LMA
LMA
LMA
LMA
LMA
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Favoravel
N.C
Intermediario
Adverso
Intermediario
Intermediario
Adverso
Intermediario

Intermediario

Adverso

Adverso
N.C
Intermediario
Adverso
Intermediario
Intermediario
Intermediario
N.C
Adverso

Intermediario
Intermediario

Favoravel
N.C
N.C

Favoravel

Favoravel

Adverso

Favoravel
N.C
N.C

Intermediario
Adverso
Adverso

N.C
N.C
N.C




