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RESUMO

A leucemia mieloide cronica (LMC) origina-se a partir de um distirbio clonal onde ocorre
expansdo maci¢ca das células neoplésicas da linhagem mieloide. A alteragdo genética
caracteristica da LMC ¢ o cromossomo Philadélphia (Ph), que resulta de uma translocacao
reciproca entre os bracos longos dos cromossomos 9 e 22, gerando uma oncoproteina BCR-
ABL com atividade tirosina quinase ativada constitutivamente. O tratamento de escolha para
pacientes na fase cronica da doenga s3o os inibidores de tirosino-quinase. O reparo de lesdo do
DNA ¢ indispensavel para garantir a integridade do genoma. Sabe-se que os danos de fita dupla
(DFD) sao mais lesivos ao DNA, podendo desencadear um quadro de instabilidade gendmica
e predisposi¢dao ao cancer. Nos mamiferos, a principal via de reparo de DFDs ¢ a jungao de
extremidades ndo homologa (JENH). Nesse contexto, nos propomos a avaliar a expressao de
genes relacionados ao reparo de DFD no DNA (ATM. XRCC5, XRCC6 e LIG4) dos pacientes
com LMC, através da via de JENH, e a influéncia do uso cronico dos ITK sobre a expressao
desses genes. Trata-se de um estudo transversal com 91 pacientes com diagnodstico clinico e
molecular de LMC, sendo 59 (64,8 %) em uso de ITK de primeira geragdo (LMC Gl), 26
(28,6 %) em uso dos inibidores de segunda geracao (LMC G2) e 6 (6,6 %) ao diagnostico/sem
tratamento (LMC D). O grupo controle (GC) de individuos saudaveis foi composto por 20
doadores de sangue. A andlise de expressdo génica foi realizada por reacdo em cadeira da
polimerase em tempo real. Andlise estatistica foi realizada através do Programa GraphPad
Prism 6.0, os testes realizados foram determinados de acordo com a normalidade dos dados. O
nivel de significancia utilizado foi de 5% (a < 0,05). As comparacdes da expressdo de genes
relacionados ao reparo do DNA em pacientes com LMC e GC apresentaram valores
estatisticamente mais elevados dos genes XRCC5 e XRCC6 no grupo de pacientes com LMC.
As comparacgdes dos genes ATM e LIG4 (LMC versus GC) ndo apresentaram diferencas
estatisticas. Ao estratificar os pacientes em trés grupos (LMC D, LMC G1 e LMC G2), foi
verificado que o grupo de pacientes com LMC ao diagnostico/sem tratamento (LMC D)
apresentou niveis de expressdo do gene A7M mais elevados em comparagdo com os demais
grupos. Foi verificada diferenga estatistica nas seguintes comparagdes: LMC D versus LMC
GC, LMC D versus LMC G1 e LMC D versus LMC G2. Ao analisarmos a expressao dos genes
XRCCS5 e XRCC6 nos grupos do presente estudo, os resultados encontrados foram semelhantes
para ambos os genes. No caso do gene XRCCS5, houve um aumento estatisticamente significante
nos niveis de expressao em pacientes dos grupos LMC G1 e LMC G2 em relagdo aos pacientes
ao diagndstico/sem tratamento (LMC D) e GC. Os resultados para o XRCC6 diferem apenas
na comparagdao: LMC G2 versus GC e LMC G2 versus LMC D, que nao houve diferenca
estatistica, mesmo os niveis de expressdo do gene XRCC6 apresentando-se bem elevados em
relacdo aos grupos LMC D e GC. Nao foi verificada diferenca estatistica na comparagdo da
expressdao do gene LIG4 nos grupos do presente estudo. Na comparagdo quanto ao nivel de
resposta molecular (RM) em pacientes com LMC em uso de imatinibe, foi verificada uma
expressdao aumentada dos genes XRCCS5 e XRCC6 no grupo COM RM em relagdo aos grupos
SEM RM e GC. As comparagdes da expressao dos genes ATM, XRCC5, XRCC6 e LIG4 com
os riscos dos escores Sokal, Hasford, Eutos e ELTS ndo apresentaram diferencas estatisticas.
Esses achados sugerem que ATM estd aumentado nos estagios iniciais da doenga, XRCC5 e
XRCC6 sdo marcadores desfavoraveis de prognostico e que LI/G4 ndo exerce um papel como
potencial marcador de prognostico em pacientes com LMC. Ademais, o imatinibe
provavelmente aumenta a expressao dos genes XRCC5 e XRCC6 nos pacientes com LMC, mas
parece ndo exercer influéncia sobre a expressao dos genes ATM e LIG4.

Palavras-chave: Leucemia Mieloide Cronica; Reparo de DNA; Juncdao de Extremidades de
DNA nao Homoélogo.



ABSTRACT

Chronic myeloid leukemia (CML) originates from a clonal disorder where massive expansion
of neoplastic cells of the myeloid lineage occurs. The characteristic genetic alteration of CML
is the Philadelphia chromosome (Ph), which results from a reciprocal translocation between the
long arms of chromosomes 9 and 22, generating a BCR-ABL oncoprotein with constitutively
activated tyrosine kinase activity. The treatment of choice for patients in the chronic phase of
the disease are tyrosine kinase inhibitors. DNA damage repair is essential to ensure genome
integrity. It is known that double-stranded damage (DSB) is more damaging to DNA, and may
trigger genomic instability and predisposition to cancer. In mammals, the major repair pathway
for DSBs is non-homologous end joining (NHEJ). In this context, we propose to evaluate the
expression of genes related to DSB repair in the DNA (ATM. XRCC5, XRCC6 and LIG4) of
patients with CML, through the NHEJ pathway, and the influence of the chronic use of TKIs
on the expression of these genes. This is a cross-sectional study with 91 patients with a clinical
and molecular diagnosis of CML, 59 (64.8%) using first-generation ITK (G1 CML), 26 (28.6%)
using second generation (G2 CML) and 6 (6.6%) at diagnosis/without treatment (D CML). The
control group (CQG) of healthy individuals was composed of 20 blood donors. Gene expression
analysis was performed by real-time polymerase chain reaction. Statistical analysis was
performed using the GraphPad Prism 6.0 program, the tests performed were determined
according to the normality of the data. The significance level used was 5% (a < 0.05).
Comparisons of gene expression related to DNA repair in patients with CML and CG showed
statistically higher values of genes XRCC5 and XRCC6 in the group of patients with CML.
Comparisons of ATM and LIG4 genes (CML versus CG) showed no statistical differences. By
stratifying the patients into three groups (D CML, G1 CML and G2 CML), it was found that
the group of patients with CML at diagnosis/without treatment (D CML) had higher levels of
ATM gene expression compared to the others groups. Statistical differences were verified in the
following comparisons: D CML versus CG CML, D CML versus G1 CML and D CML versus
G2 CML. When analyzing the expression of the XRCC5 and XRCC6 genes in the groups of
the present study, the results found were similar for both genes. In the case of the XRCCS5 gene,
there was a statistically significant increase in expression levels in patients from the G1 CML
and G2 CML groups in relation to patients at diagnosis/without treatment (D CML D) and CG.
The results for XRCC6 differ only in the comparison: G2 CML versus CG and G2 CML versus
D CML, where there was no statistical difference, even the expression levels of the XRCC6
gene being very high in relation to the D CML and CG groups. There was no statistical
difference when comparing the expression of the LIG4 gene in the groups of the present study.
Comparing the level of molecular response (MR) in patients with CML using imatinib, an
increased expression of the XRCC5 and XRCC6 genes was observed in the group WITH MR
compared to the groups WITHOUT MR and CG. Comparisons of the expression of the ATM,
XRCCS5, XRCC6 and LIG4 genes with the risks of the Sokal, Hasford, Eutos and ELTS scores
did not show statistical differences. These findings suggest that ATM is increased in the early
stages of the disease, XRCC5 and XRCC6 are unfavorable prognostic markers, and that LIG4
does not play a role as a potential prognostic marker in patients with CML. Furthermore,
imatinib probably increases the expression of the XRCC5 and XRCC6 genes in patients with
CML, but does not seem to influence the expression of the ATM and LIG4 genes.

Keywords: Chronic Myeloid Leukemia; DNA repair; Non-Homologous DNA End Junction.
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1 INTRODUCAO

1.1 Consideracoes gerais

A leucemia ¢ uma doenga maligna dos globulos brancos (leucécitos), geralmente,
de origem desconhecida e tem como principal caracteristica o acimulo de células jovens
anormais na medula dssea, que substituem as células sanguineas normais. A medula ¢ o local
de formagdo das células sanguineas e ocupa a cavidade dos ossos. Nela sdo encontradas as
células que dao origem aos gldébulos brancos, aos glébulos vermelhos (hemacias ou eritrocitos)
e as plaquetas (KAUSHAL et al., 2001).

A leucemia mieloide cronica (LMC) origina-se a partir de um distarbio clonal onde
ocorre expansdo maciga das células da linhagem mieloide. A doencga progride através de fases
distintas: cronica, acelerada e blastica, onde o clone leucémico vai perdendo progressivamente
a capacidade de diferenciagdo. A alteracdo genética caracteristica da LMC ¢ o cromossomo
Philadélphia (Ph) que resulta de uma translocacdo reciproca entre os bracos longos dos
cromossomos 9 e 22, gerando uma oncoproteina BCR-ABL com atividade tirosina quinase
ativada constitutivamente presente em praticamente todas as células dos pacientes com LMC
(DRUKER et al., 2001).

A referida translocacdo produz dois novos genes, 0 ABL-BCR no cromossomo 9q+
e BCR-ABL no cromossomo 22q-, sendo este ultimo o cromossomo Ph (BARBOZA et al.,
2000). O ponto de quebra para o gene ABL, ocorre geralmente entre os éxons al e a2 e para o
gene BCR, essa quebra pode ocorrer em trés regides, a regido menor (m-bcr), a regido maior
(M-bcr) ou ainda na regido micro (pi-bcr), no entanto, para os casos classicos de LMC, essa
quebra ocorre na regido M-bcr, que engloba os €xons 12 a 16 (b1 a bs) (MELO; DEININGER,
2004; ZAGO; FALCAO; PASQUINI, 2013). Os RNAm transcritos a partir do gene de fusio
BCR-ABL geralmente contém uma das duas jungoes, el13a2 (b2az) e el4a2 (bsay), e codificam a
proteina p210B“R-ABL (GOLDMAN; MELO, 2003).

A LMC ¢ uma doenga de curso trifasico, iniciada pela expressao do produto do gene
de fusdo BCR-ABL, em células tronco hematopoiéticas (CTHs). As CTHs podem diferenciar-
se em c¢lulas progenitoras mieloides (CPM), que entdo se diferenciam em células progenitoras
de granuldcitos/macrofagos (CPGM) e células progenitoras de megacariocitos e eritrocitos
(CPME). As CTHs também podem se diferenciar em células progenitoras linfoides (CPLs), que

sdo os progenitores de linfocitos tais como células T (LT) e células B (LB). O inicio da fase
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cronica da LMC (LMC-FC) caracteriza-se por uma enorme expansdo de células da série
granulocitica (TAKAHASHI et al., 1998).

A aquisicdo de mutacdes genéticas adicionais, além expressao do BCR-ABL,
provoca a progressio da LMC-FC para a fase blastica (LMC-FB), caracterizada por um
acumulo de células blésticas mieloides (em cerca de dois tercos dos pacientes) ou células
blasticas linfoides (em um ter¢o dos pacientes). Embora a CTH da LMC seja pluripotente, a
producao de LB a partir do clone neoplasico ocorre apenas em niveis baixos € 0s precursores
de LT raramente podem ser detectados. Isto indica que a linfopoiese, em particular o
desenvolvimento de LT, é comprometido pela expressio do BCR-ABL (FIGURA 1)
(TAKAHASHI et al., 1998).

Figura 1 — O desenvolvimento da LMC na fase cronica e a evolucdo para a fase blastica, apos

o surgimento de mutagdes genéticas adicionais.
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Nota: CTH: célula tronco hematopoética; CPM: célula progenitora mieloide; CPGM: célula progenitora de
granuldcito/macrofago; CPME: célula progenitora de megacaridcito e eritrocito; M: monodcito; He: hemacia;
MEG: megacariocito; CPL: célula progenitora linfoide; LT: célula T; LB: célula B; LMC-FC: fase crdnica da
LMC; LMC-FB: fase blastica da LMC. Fonte: TAKAHASHI et al., 1998, modificado.

O prognostico dos pacientes pode variar de acordo com as fases evolutiva da
doenca. Na fase crdnica, ha indices que visam individualizar grupos de risco baixo, médio, e
alto. Os indices mais utilizados sdo o escore proposto por Sokal et al. em pacientes que usavam

Hidroxiureia ou Bussulfan, e o proposto por Hasford ef al. em pacientes que usavam interferon-

a (BACCARANI et al., 2013).


about:blank
about:blank
about:blank
about:blank
about:blank
about:blank
about:blank
about:blank
about:blank

21

O escore Eutos (European Treatment and Outcome Study, 2011) foi proposto em
pacientes em uso de inibidores de tirosino-quinase (ITK). Esses indices levam em conta
caracteristicas como idade, grau de esplenomegalia, porcentagem de blastos, basofilos,
eosinéfilos e o nimero de plaquetas. Essas informacdes identificam subgrupos de pacientes em
fase cronica da LMC com diferentes niveis de resposta as diversas estratégias terapéuticas, €
podem ser de utilidade para a escolha da melhor opgao de tratamento. Atualmente, a avaliagdo
de risco do paciente ao diagnostico deve ser avaliada com o novo Eutos de sobrevivéncia a
longo prazo (ELTS). Util para pacientes em uso de ITK, o ELTS utiliza os mesmos dados
hematologicos simples, tamanho do bago e idade, assim como o score Sokal, no entanto tem
menos impacto em pacientes tratados com ITK (ELTS) do que em pacientes tratados com
quimioterapia convencional (Sokal). O escore Sokal divide mais pacientes para os grupos
intermediarios e de alto risco do que o ELTS, especialmente entre os pacientes mais velhos
(BACCARANI et al., 2013; HASFORD et al., 2011).

Ha pouco mais de uma década atrds, a terapia medicamentosa para a LMC era
limitada a agentes inespecificos como busulfan, hidroxiuréia (HU) e interferon-alfa (IFN-a)). O
IFN-a levava a regressdo da doenga e sobrevivéncia melhorada, mas seu uso era dificultado
pela sua eficacia modesta e uma multiplicidade de eventos téxicos. O transplante alogénico de
células tronco hematopoéticas (alo-TCTH) € o tinico tratamento curativo, mas traz riscos de
morbi e mortalidade. Além disso, alo-TCTH ¢ uma opg¢do apenas para os pacientes com bom
estado fisico e clinico e que tenha um doador de células-tronco apropriado. A terapéutica da
LMC mudou drasticamente com o desenvolvimento dos ITK que potencialmente interferem
com a interacdo entre a oncoproteina BCR-ABL e trifosfato de adenosina (ATP), bloqueando a
proliferacdo celular do clone maligno. Esta abordagem alvo alterou a historia natural da LMC,
melhorou a taxa de sobrevivéncia de 10 anos de aproximadamente 20% para 80-90%
(JABBOUR; KANTARIJIAN, 2016).

A etiologia da LMC ¢ incerta. Descendentes de individuos com LMC ndo tém uma
incidéncia mais elevada da doenca do que a populacdo geral. Também ndo hé correlacdo em
gémeos monozigoticos, sugerindo que LMC ¢ uma doenc¢a adquirida (CORTES; TALPAZ;
KANTARIJIAN, 1996).

1.2 Historico da LMC

A LMC foi incialmente descrita no ano de 1845, em Edinburgh, por John Hughes
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Bennett, que relatou um “Caso de hipertrofia do bago e do figado em que a morte decorreu de
supuracao do sangue” no Edinburgh Medical Journal (BENNETT, 1845).

Bennett afirmou que o que ele observou no sangue foi totalmente contrario a tudo
que era até entdo conhecido de pus e inflamagdo. Ele concluiu que a alteragdo do sangue era
independente da inflamag¢do e que toda a massa de sangue tinha sido afetada. Ao exame
microscopico, ele observou corpusculos redondos de varios tamanhos e quando aplicou acido
acético nas células, o nucleo apareceu. Ele escreveu: “Este nucleo ¢ geralmente composto por
um grande granulo e mais dois ou trés granulos menores”. Os desenhos dessas células foram
publicados e foram as primeiras ilustragdes das células do sangue de um paciente com leucemia
(FIGURA 2). Os sintomas descritos na clinica e observado juntamente com o relatorio extenso
post mortem seria hoje diagnosticado como LMC (BENNETT, 1852).

O pesquisador Rudof Virchow publicou um caso semelhante em Berlim, onde
relatou ter encontrado em todos os lugares dos vasos sanguineos uma massa bem semelhante a
pus e nucleos de células também relatadas em varias formas. Ele acrescentou que as proporgoes
entre cor e corpusculos sanguineos incolores foram aproximadamente o inverso daqueles no

sangue normal (VIRCHOW, 1845).

Figura 2 — Ilustragdes das células do sangue de um paciente com leucemia. Aparéncia
microscopica do sangue, vista por J. H. Bennett, Edimburgo.

Nota: A: aparéncia de uma gota de sangue; B: imagem anterior apds a adi¢do de acido acético. Fonte: BENNETT
(1852).

Houve uma semelhanca entre os achados de Virchow e de Bennett. Embora o
relatorio do ultimo fosse mais detalhado, um ano depois, Virchow alterou a sua primeira
descricdo de sangue branco para explicar que as células incolores foram de tamanho variavel e
forma, como ja tinha sido apontado por Bennett. Virchow, em 1847, relatou um caso semelhante

e pela primeira vez usou o nome leukhemia (globulos brancos), que apesar de ndo ser um nome
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novo, pois ja havia sido descrito por Lower (Lowthorp, 1749), foi a primeira vez que se utilizou
esse termo para descrever esta nova doenca observada (PILLER, 2001).

Esses, provavelmente representam os primeiros relatos da até entdo desconhecida
patologia, que mais tarde seria chamada de LMC.

Em meados dos anos 60, um cromossomo com anormalidade foi associado com
uma forma de leucemia humana, a LMC. Esta altera¢dao, o cromossomo Ph, foi nomeado com
o nome da cidade em que foi descoberto, e sua existéncia foi posteriormente confirmada por
pesquisadores em varios paises. Janet Rowley reconheceu que o Ph era o produto de uma
translocacao reciproca entre os cromossomos 9 e 22 (NOWELL, 1962; ROWLEY, 1973).

A partir de entdo, a LMC tornou-se o primeiro exemplo de neoplasia maligna
humana a estar associada a uma anormalidade cromossdmica especifica. Na década de 1980,
as partes envolvidas neste fenomeno foram identificadas como translocagdo entre BCR ¢ ABL,
seguido pela descoberta de que a atividade ndo controlada da tirosino-quinase ¢ essencial para
a capacidade do BCR-ABL de transformar as células normais em leucémicas (BARTRAM et

al., 1983; BEN-NERIAH et al., 1986).

1.3 Epidemiologia da LMC

A LMC apresenta uma incidéncia de um a dois casos por 100.000 adultos e €
responsavel por cerca de 15% dos novos casos diagnosticados de leucemia em adultos. A idade
mediana do inicio da doenca ¢ de 57 anos; no entanto, a LMC ocorre em todas as faixas etarias.
Pacientes com mais de 70 anos representam cerca de 20% dos acometidos e criangas e
adolescentes <5%. Em 2020, cerca de 8.400 pessoas foram diagnosticadas com LMC nos
Estados Unidos da América e, aproximadamente, 1.100 pessoas morreram da doenca
(DEININGER et al., 2020; HOCHHAUS et al., 2020). O Instituto Nacional de Cancer (INCA)
estima que, para cada ano do triénio 2020/2022, sejam diagnosticados, no Brasil, 10.810 novos
casos de leucemia (INCA, 2020).

Desde 2000, ano de inicio da terapia com mesilato de imatinibe, a mortalidade anual
na LMC diminuiu de 10-20% para 1-2%. Logo, a prevaléncia da LMC nos EUA, estimada em
cerca de 25-30.000 em 2000, aumentou para cerca de 80-100.000 em 2015, e atingird um
patamar de cerca de 150.000 casos em 2030 (FIGURA 3) (HUANG; CORTES; KANTARIJIAN,
2012).



24

Figura 3 - Prevaléncia estimada de portadores de LMC nos EUA por ano.
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Fonte: HUANG; CORTES; KANTARJIAN (2012).

Com o desenvolvimento dos ITK, o cendrio terapéutico da LMC mudou
drasticamente. Os ITK potencialmente comprometem a interacdo entre a oncoproteina BCR-
ABLI1 e adenosina trifosfato (ATP), bloqueando a proliferagdo celular do clone maligno. Esta
abordagem alvo alterou a historia natural da LMC, melhorando a taxa de sobrevivéncia de 10
anos de aproximadamente 20% para 80-90% (DEININGER et al., 2009; DRUKER et al.,
2001).

A LMC manifesta-se predominantemente por volta da sexta década de vida, sendo
rara em criangcas (HEHLMANN; HOCHHAUS; BACCARANI, 2007; PERROTTI et al.,
2010). No Brasil e em alguns paises emergentes, os levantamentos apontam para uma
diminui¢do na idade de incidéncia da LMC (BORTOLHEIRO; CHIATTONE, 2008). Em nosso
pais, houve uma diminui¢do do numero de pacientes com idade superior a 60 anos,
provavelmente por conta das pesquisas cientificas que normalmente excluem a populagao idosa
e por conta de métodos que permitem o diagnostico de forma mais precoce. Casuisticas
nacionais mostram uma mediana de idade cerca de dez anos menor que a encontrada na
literatura internacional (BORTOLHEIRO; CHIATTONE, 2008). No estado do Ceara, estudos
recentes tém reportado a mediana de idade variando de 41 a 47 anos (CID et al., 2013;

PETROLA et al., 2012; REIS et al., 2013; MAIA-FILHO et al., 2018).
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Existe uma discreta predominancia da doenga em individuos do sexo masculino,
sendo a propor¢ao de 1,2-2,1 casos em homens para um caso em mulheres (A LEITNER;

HOCHHAUS; C MULLER, 2011; SHARMA et al., 2010).

1.4 Curso clinico da LMC

O curso clinico da LMC ¢ frequentemente dividido em trés fases. A fase cronica ¢
caracterizada pelo aumento de precursores mieloides comprometidos, porém com capacidade
funcional e de diferenciacdo razoavelmente normais. A fase acelerada ¢ caracterizada por um
decréscimo na diferenciacao mieloide e linfoide, na auséncia de tratamento adequado. A perda
da diferenciagdo, invariavelmente, culmina na crise bléstica, caracterizada por mau prognostico
e baixa resposta terapéutica (SHTEPER; BEN-YEHUDA, 2001).

Cerca de 50% dos pacientes com LMC diagnosticados nos Estados Unidos sdo
assintomaticos. A doenca ¢ diagnosticada muitas vezes depois de uma rotina de exames de
sangue ou testes fisicos. A maioria (90-95%) dos pacientes encontra-se na fase cronica. Os
sinais e sintomas comuns da fase cronica, quando presentes, resultam em anemia e
esplenomegalia, incluem também fadiga, perda de peso, mal-estar, saciedade facil e dor.
Manifestagdes raras incluem sangramento (associado com uma baixa contagem ou disfuncao
das plaquetas), trombose (associada a trombocitose ou leucocitose), gota (a partir de niveis
elevados de 4cido trico), priapismo (geralmente com leucocitose acentuada ou trombocitose),
hemorragias retinianas, ulceracao no trato gastrointestinal superior e sangramentos (elevagao
dos niveis de histamina, devido a basofilia) JABBOUR; KANTARIJIAN, 2016).

A esplenomegalia ¢ o sinal fisico mais consistente detectado em 40-50% dos casos.
A hepatomegalia ¢ menos comum (menos de 10%). Linfadenopatia e a infiltragdo da pele ou
outros tecidos sdo raras. A maioria dos pacientes evoluem para a fase blastica prévia a fase
acelerada, mas 20% destes, evoluem sem sinais de fase acelerada. A fase acelerada pode ser
silenciosa ou evidente, com o agravamento da anemia, esplenomegalia e infiltracdo de 6rgaos;
a fase blastica apresenta-se como uma leucemia aguda (mieldide em 60%, linféide em 30%,
megacariocitica ou indiferenciado em 10%) com o agravamento dos sintomas constitucionais,

sangramento, febre e infec¢des (JABBOUR; KANTARJIAN, 2016).

1.5 Diagnostico da LMC

A avaliacdo inicial deve consistir em histérico e exame fisico, incluindo palpacao de

baco, hemograma com contagem diferencial e painel de hepatite B. Pode ser solicitado um
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aspirado de medula dssea e biopsia para avaliagdo morfoldgica e citogenética, bem como para
arealizacao da reagdo quantitativa em cadeia de transcrigao reversa (RT-PCR) para estabelecer
a presenca de transcritos quantificaveis BCR-ABLI mRNA ao diagnostico (DEININGER et al.,
2020).

Portanto, o diagnostico da LMC consiste em identificar, no cendrio de uma leucocitose
inexplicavel persistente (ou ocasionalmente trombocitose), a presenca de uma anormalidade
cromossdmica, o cromossomo Ph+, t (9; 22) (q34; qll1), através de andlise citogenética, ou
anormalidades moleculares (BCR-ABL) relacionadas com o cromossomo Ph+, por meio de
hibridizacdo fluorescente in situ (FISH) e andlise molecular (JABBOUR; CORTES;
KANTARIJIAN, 2008; KANTARJIAN et al., 2008; SCHOCH et al., 2002).

O FISH baseia-se na utiliza¢do de sondas especificas para o gene BCR-ABL. Uma
comparagdo simultdnea entre medula e amostras de sangue periférico mostra elevada
concordancia entre os resultados. A andalise por FISH pode ter uma gama de falsos positivos de
1-5% dependendo das sondas utilizadas (JABBOUR et al., 2008; KANTARJIAN et al., 2008;
SCHOCH et al., 2002).

A reacgdo em cadeia da polimerase com transcriptase reversa (RT-PCR) amplifica a
regido em torno da jungdo BCR e ABL, sendo altamente sensivel na detec¢ao de doenca residual
minima. Analise por PCR pode ser qualitativa, fornecendo informagdes sobre a presenca do
transcrito BCR-ABL para o diagnoéstico de LMC, ou quantitativa (qPCR), avaliando a
quantidade de transcritos, ideal para monitoramento de doenga residual (JABBOUR et al.,
2008; KANTARIJIAN et al., 2008; SCHOCH et al., 2002).

Estudos simultaneos de sangue periférico e medula através de qPCR mostram
elevado nivel de concordancia. Resultados falso-positivos e falso-negativos podem ocorrer com
PCR. Os primeiros estdo normalmente relacionados com RNA de baixa qualidade ou falha da
reacdo; os segundos podem ser devido a contaminagdo (JABBOUR et al., 2008;
KANTARIJIAN et al., 2008; SCHOCH et al., 2002).

A puncdo da medula 6ssea ¢ recomendada para todos os pacientes com suspeita de
LMC, uma vez que ird confirmar o diagnostico (por exemplo, por andlise citogenética), e
fornecer as informagdes importantes sobre o estadiamento em termos de blastos e percentual
de basofilos (JABBOUR; KANTARIJIAN, 2016).

Deve-se realizar o diagnostico diferencial da LMC de outras doencas
mieloproliferativas ou sindromes mielodisplasicas. A LMC também deve ser diferenciada de

reacoes leucemoides, que geralmente produzem contagem de globulos brancos inferior a
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50.000/mm?, vacuolizagdo granulocitica tdxica, corpusculos de Dohle nos granulécitos,
auséncia de basofilia e niveis normais ou aumentados da enzima fosfatase alcalina leucocitaria.
A historia clinica e fisica geralmente sugere a origem da reacao leucemoide. Corticosteroides,
em casos raros, podem causar extrema neutrofilia com desvio a esquerda, mas esta

anormalidade ¢ transitéria e de curta duragdo (JABBOUR; KANTARIJIAN, 2016).

1.6 Fisiopatologia da LMC

O ABL ¢é um gene que ¢ expresso na maioria dos tecidos. Nas células, a proteina
ABL ¢ distribuida tanto no nucleo quanto no citoplasma e é responsavel pela transducao de
sinais do fator de crescimento de superficie celular e receptores de adesdo para regular a
estrutura do citoesqueleto. BCR ¢ também uma proteina de sinalizagdo que contém varios
dominios modulares. A fusdo de sequéncias de BCR ¢ ABL durante a translocagdo associada
com a LMC aumenta a atividade tirosino-quinase do ABL. Dependendo dos pontos de
interrupg¢ao na translocacgdo e do splicing do mRNA, diferentes formas da proteina BCR-ABL
com pesos moleculares diferentes podem ser geradas nos pacientes com LMC (p190 BCR-
ABL, p210 BCR-ABL e p230 BCR-ABL) (REN, 2005). Estas variagdes sdo decorrentes do
ponto de quebra do gene BCR, uma vez que o do 4BL nao varia. Em pacientes acometidos por
LMC, a maior frequéncia ¢ de p210 BCR-ABL (MELO et al., 1996). O peso da proteina parece
determinar o comportamento da doenca, uma vez que a proteina de 190 kDa tem uma atividade
de tirosino-quinase relativamente maior do que a proteina de 210 kDa (SAWYERS, 1999).

O gene ABL possui um dominio denominado SH1 (SRC — Kinase Homology), que
codifica um nao-receptor de tirosino-quinase. As proteinas denominadas quinase sdo enzimas
que transferem grupos fosfato do ATP para substrato de proteinas, regendo assim os processos
celulares como crescimento e diferenciacdo. Uma forte regulacdo da atividade tirosino-quinase
¢ essencial, e se ndo for mantida, a desregulagdo da atividade quinase pode levar a
transformagao neoplasica e a malignidade (GOLDMAN; MELO, 2003).

A porgao do proto-oncogene ABL responsavel pelo controle e regulagdo do dominio
SHI1 ¢ perdida durante a translocagdo reciproca, ¢ a adicdo da sequéncia do gene BCR ativa
constitutivamente a atividade da tirosino-quinase do dominio SH1. Sua atividade altera as
fungdes fisioldgicas normais da proteina ABL, uma vez que ela interage com uma série de
proteinas efetoras. Assim, o dominio SH1 do gene quimérico BCR-ABL ¢ crucial para a

transformagdo oncogénica caracteristica da LMC (FIGURA 4) (DRUKER et al., 2002;
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FRAZER; IRVINE; MCMULLIN, 2007).

Figura 4 — Eventos moleculares que levam a expressao fenotipica maligna da LMC.
Surgimento do cromossomo Ph e codificagdo da oncoproteina P*'°’BCR-ABL.
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Fonte: FRAZER; IRVINE; MCMULLIN, 2007, modificado

1.7 Tratamento da LMC

O desenvolvimento de terapias para a LMC ao longo do tempo esta descrito na
Figura 5 (HEHLMANN et al., 2007).

Os primeiros tratamentos de pacientes com LMC foram realizados com arsénico,
que nao tem sua agdo farmacoldgica conhecida, mas apresentava uma resposta hematologica

significativa. Apesar de ser toxico, foi utilizado no tratamento da LMC até 1903 com a
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introdugdo da radioterapia e a partir dai em situagdes particulares, como em pacientes refratarios

a radioterapia ou com mielossupressao por esse tratamento (GEARY, 2000).

Figura 5 — Desenvolvimento de terapias para a LMC. As setas mostram os tratamentos ao
longo do tempo.

TERAPIA INESPECIFICA ’\::> TERAPIA ESPECIFICA

|

Arsénico
Radiagdo X
Bulsufan ):(}
; - |
Hidroxiuréia ] >
TMO alogénico ;:{>
IFN-a \,:>
Imatinibe ’|:>
Dasatinibe e :
Nilotinibe
1865 1903 1953 1964 1975 1983 1999 2005

Fonte: HEHLMANN et al., 2007, modificado

Em 1903, a radioterapia foi introduzida no tratamento da LMC, sua utilizagao
diminuia o tamanho do bago e provocava uma queda acentuada na contagem de leucdcitos. Os
raios X impediam a replicacdo celular e levava as células a morte, o que explicava a diminuigao
no tamanho no bago. Essa resposta foi tdo evidente, que foi a primeira vez que o conceito de
remissao hematoldgica foi utilizado. Porém, esse efeito era transitorio (GEARY, 2000).

O gés mostarda também foi utilizado no tratamento da LMC, no entanto, os seus
efeitos toxicos, particularmente no trato gastrointestinal, eram consideraveis, e a busca de um
agente com ag¢des mais especificas continuou. Surgiu entdo o bulsufan, um agente alquilante
com uma ac¢ao mais ou menos seletiva sobre tecido hematopoiético e particularmente sobre a
série granulocitica, embora também ensaios clinicos tenham mostrado que era profundamente
toxico para o epitélio germinal e, por vezes, os pulmdes. Sua eficiéncia no controle das
manifestagdes da LMC era maior do que a encontrada com a radioterapia e, apesar da grave
mielossupressao ser um risco, seu uso parecia seguro. Foi utilizado como o pilar do tratamento

por cerca de 35 anos, quando se comegou a utilizar agentes menos toxicos, como a HU e o IFN-
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a (GEARY, 2000).

A HU ¢ um agente quimioterapico com ag¢ao citorredutora que tem como alvo as
c¢lulas maduras da linhagem mieloide. Seu uso resulta em remissao hematoldgica completa
(RHC) em 50% a 75% dos pacientes e melhora a qualidade de vida destes, porém nao elimina
o clone Ph+ (BOLIN et al., 1982). A HU ainda pode ser utilizada atualmente por um curto
periodo de tempo ou em pacientes no qual o ITK ndo ¢ aconselhavel (BACCARANI et al.,
2009).

Em 1980, o IFN-a foi introduzido no tratamento da LMC. A sua utilizagdo era
justificada pelo fato desse agente ser capaz de controlar os conhecidos estigmas clinicos da
doenca, bem como por induzir uma negatividade Ph, prolongando a vida dos pacientes na
maioria dos casos, diferentemente da radioterapia e bulsufan (TALPAZ et al., 1983). A indugao
da negatividade Ph parecia estar associada com uma baixa transformacao blastica, logo, o IFN-
o passou a ser utilizado pela maioria dos pacientes sem indicagdo para transplante de medula
ossea (TMO) (GEARY, 2000) .

Até o inicio de 1970, a LMC era uma doenga quase sempre fatal. A sobrevivéncia
dos pacientes foi prolongada apds o uso do bulsulfan, que acidentalmente produzia uma
hipoplasia medular, com a extingdo parcial do clone Ph (FINNEY et al., 1972). A experiéncia
com o uso do transplante de medula 6ssea (TMO) alogénico em leucemias agudas levou a
adaptacdo desse procedimento para a realizacdo do mesmo em pacientes com LMC. Desde
entdo, o TMO alogénico tem sido usado no tratamento da LMC e ¢ a Uinica terapia curativa para
a doenca, porém apresenta um risco de mortalidade significativo. Alguns fatores, como: idade,
estado da doenca e o grau de histocompatibilidade entre doador e receptor foram identificados
como influéncia significativa na sobrevivéncia a longo prazo dos pacientes (GOLDMAN;
MELOQO, 2003; MELO; HUGHES; APPERLEY, 2003).

Atualmente, o tratamento de escolha para pacientes na fase cronica da doencga ¢ o
ITK mesilato de imatinibe (primeira gera¢do), e para os pacientes refratarios utiliza-se o
dasatinibe ou nilotinibe (segunda gera¢do). Os ITK atuam sobre os mecanismos de regulacao
da proliferagdo celular, diminuindo a atividade mitogénica e induzindo direta ou indiretamente

a morte da cé€lula progenitora leucémica por apoptose (MELO; BARNES, 2007).

1.8 ITK de primeira e segunda geracgao

1.8.1 Mesilato de imatinibe

O mesilato de imatinibe foi o primeiro ITK a receber aprovagao da Food and Drug
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Administration (FDA) para tratamento de pacientes com LMC em fase cronica. A sua atuacao
dar-se por inibi¢do competitiva no sitio de ligagdo do ATP na oncoproteina BCR-ABL
(FIGURA 6), que inibe a fosforilagdo de proteinas envolvidas na transdugao celular, além de

bloquear o receptor do fator de crescimento derivado de plaquetas (DRUKER; LYDON, 2000).

Figura 6 — Mecanismo de acdo da proteina P!’ BCR-ABL e do medicamento mesilato de
imatinibe na patogénese da LMC.
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Fonte: FRAZER, 2007, modificado

Apo0s administragdo oral, o imatinibe € rapido e completamente absorvido com uma
biodisponibilidade de 98,3%, metabolizado no figado e majoritariamente excretado nas fezes.
Virios estudos relatam que pacientes com concentragdo plasmatica de imatinibe menor que
1000 ng/mL tém uma taxa significativamente menor de alcangar uma remissao molecular maior
(RMM). A taxa de RMM foi significativamente maior para pacientes com uma concentragao
plasmatica de imatinibe acima de 1000 ng/mL. Fatores como: a variabilidade da atividade de
enzimas ou transportadores relacionados com a farmacocinética do imatinibe, idade, sexo, o
tamanho corporal, o figado, a fun¢do renal, interagdes medicamentosas e a adesdo a terapéutica

podem influenciar nas diferengas individuais na concentracao plasmatica deste medicamento
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(MIURA, 2015)

Geralmente, os eventos adversos com o uso do imatinibe sdo leves e raramente
atingem graus 3 ou 4 segundo a Organizagdo Mundial de Saude (OMS). A toxicidade
hematologica (neutropenia, trombocitopenia e anemia) ¢ o evento adverso mais frequente,
presente em 16,7% dos pacientes, seguido por elevacio nos niveis das enzimas hepaticas (5,3%)
e edema periférico (4,5%). A hiperfosfattria associada com baixas concentragdes séricas de
fosfato e alteragdes no metabolismo 0sseo e mineral foram encontradas em 16 pacientes e
atribuidas ao uso do imatinibe. Em 2006, um relato com dez pacientes com insuficiéncia
cardiaca congestiva desenvolvida sem causa dbvia, foi, subsequentemente, associado com o uso
deste medicamento. Informagdes sobre a possivel teratogenicidade do imatinibe em seres
humanos estdo disponiveis, mas o proprio fabricante do medicamento recomenda o uso de
método contraceptivo durante o tratamento (HEHLMANN et al., 2007).

O Estudo Internacional Randomizado do Interferon e STI571 (IRIS) ¢ considerado
o primeiro ensaio clinico dos ITK (O'BRIEN et al., 2003). Os 1106 pacientes com LMC em
fase cronica foram distribuidos aleatoriamente para receber imatinibe (400 mg/dia) ou IFN-a
associado com baixa dose de citarabina. Os resultados, ap6s 19 meses de acompanhamento,
foram significativamente melhores nos pacientes tratados com imatinibe do que naqueles
tratados com IFN-a e citarabina, com remissao citogenética completa (RCC) (74% versus 9%)
e sobrevida livre de progressdo para as fases acelerada ou bléstica em 12 meses (99% versus
93%). Além disso, o imatinibe apresentou uma resposta duradoura, a taxa de sobrevida livre de
eventos e a taxa de sobrevida global relacionadas com mortes foram estimadas em 81% e 93%,
respectivamente, em 8 anos de estudo (DEININGER et al., 2009).

Apesar dos resultados impressionantes do imatinibe, apenas 55% dos pacientes
incluidos no estudo IRIS mantiveram-se em tratamento em 8§ anos de seguimento. Surgiu-se
entdo a necessidade de novas opgdes de tratamento para pacientes intolerantes ao imatinibe ou
com falha terapéutica, motivo que levou o desenvolvimento dos ITK de segunda geragdo para
pacientes em que nao se € possivel a continuag¢do do tratamento com imatinibe (DEININGER
et al.,2009; MIURA, 2015)

A estratégia terapéutica para tratamento de pacientes com LMC a partir da terapia

de primeira linha com imatinibe esta descrito na Figura 7.
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Figura 7 — Estratégia terapéutica para tratamento de pacientes com LMC.

Imatinibe — dose padrado (400 mg)

Naio respondedores Intolerancia (toxicidade)
Conc. Plasmatica Conc. Plasmatica Conc. Plasmatica
> 1000 ng/ml < 1000 ng/ml > 1000 ng/ml
Aumento da dose Diminui¢ido da dose
(600 mg) (300 mg)

ITK 27 geragdo: nilotinibe e dasatinibe

Fonte: MIURA, 2015, modificado
1.8.2 Nilotinibe

O nilotinibe ¢ uma analogo estrutural do imatinibe com poténcia cerca de 25 vezes
maior (SAGLIO et al., 2010). E um derivado da aminopirimidina que inibe a atividade TK das
formas mutadas e ndo mutadas do BCR-4BL mais potentemente e mais seletivamente do que
imatinibe (BACCARANI et al., 2009). Assim como o dasatinibe, o nilotinibe demonstrou
capacidade de induzir resposta hematologica e citogenética em pacientes que falharam ao
imatinibe. Um grande estudo randomizado internacional comparou o nilotinibe com o imatinibe
(ENEST-nd). Nesse estudo, duas doses de nilotinib (300 mg ou 400 mg duas vezes ao dia)
foram comparadas ao imatinibe 400 mg uma vez por dia. A RMM foi estatisticamente mais
elevada nas duas doses de nilotinibe quando comparada ao imatinibe (44% e 43% versus 22%).
A RCC em 24 meses foi de 87% com nilotinibe 300 mg duas vezes por dia, 85% com nilotinibe
400 mg duas vezes por dia e 77% com imatinibe 400 mg por dia. A incidéncia de transcritos
BCR-ABL em 72 meses (equivalente a uma reducao de 4,5 log) foram de 56%, 55%, e 33%,
respectivamente (SAGLIO et al., 2010).

O nilotinibe ¢ absorvido com uma biodisponibilidade de cerca de 30% e ¢
metabolizado pelo CYP3A4. O nilotinibe ¢ um inibidor competitivo do CYP3A4, CYP2CS,
CYP2C9, CYP2D6 e da uridina difosfato glucoronosiltransferase 1A1 (UGT1A1), o que



34

aumenta a concentra¢do de substincias que sdo metabolizadas por essas enzimas. A bilirrubina
¢ metabolizada pela UGTI1AI, logo, o nilotinibe inibe o metabolismo dessa substancia,
aumentando assim, os seus niveis séricos (MIURA, 2015).

Entre os individuos, existem dois tipos de metabolizadores de acordo com o tipo de
genoétipo que vao determinar se a atividade da UGT1A1 na metabolizagdo da bilirrubina sera
baixa (UGT1A1-BM) ou elevada (UGT1A1-EM). A concentragao plasmatica de 800 ng/mL ¢
recomendada para monitoramento apds a administracao inicial de 600 mg/dia. Porém, em
pacientes UGT1A1-BM, a incidéncia de hiperbilirrubinemia nessa concentracao plasmatica do
farmaco ¢ de aproximadamente 50%. Portanto, a administragdo continua de 600 mg/dia de
nilotinibe para esses pacientes deve ser evitada. Caso o nilotinibe seja a terapia de escolha para
pacientes UGT1A1-BM, uma concentragdo de nilotinibe de 500 ng/mL (300-400 mg/dia de
nilotinibe) ¢ recomendada para equilibrar a eficicia e toxicidade. A baixa exposi¢do ao
nilotinibe ¢ considerada o principal fator para fracasso terapéutico (MIURA, 2015).

Embora a terapia com nilotinibe seja bem tolerada, houve um aumento do risco de
eventos vasculares acumulados. A taxa de eventos cardiovasculares acumulados em 6 anos foi
de 9,9%, 15,9% e 2,5%, entre os pacientes tratados com nilotinibe 300 mg duas vezes por dia,
nilotinibe 400 mg duas vezes por dia e imatinibe 400 mg por dia, respectivamente. Outros
efeitos secundarios notaveis sdo dor de cabega e erupcdes cutaneas (30%) de leve a moderada,
aliviados por reducdo da dose, elevacdo da bilirrubina indireta (10%), aumento de acgticar no
sangue (10-20%) e pancreatite rara (1-2%) (JABBOUR; KANTARIJIAN, 2016; LARSON et
al., 2014).

1.8.3 Dasatinibe

O dasatinibe ¢ um ITK de segunda geragdo cerca de 350 vezes mais potente que o
imatinibe in vitro. Possui uma acao inibitoria potente sobre a familia de quinases SRC e ABL,
incluindo a conformagao ativa BCR-ABL (BACCARANI et al., 2009; JABBOUR;
KANTARIJIAN, 2016).

Um estudo randomizado de fase III denominado DASISION comparou o uso do
imatinibe (400 mg/dia) com o dasatinibe (100 mg/dia) em 519 pacientes com LMC recém
diagnosticados. Pacientes tratados com dasatinibe alcangaram uma melhor resposta
citogenética, molecular e sobrevida livre de progressao do que aqueles tratados com imatinibe.
Porém, foi evidenciada uma maior toxicidade com o uso do dasatinibe, cerca de 58% dos

pacientes apresentaram eventos adversos de graus 3 e 4 segundo a OMS, principalmente
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toxicidade hematologica, contra 35% dos pacientes em uso de imatinibe. Os derrames pleurais
ocorreram mais frequentemente com o uso do dasatinibe (19% versus < 1%). Outros efeitos
secundarios, como a mielossupressao (20%) e hipertensdao pulmonar rara (1-2%) também foram
encontradas com o uso deste medicamento (BACCARANI et al., 2009; JABBOUR;
KANTARIJIAN, 2016).

A meia-vida de eliminagao do dasatinibe ¢ de aproximadamente 3 a 6 horas. Wang
et al. (2013) relataram que a resposta citogenética e o derrame pleural foram associados
significativamente com a média ponderada da concentragdo plasmatica do dasatinibe, com a
taxa de risco aumentada 1,22 vezes para cada 1,0 ng/mL. Yu e et al. (2014) relataram que a
concentracdo do dasatinibe ndo deve ser superior a 2,5 ng/ml, devido ao risco acumulado
aumentado de derrame pleural. A administracdo de dasatinibe 100 mg uma vez por dia foi a
melhor dosagem para obter uma eficécia suficiente com efeitos adversos reduzidos. Assim, em
contraste com o imatinibe e nilotinibe, o principal objetivo do monitoramento do dasatinibe ¢ a
prevengdo de efeitos colaterais (FRAZER et al., 2007; MIURA, 2015).

As frequéncias para desenvolvimento da mutagdo T3151 do BCR-ABL em pacientes
que receberam imatinibe, nolitinibe e dasatinibe foram, respectivamente, 1,5% em 48 meses,
3,3% em 48 meses ¢ 7,1% em 36 meses. A mutagdo T3151 foi mais frequente durante a terapia
com dasatinibe. Um estudo com pacientes com leucemia linfoide aguda Ph+ em uso somente
de dasatinibe demonstrou que a concentragdo plasmatica apdés 2 horas (C2) foi
significativamente menor nos pacientes com a respectiva mutagdo. Logo, recomenda-se que a
C2 do dasatinibe seja superior a 50 ng/mL para evitar um risco de desenvolvimento de mutacdes
pontuais do gene BCR-ABL. Essa concentragado ¢ suficiente para inibir a proliferagao in vitro da
maior parte das linhagens celulares que expressam mutagdes BCR-ABL resistentes ao imatinibe,

com a excecao da T3151 (SHAH et al., 2008; TAKAHASHI et al., 2012).

1.8.4 Remissao molecular sem tratamento

Uma proporg¢do significativa de pacientes que atinge resposta molecular profunda
(RMP) estavel pode ser candidata a uma tentativa de descontinuagao do tratamento, se a RMP
for sustentada. O primeiro estudo prospectivo para interromper o tratamento com ITK foi o
Stop Imatinib 1 (STIM1), que mostrou que 38% dos pacientes mantiveram uma remissao
molecular apés um acompanhamento mediano de 77 meses (ETIENNE et al., 2017). Os

critérios de elegibilidade para a interrupgdo do tratamento foram em torno da RM*° sustentada
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por 2 anos antes de parar. Desde entdo, varios ensaios foram conduzidos ou ainda estdo em
andamento. Ademais, a European Leukemia Net estabeleceu as recomendag¢des para a

descontinuagdo dos ITK (HOCHHAUS et al., 2020).

1.8.5 Efeitos adversos da terapia com ITK

Os ITK tém padrdes de efeitos colaterais diferentes que devem ser considerados na
escolha dos farmacos. Os efeitos secundarios podem ser divididos em trés categorias
(BACCARANI et al., 2013).

A primeira inclui graus 3/4, que sdo efeitos colaterais que normalmente ocorrem
durante a primeira fase do tratamento, como a mielossupressao. Sao efeitos administraveis, mas
requerem a interrup¢do do tratamento temporario € a redu¢dao da dose, e podem conduzir a
interrupg¢do do tratamento em cerca de 10% dos pacientes, (BACCARANI et al., 2013).

A segunda categoria inclui os graus 1/2, efeitos colaterais que comegam cedo
durante o tratamento e podem persistir para sempre e tornarem-se cronicos, como ganho de
peso, caimbras, fraqueza e diarreia. Eles também sdo gerencidveis e toleraveis, em principio,
mas afetam negativamente a qualidade de vida, o que pode levar a falha da terapia. Muitos
destes efeitos secundarios sao comuns a todos os ITK, com algumas diferencas de frequéncia e
gravidade, de modo que vdarios pacientes podem beneficiar-se da alteracdo do ITK
(BACCARANI et al., 2013).

A terceira categoria inclui atraso, chamada complicacdes "fora do alvo", que podem
afetar o sistema cardiovascular, o sistema respiratorio, figado, pancreas, o sistema imune, o
metabolismo do calcio, da glicose e lipidico, além de relacionar-se com malignidades
secundarias. Todos os ITK podem ser toxicos para o coracdo e devem ser usados com grande
precaucao em doentes com insuficiéncia cardiaca. O nilotinibe particularmente parece estar
associado com doencga arterial, periférica e corondrio. O dasatinibe tem sido associado
particularmente com complicagdes pleurais e pulmonares. Estas complicagdes sdo uma
potencial causa de morbimortalidade, sendo necessdrio monitoramento clinico continuo de

todos os pacientes (BACCARANI et al., 2013).

1.9 Monitoramento da LMC

A terapia com ITK possibilitou aos pacientes com LMC um longo periodo de vida,

logo, marcadores para monitoramento desses pacientes sdo superimportantes para o sucesso
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dessa terapia. Os avangos na tecnologia possibilitaram a substitui¢do do tradicional exame de
medula 6ssea para a monitorizacao da doenga, um exame invasivo que atualmente ¢ utilizado
no inicio do estudo, onde todos os pacientes devem ser submetidos a esse exame para o
estabelecimento do diagndstico, avaliar a percentagem de blastos e basofilos, e executar a
andlise citogenética para confirmar a presenga do cromossomo Ph e para excluir a evolucao
clonal. A excecdo ¢ durante a mudan¢a do ITK ou em situa¢des incomuns, como na
mielossupressao inesperada a fim de excluir a transformacao, no desenvolvimento de sindrome
mielodisplésica ou outras condi¢des da medula (JABBOUR; KANTARJIAN, 2016).

O monitoramento pode ser realizado utilizando qualquer teste citogenético ou
molecular para determinar o nivel de transcricdo do BCR-ABL e para mutagdes no dominio
quinase BCR-ABL, ou ambos, a depender da estrutura e condi¢cdes de padronizagdes
laboratoriais do local (Tabela 1). Além destes, 0 acompanhamento da resposta requer contagens
sanguineas e diferenciais. O hemograma e a contagem diferencial s3o necessarios com
frequéncia durante os primeiros 3 meses até que uma RHC seja alcancada. As definicgdes de
resposta hematologica, citogenética e molecular estdo descritas na Tabela 2 (BACCARANI et

al.,2009; BACCARANI et al., 2013).

Tabela 1 — Recomendagdes para o monitoramento citogenético e molecular em pacientes com

LMC.

Ao diagnostico
AMBC de células da medula; FISH em caso de negatividade Ph para identificar

variantes, translocacdes; PCR qualitativo (identificacdo do tipo de transcrito).

Durante o tratamento
gPCR para a determinacdo dos niveis dos transcritos BCR-ABL, a ser realizada a cada
3 meses até que uma RMM (BCR-ABL < 0,1% seja alcangada, depois a cada 3 a 6
meses e/ou AMBC de células da medula (pelo menos 20 metafases), a ser realizada
aos 3, 6, e 12 meses, até uma RCC ser alcancada, entdo a cada 12 meses. Uma vez
que a RCC ¢ alcangada, o FISH em células do sangue pode ser feito. Se o

monitoramento molecular adequado for assegurado, a citogenética pode ser poupada.

Falha, progressao
gPCR, anélise mutacional e AMBC de células da medula; imunofenotipagem na fase

blastica.
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Alerta
Realizacao dos testes moleculares e citogenéticos com maior frequéncia; a AMBC de
cé¢lulas da medula ¢ recomendada em caso de mielodisplasia ou anormalidade

cromossomica clonal (ACC) Ph- com envolvimento do cromossomo 7.

Fonte: BACCARANI et al., 2013, modificado

A citogenética, realizada por analise de metafases com bandeamento cromossdémico
(AMBC) de células de medula, é necessaria aos 3, 6 ¢ 12 meses, at¢ a RCC ser alcangada. Em
seguida, a cada 12 meses, se a monitorizacdo molecular regular ndo puder ser assegurada e
sempre em casos de mielodisplasia, resposta subotima ou fracasso. A AMBC pode ser
substituida por FISH em células do sangue se RCC for alcancada (BACCARANI et al., 2009;
BACCARANI et al., 2013).

A analise molecular por qPCR deve ser realizada em pellet de leucécitos em mais
de 10 mL de sangue periférico para medir os niveis de trasncritos BCR-ABL (%). A qPCR devera
ser realizada a cada 3 meses até que uma RMM seja obtida, em seguida, a cada 3 a 6 meses

(BACCARANI e al., 2013).

Tabela 2 — Defini¢des de resposta hematoldgica, citogenética e molecular em pacientes com

LMC.

Resposta Definicao
Leucécitos < 10 x 10°/L;

g)inpalte(:::lo(glllc:l ) Basofilos < 5 %;
Auséncia de mieldcitos, promielictos e
mieloblastos;
Contagem de plaquetas <450 x 10°/ L;
Baco nao palpavel.
Citogenética
Completa (RCC) Nenhuma metafase Ph+;
Parcial (RCP) 1 a 35% de metéafases Ph+;
Menor (RCM) 36 a 65% de metafases Ph+;
Minima (RCM) 66 a 95% de metafases Ph+;
Nenhuma 95% de metafases Ph+.
Molecular

Completa (RMC); Transcritos do BCR-ABL indetectaveis por analise de
gPCR em duas amostras de sangue periférico
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consecutivas de qualidade adequada;

Propor¢ao de BCR-ABL < 0,1% na escala

Maior (RMM) internacional.

Fonte: BACCARANI et al., 2009, modificado

Com base no grau de resposta hematoldgica, citogética e molecular e com base no
tempo em que essas respostas sao alcangadas, a resposta global aos ITK pode ser definida como
Otima, subotima (alerta) e falha.

Resposta 6tima indica que nao ha nenhum indicio de que uma mudanga na terapia
possa melhorar a sobrevida do paciente. Resposta subotima ou de alerta significa que o paciente
ainda pode ter um beneficio substancial a longo prazo de um tratamento especifico continuado,
mas as chances de um resultado 6timo sdo reduzidas, de modo que respondedores subotimos
podem ser elegiveis para abordagens alternativas. Vale lembrar, a condicdo de resposta
subotima ¢ transitoria por natureza. Falha significa que um resultado favoravel ¢ improvavel e
que o paciente deve receber um tratamento diferente sempre que disponivel e aplicavel

(BACCARANI e al., 2013).

1.10 Genética toxicoldgica e lesoes no DNA

A genética toxicologica tem como finalidade o estudo e a identificagdo dos efeitos
deletérios ao organismo, em especial ao DNA, causados por agentes fisicos, quimicos ou
biologicos (SILVA; ERDTMANN; HENRIQUES, 2003).

Os agentes genotoxicos causam alteracdes estruturais no DNA e alteragdes
organicas ou a nivel celular. Esse setor da genética ganhou grande importancia devido a relagao
desses agentes com doencas congénitas, malformacdes, envelhecimento, cancer, entre outras
(SILVA et al., 2003)

A molécula de DNA ¢ constantemente exposta a uma variedade de substancias
genotdxicas tanto por fontes endogenas, como subprodutos do metabolismo humano, quanto
por fontes exdgenas (fisicas, quimicas ou bioldgicas), que incluem a radiacdo ultravioleta, a
radiacdo ionizante, metais pesados, poluentes do ar, drogas quimioterdpicas, carcindgenos
quimicos e respostas inflamatdrias. Estima-se que diariamente sejma produzidas 100.000 lesdes
no DNA (ERMOLAEVA; SCHUMACHER, 2014; IYAMA ¢ WILSON, 2013).

Os carcindgenos quimicos podem interagir e causar alteragdes genéticas no DNA
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de células susceptiveis, o que pode causar um crescimento celular seletivo, consequente
expansao clonal, tornando-as geneticamente instaveis e, por fim, favorecer o surgimento de
células neoplésicas (LOEB; HARRIS, 2008).

O reparo de lesdo do DNA ¢ indispensavel para garantir a integridade do genoma.
As vias de reparo removem o erro, diminuindo assim, a probabilidade de ocorréncia de
mutacoes. Alguns trabalhos na literatura trazem evidéncias de que redugdes leves na capacidade
de reparagao do DNA, assumidas como consequéncia da variagao genética comum, afetam a
predisposicao do cancer ( MOHRENWEISER; WILSON; JONES, 2003; KENYON; GERSON,
2007).

1.11 Sensoriamento das lesdes e mecanismos de reparo do DNA

O DNA esta constantemente exposto a agente nocivos enddgenos e exdgenos. Uma
lesdo de fita dupla no DNA ¢ bastante prejudicial e exige uma resposta celular imediata,
ativando uma rede de sinalizagdo, para garantir que o sinal relacionado ao dano no DNA seja
rapidamente transmitido com precisdo para os varios processos da célula. A proteina quinase
ATM (ataxia telangiectasia mutada) ¢ a principal responsavel por ativar uma resposta ao DFD
no DNA. A literatura relata que membros da familia de proteinas PI3K (fosfatidilinositol 3-
quinases), como a ATM, sdo ativadas no inicio da resposta a lesdes no DNA, podem atuar como
sensores e/ou iniciadores de mecanismos de resposta ao estresse genotoxico (BENSIMON et
al.,2011).

Ap0s a ocorréncia do dano no DNA, o mecanismo de reparo inicia-se a partir de
proteinas sensoriais, que detectam o dano e sdo capazes de transmitir o alarme para outras
proteinas (efetoras). As proteinas efetoras participam dos diferentes mecanismos de reparo do
DNA inerentes ao maquindrio celular (CICCIA; ELLEDGE, 2010).

Além disso, através da fosforilagdo da proteina p53, o gene ATM ¢é o responsavel
por ativar a via de resposta ao dano do ciclo celular. Logo, o transdutor primario do alarme em
DFDs ¢ 0 ATM, que atua como uma proteina quinase de fosforilagao de serina-treonina (SHIEH
et al., 1997; SILICIANO et al., 1997). A ativagdo de ATM pode conduzir as células a um
bloqueio do ciclo celular, que pode ocorrer nas fases G1, S ou G2 (MYERS; CORTEZ, 2006;
JAZAYERI et al., 2006).

Os mecanismos de reparo do DNA sdo geralmente divididos de acordo com o tipo

de lesdo que causam no DNA. Nos danos em fita simples do DNA, tem-se os mecanismos de
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Reparacao de Erros de Emparelhamento de Bases do DNA (MMR), Reparacdo por Excisao de
Bases (BER) e Reparacao por Excisdo de Nucleotideos (NER). Nos danos de fita dupla (DFD),
tem-se como mecanismos para reparagao destas lesdes a Recombinagdo Homologa (RH) e a
Jun¢do de Extremidades Nao Homologas (JENH) (MOHRENWEISER; WILSON; JONES,
2003; TYAMA e WILSON, 2013). Sabe-se que os DFD sao mais lesivos ao DNA, podendo
desencadear um quadro de instabilidade gendmica e predisposi¢ao ao cancer (BOHGAKI,
BOHGAKI e HAKEM, 2010; IYAMA e WILSON, 2013).

Na RH, que ocorre predominantemente na fase S ou G2 da divisao celular, forma-
se um modelo preciso a partir de um sequéncia homologa, com a cromatide irma idéntica sendo
preferida sobre a homologia em outro cromossomo. Esta troca entre croméatides irmas restaura
a sequéncia exata e original de DNA, resultando em um modo fiel de reparagdo
(MOHRENWEISER; WILSON; JONES, 2003). Nos mamiferos, a principal via de reparo de
DFDs ¢ a JENH, que age na fase G1 do ciclo celular (PASTWA; BLASIAK, 2003; VALERIE;
POVIRK, 2003; BELLI et al., 2002; WEST ef al., 2003). Zhong e et al. (2002) ressaltam a
importancia da JENH para a manuten¢do da integridade do genoma em mamiferos. Nesse
mecanismo de reparo, ocorre uma ligacao que reconecta as fitas que foram quebradas. A JENH
¢ passivel de erro, uma vez que requer pouca ou nenhuma sequéncia de homologia (fita molde
homologa) e envolve a juncdo direta do DNA (IYAMA e WILSON, 2013).

O reparo de JENH ¢ realizado por meio de complexos proteicos Ku70 e Ku80, que
sao codificados, respectivamente, pelos genes XRCC6 (localizado no cromossomo 22q13.2) e
XRCCS5 (localizado no cromossomo 2, na regido q35). Ku70 e Ku80 funcionam como DNA
helicases dependente de ATP. Esses complexos ligam-se ao local da lesdo da dupla fita, nas
extremidades, e sdo unidos pela proteina DNA Ligase IV, codificada pelo gene LIG4 (localizado
no cromossomo 13, na regido q33-q34). A DNA ligase IV ¢ responsavel por finalizar o reparo,
unindo os filamentos danificados em uma reagdo dependente de ATP (RIBEIRO-JR et al.,
2015).

1.12 LMC e os mecanismos de reparo do dano de fita dupla no DNA

A LMC comecga com uma fase crdnica e, posteriormente, progride para uma fase
acelerada ou blastica. Embora se saiba que varios genes estejam envolvidos na progressao para
a fase blastica, os mecanismos moleculares para a evolu¢c@o em relagdo a crise de explosdo nao

estao totalmente identificados. Os estimulos oncogénicos aumentam a proliferagdo celular, que
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requer a replicagdo do DNA. A replicacdo ndo programada imposta por estimulos oncogénicos
leva a DFD (TAKAGTI et al., 2013).

Estudos tém demonstrado que variagdes polimorficas dos genes XRCCS5 ¢ XRCC6
estdo relacionadas com um risco maior ou menor de desenvolvimento de cancer de mama e
mieloma (RAJAEI et al., 2014; HAYDEN et al., 2007). Gorre ¢ et al. (2014) verificaram que o
numero variavel de polimorfismos em repeti¢des em série (VNTR) (rs 6147172) na regido
promotora do gene XRCCS5 tem efeito na expressao génica e estd associado com o
desenvolvimento de varios canceres, inclusive a LMC, devido a reparagdo propensa a erros,
levando a instabilidade gendmica. Assim, os autores sugerem que o polimorfismo VNTR na
regido promotora do gene XRCC5 poderia servir como marcador prognostico importante no
desenvolvimento da LMC. Porém, sdo escassos na literatura estudos sobre a expressao desses
genes (ATM, XRCC5, XRCC6 e LIG4) e o desenvolvimento da LMC.

Apesar do impacto gerado pelo tratamento com os ITK na LMC promovendo uma
melhora na sobrevida dos pacientes, as evidéncias apontam que a leucemia residual pode
persistir mesmo nos melhores respondedores e que as terapias dirigidas 8 TK BCR-ABL nao
sdo curativas, uma vez que nao conseguem erradicar as CTH, assim, esses pacientes sdo
expostos a uma longa jornada de terapia medicamentosa. Nesse contexto ¢ com base em
achados encontrados por nosso grupo de pesquisa, em que o uso cronico dos ITK apresenta
potencial dano ao DNA, podendo contribuir para uma evolugdo da LMC para as fases acelerada
e aguda (MAIA-FILHO et al., 2018), nos propomos a avaliar a expressao de genes relacionados
ao reparo de DFD no DNA dos pacientes com LMC, através da via de JENH que € o principal
mecanismo de reparo em DFD em mamiferos, e a influéncia do uso cronico dos ITK sobre a
expressdao desses genes. Enfatiza-se que hd poucos relatos na literatura sobre o impacto da
expressao dos respectivos genes na LMC e a associacdo desses com os parametros clinicos,
laboratoriais e scores de risco. Os resultados contribuirdo para um melhor entendimento sobre

a evolugdo, bem como para o monitoramento terapéutico da doenga.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar a expressao de genes relacionados ao reparo de danos em fita dupla no DNA em

pacientes com leucemia mieldide cronica com e sem uso de inibidores de tirosino-quinase.

2.2 Objetivos especificos

e Determinar as caracteristicas sociodemograficas (idade, sexo e ocupagdo) e a
estratificacdo de risco dos escores de prognéstico (Sokal, Hasford, Eutos e ELTS) dos
pacientes com LMC;

e Determinar a expressao dos genes ATM, XRCC5, XRCC6 e LIG4 nos pacientes com
LMC com e sem uso de ITK e grupo controle;

e Comparar a expressao dos genes ATM, XRCC5, XRCC6 e LIG4 nos pacientes com LMC
com e sem uso de ITK e grupo controle;

e Comparar a expressao dos genes ATM, XRCC5, XRCC6 e LIG4 quanto ao nivel de
resposta molecular nos pacientes com LMC em uso de imatinibe e grupo controle;

e Verificar a possivel associacdo da expressao dos genes ATM, XRCC5, XRCC6 e LIG4
quanto aos escores de risco (Sokal, Hasford, Eutos e ELTS) dos pacientes com LMC

com e sem uso de ITK.



44

3 METODOS

3.1 Casuistica

Trata-se de um estudo transversal com 91 pacientes com diagnéstico clinico e
molecular de LMC, sendo 59 (64,8 %) em uso de ITK de primeira geragdao (LMC G1), 26
(28,6 %) em uso dos inibidores de segunda geracdo (LMC G2) e 6 (6,6 %) ao diagnostico (LMC
D), sem uso de terapias medicamentosas. Os pacientes sdo provenientes do ambulatério do
Servigco de Hematologia do Hospital Universitario Walter Cantideo (HUWC). O grupo controle

(GC) de individuos saudaveis foi composto por 20 doadores de sangue.

3.2 Local do estudo

O estudo foi realizado no Centro de Hematologia e Hemoterapia do Ceara
(HEMOCE), onde foram realizadas as coletas sanguineas; e no Laboratorio de Analises Clinicas
e Toxicoldgicas Prof. Dr. Eurico Litton Pinheiro de Freitas (LACT) e Laboratério de Pesquisa
em Hemoglobinopatias e Genética das Doencas Hematologicas (LPHGDH), ambos fazem parte
da Faculdade de Farmacia, Odontologia ¢ Enfermagem (FFOE) da Universidade Federal do

Ceard, onde foram realizados o processamento das amostras e a analise de expressao génica.

3.3 Selecao da amostra
Critérios de Inclusio:

e Pacientes adultos, voluntarios, de ambos os sexos, com LMC em fase cronica com e
sem uso de inibidores de TK;
Critérios de Exclusao:
e Pacientes que foram submetidos a transfusdo sanguinea nos tltimos 6 meses;
e Pacientes que realizaram transplante de medula dssea;
e Pacientes com outras neoplasias ou submetidos a regimes de quimioterapia;
e Pacientes que estavam em uso de algum imunossupressor;

e Pacientes com sorologia positiva para Hepatite, HIV e HTLV;

Grupo controle:
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e Individuos adultos, de ambos os sexos, declaradamente saudaveis e doadores de sangue

no HEMOCE.
3.4 Coleta de amostras e dados

Foram selecionados aleatoriamente os pacientes atendidos no ambulatério do
Servico de Hematologia do HUWC no periodo de fevereiro de 2019 a julho de 2019, onde foi
colhido sangue periférico em tubo (4 mL) contendo acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA)
como anticoagulante para avaliacdo da expressao génica pela reagdo em cadeia da polimerase
quantitativa em tempo real (qQPCR). As informag¢des sociodemograficas, clinicas e laboratoriais
foram obtidas dos prontuarios médicos, na data da coleta ou na data mais préxima. Dados ao

diangostico foram utilizados para calcular os scores de risco Sokal, Hasford, Eutos e ELTS.

3.5 Analise da Expressao de Genes de Reparo do DNA
3.5.1 Extracdo do RNA Total

A extracao de RNA total foi realizada de acordo com as instru¢des do fabricante
(Trizol®). As amostras de sangue periférico foram submetidas a lise de eritrocitos. Em seguida,
750ul de trizol, 10ul (20ng/ml) de glicogénio e 200ul de cloroféormio foram adicionados a
camada de c€lulas mononucleadas, homogeneizaram-se as amostras em vortex e, em seguida,
os tubos foram centrifugados a 14.000 rpm por 15 minutos a 4°C. Em seguida, foi retirado
cuidadosamente o sobrenadante formado em cada amostra e transferido para novos tubos.
Nestes tubos foram adicionados 400ul de isopropanol gelado para a precipitagdo do RNA. As
amostras de sangue periférico permaneceram durante 60 minutos a -20°C para a precipitagao
do RNA. Ap6s a precipitagdo, o material foi centrifugado a 14.000 rpm por 30 minutos a 4°C e
o sobrenadante foi descartado por inversao. O pellet formado foi ressuspenso em etanol 70% e
centrifugado a 14.000 rpm por 10 minutos a 4°C. Em seguida, o sobrenadante foi novamente
descartado por inversdo e o pellet ressuspenso em 20ul de agua livre de RNAse. Os RNAs

foram quantificados e congelados em freezer a -80°C.

3.5.2 Quantificagcdo de RNA

O RNA total obtido das amostras foi quantificado através de leitura em

nanoespectrofotdometro no comprimento de onda de 260nm, utilizando equivaléncia de
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40ug/ml para 1 unidade de absorbancia. O grau de pureza das amostras foi avaliado através da
razao 260/280nm, sendo considerada uma boa extragdo aquela que apresentou valores entre 1,6

e 1,8. A qualidade do RNA total foi também verificada em gel de agarose 1%.
3.5.3 Reacgdo da Polimerase em Cadeia por Transcriptase Reversa (RT-PCR)

Apbs extracdo e purificagdo, parte do RNA extraido (2000 ng) de cada amostra foi
empregado na sintese do cDNA (20ul). A sintese do cDNA a partir do RNA total foi realizada
de acordo com o protocolo do Kit High Capacity RNA-to-cDNA (Cat#4387406, Applied
Biosystems, Foster City, CA, EUA). O ¢cDNA por sua fez foi diluido 5 vezes para ser utilizado

nas reagoes de qPCR. Os cDNAs foram armazenados a -20°C.

3.5.4 PCR Quantitativo em Tempo Real (qPCR)

As reacdes foram realizadas no aparelho de qPCR Biorad CFX-96®, disponivel no
LACT/UFC, em placas transparentes de 96 wells. O volume final de cada reagdo foi de 10 pl,
sendo 2 pl de agua, 5 pl de TagMan Universal, 0,5 pl de primer (TagMan Assay) e 2,5 pl de
cDNA. As condi¢des de termociclagem compreenderam uma incubacao a 50° C por 2 minutos,
95° C por 10 minutos (para ativacdo da DNA polimerase), seguidos por 40 ciclos de 95° C por
15 segundos (desnaturagdo) e 60° C por 1 minuto (anelamento e extensdo simultaneos).

Todas as amostras (casos, controles normais € controle interno das reagdes) foram
realizadas em duplicatas. Uma amostra calibradora quantitativa foi incluida em todas as placas
de qPCR para minimizar as diferengas de amplificagdo entre as reacdes. Como controle de
contaminantes da PCR foram incluidos na placa os NTCs (no-templante controls), no qual agua
foi adicionada no lugar do RNA.

Para andlise da expressdo génica foram utilizados ensaios adquiridos (7agMan® Gene

Expression Assay) com marcacdo FAM-MGB pela Applied Biosystems (Tabela 3).

Tabela 3 — Lista dos genes utilizados na avaliagdo da expressao génica por PCR em Tempo Real.

CODIGO DE REFERENCIA
GENES (Applied Biosystems)
Gene Normalizador
B2M (B2-microglobulina) Hs99999907 ml

Genes de estudo
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ATM Hs00175892 ml
XRCCS5 Hs00897854 ml
XRCC6 Hs01922652 gl
LIG4 Hs01866071 ul

Algumas varidveis foram controladas na analise da expressao génica, como a
quantidade de material inicial, qualidade do RNA utilizado, eficiéncia da transcri¢do reversa
(RT), componentes inibitdrios e diferenca na atividade transicional global das células. Para a
normalizacdo dos pardmetros acima, foi utilizado um gene de referéncia: Beta-2-
microglobulina (B2M) (YU et al., 2017).

Os resultados foram avaliados através da obtencao dos valores de Cq (ciclo de
quantificagdo). Ao final de cada corrida, os dados foram exportados para planilhas do software
Excel® para o calculo dos valores de ACq. A nomenclatura padrio utilizada para os
experimentos da PCR quantitativa em tempo real foi baseada no MIQE (Minimum Information
for Publication of Quantitative Real-Time PCR Experiments) (BUSTIN et. al., 2009).

Posteriormente, os resultados dos Cq para cada gene de estudo foram normalizados
para cada amostra, subtraindo o valor da média do Cq do gene de referéncia, obtendo o valor
de ACq, utilizado para o cilculo de valores de expressdo (29) (PFAFFL, 2001), segundo a

formula abaixo:

2ACq= média do Cq do gene alvo — média do Cq do gene de referéncia

3.6 Aspectos Eticos

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade
Federal do Ceara, sob nimero de protocolo 3.048.193. Aqueles que concordarem em participar

do estudo assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (APENDICE).
3.7 Analise estatistica

A anadlise estatistica foi realizada com o auxilio do programa GraphPad Prism versao
6.0 e Excel 2016. As variaveis sociodemograficas foram apresentadas pelas frequéncias e
porcentagens. A andlise estatistica para expressao dos genes relacionados ao reparo do DNA
foi tratada como uma variavel continua (quantitativa). Para essas variaveis numéricas os testes
para a comparacao entre as médias foram determinados de acordo com a normalidade dos

dados. As diferencgas foram consideradas estatisticamente significantes quando p< 0,05.
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Os resultados referentes as analises do nivel de expressao génica foram analisados com
base no valor de cada Cq para cada amostra de cDNA (em duplicata). Para normalizar os
valores de Cq, de forma a considerar diferencas causadas por quantidades distintas de cDNA
utilizadas nas reacdes, o Cq determinado para uma amostra foi subtraido da média geométrica
dos Cq's do gene constitutivo utilizado (Beta-2-Microglobulina) da mesma amostra, gerando
assim os valores de ACq e, consequentemente, o valor de 2“9 (LIVAK et al., 2001;
SCHMITTGEN; LIVAK, 2008). O teste de D’ Agostino-Pearson foi utilizado para verificar se
os dados de cada varidvel analisada apresentavam distribuicao normal. Apds a identificagdo de
outliers no GraphPad Prism, os valores foram retirados por ndo representarem os resultados
que o estudo tinha o objetivo de generalizar.

A comparacdo entre o nivel de expressdo dos genes entre os grupos foi realizada
utilizando-se os testes de Kruskal-Wallis ou Anova, Mann Whitney ou T-student, dependendo
da normalidade dos dados e tamanho dos grupos. O teste de Kruskal-Wallis ou Anova foi
utilizado para comparacao entre trés ou mais grupos e o teste de Mann Withney ou T-student
foi utilizado para a comparacao entre dois grupos. Nas comparacdes multiplas foi realizado o
pos-teste de Tukey para analises no Anova e de Dunn’s para o teste de Kruskal-Wallis.

Os dados sobre o nivel de expressdo génica (valores de 22¢9) foram expressos em média
+ desvio padrao (DP), a fim de determinar a possivel comparacdo entre o nivel de expressao
dos genes entre os grupos. O nivel de significincia estatistica utilizado para todas as analises

foi de p<0,05.
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4 RESULTADOS

4.1 Caracteristicas clinicas, sociodemograficas (idade, sexo e profissdo) e escores de risco

dos pacientes com LMC (Sokal, Hasford, Eutos e ELTS)

O presente estudo ¢ composto por por 91 pacientes com diagndstico clinico e
molecular de LMC e um grupo controle composto por 20 individuos declaradamente saudaveis.
A idade dos pacientes variou de 19 a 94 anos do grupo controle de 21-67 anos. As caracteristicas

clinicas e sociodemograficas estdo descritas na Tabela 4.

Tabela 4 — Caracteristicas sociodemograficas (idade, sexo e ocupacdo) dos pacientes com

LMC
Parametros Clinicos/ Valores
Sociodemograficos n (%) ou Média = Desvio Padrao

SEXO

Masculino n =48 (52,7%)

Feminino n=43 (47,3%)
IDADE (ANOS)

Pacientes 47,20 + 15,30

Grupo controle 36,36 + 13,35
PROFISSAO (PACIENTES)

Agricultor n =20 (22,0%)

Servicos domésticos n =14 (15,4%)

Outras n=>51 (56,0%)

Nao informado n =106 (6,60%)

Pacientes com LMC (n = 91). Grupo Controle (individuos saudaveis) (n =20). Outras: comerciante, professor,
militar, vigilante, costureira, cozinheiro, digitador e outras, cada uma presente em menos de 5 pacientes.

A respeito dos scores de risco, dos 91 pacientes com LMC incluidos no estudo, foi
possivel determinar os scores de risco Sokal, Hasford, Eutos e ELTS de 79 pacientes (Tabela

5).

Tabela 5 — Determinagdo dos scores de risco dos pacientes com LMC: Sokal, Hasford, Eutos e

ELTS nos pacientes com LMC

Risco Sokal Hasford Eutos ELTS Média

Baixo 32(35,2%) 42 (46,1%) 69 (75,8%) 33 (36,3%) 44 (48,3%)
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Intermedidrio 21 (23,0%) 27 (29,7%) NA 24 (26,4%) 18 (19,8%)
Alto 26 (28,6%) 10 (11,0%) 10 (11,0%) 22 (24,1%) 17 (18,7%)
Sem informacio 12 (13,2%) 12 (132%) 12(132%) 12(13,2%) 12 (13,.2%)

Pacientes com LMC (n = 91). Os resultados foram expressos em n (%). NA: ndo se aplica.

4.2 Expressao de genes relacionados ao reparo do DNA em pacientes com LMC e grupo

controle utilizando qPCR

As comparagdes da expressao de genes relacionados ao reparo do DNA em
pacientes com LMC e GC estao descritas nos Graficos 1 a 4. Pacientes com LMC apresentaram
niveis mais elevados da expressao do gene ATM em comparagdo ao GC, no entanto, ndo houve
diferenca estatistica (p = 0,4972), as médias + desvio padrao foram 544,60 + 36,46 (n=78) ¢
525,80 + 39,93 (n = 20), respectivamente (Grafico 1).

Grafico 1 — Nivel de expressdo do gene ATM em pacientes com LMC e GC (p = 0,4972).
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Nota: Comparagdo de médias = desvio padrio da expressio do mRNA do gene ATM (22¢9) de pacientes com LMC
(n=78) e grupo controle (GC) (n=20). Valor de p obtido através do teste de Mann-Whitney. *p=0,4972. Fonte: Do
proprio autor.

A comparagao da expressao do gene XRCCJ5 nos pacientes com LMC e GC apresentou-
se estatisticamente significante (p < 0,0001), com o grupo de pacientes (16,56 + 0,8728; n =
87) apresentando niveis mais elevados do XRCC5 em relacdo ao GC (10,20 = 0,6382; n = 19)
(Grafico 2).
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Grafico 2 — Nivel de expressdo do gene XRCC5 em pacientes com LMC e GC (*p < 0,0001).
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Nota: Comparacdo de médias + desvio padrio da expressdo do mRNA do gene XRCC5 (22¢9) de pacientes com
LMC (n=87) e grupo controle (GC) (n=19). Valor de p obtido através do teste de Mann-Whitney. *p<0,0001.
Fonte: Do proprio autor.

De forma similar ao gene XRCCS5, a comparacdo da expressdo do gene XRCC6 nos
pacientes com LMC e GC apresentou-se estatisticamente significante (p = 0,0034), com niveis
mais elevados de XRCC6 no grupo de pacientes com LMC (113,50 + 7,544; n=91) em relagdo
ao GC (65,18 £ 5,445; n = 20) (Grafico 3).

Grafico 3 — Nivel de expressao do gene XRCC6 em pacientes com LMC e GC (*p = 0,0034).
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Nota: Compara¢ido de médias + desvio padrio da expressdo do mRNA do gene XRCC6 (2¢9) de pacientes com
LMC (n=91) e grupo controle (GC) (n=20). Valor de p obtido através do teste de Mann-Whitney. *p=0,0034.
Fonte: Do proprio autor.
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A comparagdo da expressdo do gene L/G4 nos pacientes com LMC e GC ndo
apresentou diferenca estatistica, no entanto pacientes com LMC apresentaram niveis mais
baixos da expressao do gene L/G4 em comparacao com o GC, as médias + desvio padrao foram

16198 + 1282 (n = 87) e 17843 + 2466 (n = 20), respectivamente (Grafico 4).

Grafico 4 — Nivel de expressao do gene LIG4 em pacientes com LMC e GC (p = 0,9792).
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Nota: Comparagio de médias + desvio padrio da expressio do mRNA do gene LIG4 (22¢9) de pacientes com LMC
(n=87) e grupo controle (GC) (n=20). Valor de p obtido através do teste de Mann-Whitney. *p=0,9792. Fonte: Do
proprio autor.

4.3 Expressao de genes relacionados ao reparo do DNA em pacientes dos grupos LMC D,

LMC G1, LMC G2 e GC, utilizando qPCR

Os pacientes com LMC foram estratificados em trés grupos: LMC D (n = 6), LMC
Gl (n=159) e LMC G2 (n = 26), e comparados entre si e com o GC (n = 20). As comparacoes
da expressdo de genes relacionados ao reparo do DNA entre todos os grupos estdo descritas nas
Tabelas 6 a 9 e ilustradas nos Gréficos 5 a 8. A Tabela 6 descreve a comparacao da expressao

do gene ATM nos referidos grupos.

Tabela 6 — Comparagado da expressao do gene ATM nos grupos: GC, LMC D, LMC G1 e

LMC G2.
Comparagdo entre os grupos Meédia + desvio padrdo Valor de p
GC versus LMC D 525,80 £+ 39,93 versus 1459,0 £ 633,50 *» < 0,001
GC versus LMC G1 525,80 £+ 39,93 versus 678,70 £ 60,31 p>0,05
GC versus LMC G2 525,80 £ 39,93 versus 456,60 + 69,72 p>0,05

LMC D versus LMC G1 1459,0 + 633,50 versus 678,70 £ 60,31 *» < 0,01
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LMC D versus LMC G2 1459,0 + 633,50 versus 456,60 + 69,72 *p < 0,001

LMC G1 versus LMC G2 678,70 = 60,31 versus 456,60 + 69,72 p>0,05

Os resultados foram expressos em média + desvio padrio.
Valor de p obtido através do teste One-way ANOVA e pos-teste de Tukey.

O grupo de pacientes com LMC ao diagnostico/sem tratamento (LMC D) apresentou
niveis de expressao do gene ATM mais elevados em comparagdo com os demais grupos. Foi
verificada diferenga estatistica nas seguintes comparagdes: LMC D versus LMC GC, LMC D
versus LMC G1 e LMC D versus LMC G2 (Grafico 5).

Grafico 5 — Nivel de expressao do gene ATM nos grupos: GC, LMC D, LMC G1 e LMC G2

(p =0,0003).
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Nota: Comparagio de médias + desvio padrio da expressdo do mRNA do gene ATM (2°¢9) de pacientes com LMC
sem tratamento (LMC D) (n=4), tratados com ITK 1? geragdo (LMC G1) (n=47), ITK 2% geragcdo (LMC G2) (n=19)
e grupo controle (GC) (n=20). Valor de p obtido através do teste One-way ANOVA e pds-teste de Tukey.
abep=(),0003 na comparacgio de LMC D com todos os grupos. Fonte: Do préprio autor.

A comparagao da expressao do gene XRCC5 nos grupos: GC, LMC D, LMC G1
e LMC G2 esta descrita na Tabela 7.

Tabela 7 — Comparagdo da expressdao do gene XRCC)5 nos grupos: GC, LMC D, LMC Gl e
LMC G2.
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Comparagdo entre os grupos Média + desvio padrio Valor de p
GC versus LMC D 10,20 +0,6382 versus 2,83 + 0,3360 p>0,05

GC versus LMC G1 10,20 +0,6382 versus 17,18 +1,1180 *» < 0,001

GC versus LMC G2 10,20 +0,6382 versus 15,18 +£1,4510 *n < 0,05
LMC D versus LMC G1 2,83 £0,3360 versus 17,18+ 1,1180 *» <0,01
LMC D versus LMC G2 2,83 £0,3360 versus 15,18 = 1,4510 *n < 0,05
LMC G1 versus LMC G2 678,70 = 60,31 versus 15,18 £ 1,4510 p>0,05

Os resultados foram expressos em média + desvio padrio.
Valor de p obtido através do teste de Kruskal-Wallis e pos-teste de Dunn's.

Pacientes com LMC em tratamento com ITK de primeira (LMC G1) e segunda (LMC
G2) geracdo apresentaram valores mais elevados de expressdo do gene XRCC5 quando
comparados com os pacientes ao diagnodstico/sem tratamento (LMC D) e GC. Ambas as

comparagdes foram estatisticamente significantes (Grafico 6).

Grafico 6 — Nivel de expressdao do gene XRCC5 nos grupos: GC, LMC D, LMC G1 e LMC
G2 (**dp <0,05).
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Cp<O,01 na comparagdo LMC D xLMC G1
dp<0,05 na comparagdo LMC D x LMC G2

Nota: Comparagdo de médias + desvio padrdo da expressdo do mRNA do gene XRCC5 (22¢9) de pacientes com
LMC sem tratamento (LMC D) (n=3), tratados com ITK 1% geracdo (LMC G1) (n=46), ITK 2* geracao (LMC G2)
(n=21) e grupo controle (GC) (n=19). Valor de p obtido através do teste Kruskal-Wallis e pos-teste de Dunn’s.

abedn<(,05. Fonte: Do proprio autor.

A Tabela 8 descreve a comparagdo da expressao do gene XRCC6 nos grupos: GC, LMC
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D, LMC G1 ¢ LMC G2.
Tabela 8 — Comparagao da expressdao do gene XRCC6 nos grupos: GC, LMC D, LMC G1 e

LMC G2.
Comparagdo entre os grupos Média + desvio padrio Valor de p
GC versus LMC D 65,18 + 5,445 versus 22,18 + 8,912 p>0,05
GC versus LMC G1 65,18 + 5,445 versus 117,20 £ 9,895 *» <0,01
GC versus LMC G2 65,18 =+ 5,445 versus 96,74 + 10,15 p>0,05
LMC D versus LMC G1 22,18 £ 8,912 versus 117,20 £ 9,895 *n < 0,05
LMC D versus LMC G2 22,18 £ 8,912 versus 96,74 + 10,15 p>0,05
LMC G1 versus LMC G2 117,20 £+ 9,895 versus 96,74 £ 10,15 p>0,05

Os resultados foram expressos em média + desvio padrao.
Valor de p obtido através do teste One-way ANOVA e pos-teste de Tukey.

Pacientes com LMC em tratamento com ITK de primeira geracdo (LMC Gl1)
apresentaram valores estatisticamente mais elevados de expressdo do gene XRCC6 em relagao
os pacientes ao diagnostico/sem tratamento (LMC D) e GC. As demais comparagdes nao
apresentaram diferengas estatisticamente significantes, no entanto, assim como no XRCCS5,

pacientes do grupo LMC G2 apresentaram expressdao do XRCC6 mais elevada em relacdo aos

grupos LMC D e GC (Grafico 7).
Grafico 7 — Nivel de expressdo do gene XRCC6 nos grupos: GC, LMC D, LMC G1 e LMC
G2 (**p <0,05).
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Nota: Comparagio de médias = desvio padrio da expressdo do mRNA do gene XRCC6 (22€9) de pacientes com
LMC sem tratamento (LMC D) (n=3), tratados com ITK 1* gera¢do (LMC G1) (n=49), ITK 2? geragdo (LMC G2)
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(n=22) e grupo controle (GC) (n=20). Valor de p obtido através do teste One-way ANOVA e pos-teste de Tukey.
abp<0,05. Fonte: Do proprio autor.

A comparagdo da expressdo do gene L/G4 nos grupos: GC, LMC D, LMC G1 e LMC
(G2 esta descrita na Tabela 9.

Tabela 9 — Comparagao da expressdo do gene L/G4 nos grupos: GC, LMC D, LMC Gl e

LMC G2.
Comparagdo entre os grupos Média + desvio padrao Valor de p
GC versus LMC D 17843 + 3466 versus 23949 + 9394 p>0,05
GC versus LMC G1 17843 + 3466 versus 17143 + 1810 p>0,05
GC versus LMC G2 17843 + 3466 versus 11503 £ 1337 p>0,05
LMC D versus LMC G1 23949 £+ 9394 versus 17143 + 1810 p>0,05
LMC D versus LMC G2 23949 + 9394 versus 11503 + 1337 p>0,05
LMC G1 versus LMC G2 17143 £ 1810 versus 11503 = 1337 p>0,05

Os resultados foram expressos em média + desvio padrio.
Valor de p obtido através do teste de Kruskal-Wallis e pos-teste de Dunn'’s.

Nao foi verificada diferenga estatistica na comparacao da expressdo do gene L/G4 nos

grupos do presente estudo (Grafico 8).
Grafico 8 — Nivel de expressao do gene L/G4 nos grupos: GC, LMC D, LMC G1 e LMC G2 (p =
0,3697).
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Nota: Comparacido de médias + desvio padrio da expressdo do mRNA do gene LIG4 (22¢9) de pacientes com LMC
sem tratamento (LMC D) (n=4), tratados com ITK 1* geragdo (LMC G1) (n=48), ITK 2* geragdo (LMC G2) (n=19)
e grupo controle (GC) (n=20). Valor de p obtido através do teste Kruskal-Wallis e pés-teste de Dunn’s. p=0,3697.
Fonte: Do proprio autor.



57

4.4 Comparacao da expressao de genes relacionados ao reparo do DNA quanto ao nivel de

resposta molecular em pacientes com LMC em uso de imatinibe e grupo controle

Os pacientes com LMC em uso de imatinibe foram estratificados em dois grupos quanto
ao nivel de resposta molecular (RM) e comparados com o GC. Aqueles que obtiveram RM
maior ¢ RM profunda foram incluidos no grupo COM RM, os que ndo atingiram RM foram
incluidos no grupo SEM RM.

O Grafico 9 apresenta a comparagdo da expressdo do gene A7M nos grupos: GC, SEM
RM e COM RM. Nio houve diferenca estatisticamente significante nas comparagdes realizadas
(p = 0,7096). Os valores de média + desvio padrao foram, respectivamente, 525,80 + 39,93 (n
=20), 508,0 + 106,50 (n = 12) e 584,90 + 67,78 (n = 27).

Grafico 9 — Comparacao da expressdo do gene ATM em pacientes com LMC em uso de

imatinibe nos grupos: GC, SEM RM e COM RM (p = 0,7096).
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Nota: Comparagio de médias + desvio padrio da expressdo do mRNA do gene ATM (22¢9) de pacientes com LMC
em uso de imatinibe sem remissdo molecular (SEM RM) (n=12), com remissdo molecular (COM RM) (n=27) e
grupo controle (GC) (n=20). Valor de p obtido através do teste One-way ANOVA e pos-teste de Tukey. p=0,7096.
Fonte: Do proprio autor.

A comparagao da expressdo do gene XRCCS5 em pacientes com LMC em uso de
imatinibe nos grupos: GC, SEM RM e COM RM esta ilustrada no Grafico 10. Pacientes do
grupo COM RM (20,38 £ 1,567 ; n = 24) apresentaram valores estatisticamente mais elevados
em relacdo aos pacientes dos grupos GC (10,20 + 0,6382 ; n=20) e SEM RM (13,28 £ 1,127 ;
n=11).
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Grafico 10 — Comparagdo da expressdo do gene XRCCS5 em pacientes com LMC em uso de
imatinibe nos grupos: GC, SEM RM e COM RM (**p < 0,0001).
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Nota: Comparagdo de médias + desvio padrio da expressio do mRNA do gene ATM (229) de pacientes com LMC
em uso de imatinibe sem remissdo molecular (SEM RM) (n=11), com remissdo molecular (COM RM) (n=24) ¢
grupo controle (GC) (n=19). Valor de p obtido através do teste Kruskal-Wallis ¢ pos-teste de Dunn’s. p=0,3697.
Fonte: Do proprio autor. p<0,0001. Fonte: Do proprio autor.

O Gréfico 11 ilustra a comparagdo da expressdo do gene XRCC6 em pacientes com

LMC em uso de imatinibe nos grupos: GC, SEM RM e COM RM.

Grafico 11 — Comparagdo da expressao do gene XRCC6 em pacientes com LMC em uso de
imatinibe nos grupos: GC, SEM RM e COM RM (*°p < 0,0001).
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Nota: Comparagio de médias + desvio padrio da expressdo do mRNA do gene ATM (22¢9) de pacientes com LMC
em uso de imatinibe sem remissdo molecular (SEM RM) (n=11), com remissdo molecular (COM RM) (n=28) e
grupo controle (GC) (n=20). Valor de p obtido através do teste Kruskal-Wallis e pos-teste de Dunn’s. p<0,0001.
Fonte: Do proprio autor.

Similarmente aos resultados da expressao do gene XRCC35, pacientes do grupo COM

RM (145,40 + 15,40 ; n = 28) apresentaram valores mais elevados do gene XRCC6 em relagao

aos pacientes dos grupos GC (65,18 5,445 ;n=20) e SEM RM (72,99 + 11,08 ; n=11). Esses
resutados foram estatisticamente significantes.

O Gréfico 12 apresenta a comparagdo da expressdo do gene L/G4 nos grupos:

GC, SEM RM e COM RM. Nao houve diferenca estatisticamente significante nas comparagdes

realizadas (p = 0,5928). Os valores de média + desvio padrao foram, respectivamente, 17843 +

3466 (n = 20), 12813 + 2683 (n = 10) e 17977 + 2395 (n = 28).

Grafico 12 — Comparagao da expressao do gene L/G4 em pacientes com LMC em uso de
imatinibe nos grupos: GC, SEM RM e COM RM (p = 0,5928).
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Nota: Comparacdo de médias + desvio padrdo da expressdo do mRNA do gene ATM (2°9) de pacientes com LMC
em uso de imatinibe sem remissdo molecular (SEM RM) (n=10), com remissdo molecular (COM RM) (n=28) e
grupo controle (GC) (n=20). Valor de p obtido através do teste Kruskal-Wallis e pos-teste de Dunn’s. p=0,5928.
Fonte: Do proprio autor.
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4.5 Comparacio da expressao de genes relacionados ao reparo do DNA em pacientes com
LMC com o risco (baixo, intermediario e elevado) dos scores de risco (Sokal, Hasford,

Eutos e ELTS)

A comparacao da expressao dos genes ATM, XRCC5, XRCC6 e LIG4 com o risco (baixo,
intermediario e alto) dos scores de risco foi realizada, no entanto ndo foram encontrados
resultados estatisticamente significantes nas comparagoes realizadas. A Tabela 10 apresenta as
médias + desvio padrao da expressdo de genes relacionados ao reparo do DNA entre os grupos

analisados e o valor de p.

Tabela 10 — Expressao dos genes ATM, XRCC5, XRCC6 e LIG4 de acordo com o risco (baixo,

intermediario e alto) dos scores Sokal, Hasford, Eutos e ELTS.

Genes/ RISCO Valor de
Scores de Risco BAIXO INTERMEDIARIO ALTO r
Sokal 564,20 £ 76,61 585,40 + 88,95 501,90 £+ 69,73
Hasford 600,40 £+ 68,18 374,00 + 41,04 607,60 £+ 99,29
ATM p>0,05
Eutos 501,90 £42,71 Nao se aplica 520,20 + 53,61
ELTS 379,20 + 51,26 581,90 + 68,04 486,40 + 34,15
Sokal 18,32+ 2,14 14,87 + 1,14 1426 £ 1,46
Hasford 15,92 +£ 1,32 16,44 + 1,68 12,46 +2,07
XRCCS5 p>0,05
Eutos 14,93 + 0,86 Nao se aplica 14,94 +£ 2,71
ELTS 14,38+ 1,18 16,29 + 1,64 15,18 +1,79
Sokal 135,50 + 18,37 103,40 £ 14,25 99,82 + 11,23
Hasford 106,50 + 12,34 119,80 + 13,31 86,90 + 14,65
XRCC6 p>0,05
Eutos 105,80 + 8,66 N3ao se aplica 128,60 + 23,76
ELTS 103,00 £ 13,36 128,70 £ 18,87 104,60 £ 12,08
Sokal 18329 + 1980 12819 + 2546 13209 + 2079
Hasford 14720 + 1802 16637 + 2752 17623 +2899
LIG4 p>0,05
Eutos 16062 + 1560 Nao se aplica 12777 £ 1534
ELTS 15656 + 1996 17261 £ 2855 13785 + 2325

Os resultados foram expressos em média + desvio padrdo. O teste de Kruskal-Wallis ou Anova foi utilizado para
comparagdo entre trés ou mais grupos e o teste de Mann Withney ou T-student foi utilizado para a comparagado
entre dois grupos, de acordo com a normalidade dos dados. Nas comparagdes miultiplas foi realizado o pos-teste
de Tukey para analises no Anova e de Dunn’s para o teste de Kruskal-Wallis. p>0,05. Fonte: Do proprio autor.
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5 DISCUSSAO

A LMC ¢ uma neoplasia mieloproliferativa que se manifesta predominantemente a
partir da quinta década de vida, sendo um evento raro em criangas. Existe uma discreta
predominancia da doen¢a em individuos do sexo masculino, sendo a propor¢ao de 1,2-2,1 casos
em homens para um caso em mulheres. Nossos achados corroboram com os dados da literatura
(A LEITNER et al., 2011; SHARMA et al., 2010).

No Brasil e em alguns paises emergentes, os levantamentos apontam para uma
diminui¢do na idade de incidéncia da LMC (BORTOLHEIRO; CHIATTONE, 2008). Em nosso
pais, houve uma diminui¢do do numero de pacientes com idade superior a 60 anos,
provavelmente por conta das pesquisas cientificas que normalmente excluem a populagao idosa
e por conta de métodos que permitem o diagnostico de forma mais precoce. Casuisticas
nacionais mostram uma mediana de idade cerca de dez anos menor que a encontrada na
literatura internacional (BORTOLHEIRO; CHIATTONE, 2008). No estado do Ceara, estudos
tém reportado a mediana de idade variando de 41 a 47 anos (CID ef al., 2013; PETROLA et
al.,2012; REIS et al., 2013; MAIA-FILHO et al., 2018).

Quando se avaliou a ocupagdo dos pacientes com LMC do presente estudo, verificou-
se uma maior frequéncia da realizagdo de atividades agricolas (22,0%), seguida de atividades
domésticas (15,4%). Trabalhos na literatura sugerem que a exposi¢do a pesticidas relaciona-se
com efeitos adversos a saude, uma vez que ocorre aumento de estresse oxidativo e,
consequentemente, aumento de lesdes no DNA (ALLEVA et al., 2018; LOPES et al., 2007;
KOURETAS, TSATSAKIS, 2013). Desse modo, as espécies reativas de oxigénio podem
desempenhar um importante papel na patogénese de disfun¢des neuroldgicas, endocrinoldgicas
e outras disfuncdes metabolicas, danificando a defesa dos antioxidantes, podendo ser um fator
de risco para cancer, diabetes, doencas cardiovasculares e neurodegenerativas (LEDDA, et al.,
2021; LEDDA et al., 2017; ABDOLLAHI et al., 2004). Ademais, o acimulo de estresse
oxidativo pode danificar macromoléculas bioldgicas, como RNA, DNA, proteinas de reparo e
outras proteinas (TSITSIMPIKOU et al., 2013; ZEPEDA-ARCE et al., 2017).

Sobre a ocupagao dos pacientes com atividades domésticas, a literatura reforca que a
exposicao cronica a agentes quimicos ¢ fator de risco para o desenvolvimento de lesdes no DNA
e o surgimento de doengas. O hiploclorito de sédio (dgua clorada), por exemplo, pode causar
lesdes diretas ao DNA e tem sido associado a carcinogénese (OHNISHI; MURATA;
KAWANISHI, 2002).
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Nesse contexto, a presente investigacdo hipotetiza que a exposi¢do a substancias
utilizadas nas atividades agricolas e domésticas poderiam contribuir para a génese da LMC nos
pacientes, uma vez a literatura sugere que a LMC ¢ uma doencga adquirida (CORTES; TALPAZ;
KANTARIJIAN, 1996). No entanto, ndo se sabe a real parcela de contribui¢do da exposicao a
essas substancias no surgimento da LMC, uma vez que o grau de dano gerado depende da
toxicidade intrinseca das substancias, estado de satide e sensibilidade individuais (MACHADO;
MARTINS, 2018).

O controle do ciclo celular apresenta diversos mecanismos regulatorios envolvidos,
entre eles, um dos principais sdo os chamados pontos de verificagdo, que freiam o processo de
duplicacdo anormal do DNA. A ocorréncia do estresse genotdxico ativa os chamados pontos de
verificacao, que bloqueiam o ciclo celular, permitindo assim, a corre¢ao dos erros durante a
replicagdo e o reparo do DNA. Apoés a correcao dos erros, ocorre uma atenuagao dos pontos de
verificagdo e o reinicio do ciclo celular. No entanto, caso o dano ao DNA ndo seja reparado,
pode ocorrer senescéncia ou apoptose ou, ainda, as células poderiam continuar se dividindo,
mesmo com o DNA alterado. Logo, os mecanismos envolvidos nos pontos de verificacdo sdo
cruciais para manter a integridade genética (WANG et al., 2015; SHILOH, 2003)

Os pontos de verificagdo de danos ao DNA apresentam sensores, transdutores e efetores.
A ataxia telangiectasia-mutada (ATM), ataxia telangiectasia e Rad3-related (ATR) e DNA-PK
sdo considerados transdutores ou mediadores, e seus principais transdutores a jusante
envolvidas no controle do ciclo celular sdo as quinases de pontos de verificagdo (Chk1 e Chk2)
e p53, que regulam varios efetores de substrato e propagam o sinal do ponto de verificagdo.
Sabe-se que ATM responde, principalmente, a DFDs ao DNA (BARTEK; LUKAS, 2007,
FALCK; COATES; JACKSON, 2005).

Ao avaliarmos a expressao do gene ATM nos pacientes com LMC e GC nao verificamos
diferenca estatistica, no entanto ao se estratificar o grupo de pacientes com LMC em LMC D,
LMC G1 e LMC G2, verificamos um aumento estatisticamente significante de A7M em
pacientes ao diagnostico/sem tratamento (LMC D) em comparagdo com os demais grupos do
estudo.

Sabe-se que a ATM ¢ uma quinase que controla os pontos de verificacdo G1/S e G2/M,
e faz parte de um eixo que regula a resposta ao dano no DNA e controla a transformagdo
maligna, eixo ATM/ATR-Chk1/Chk2-p53-p21. Dados na literatura tém relatado que o
comprometimento de componentes do eixo supracitado prejudica a resposta ao dano e facilita

a tumorigénese. Além disso, a deplecao de ATM mediada por siRNA (RNA interferente curto)
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especifico tem sido associada a inibi¢cdo da senescéncia induzida por oncogene (BARTKOVA
et al., 2005; MUKHERIJEE et al., 2010; WANG et al., 2015).

As vias ATM-Chk2 e ATR-Chk1 sdo as principais vias de pontos de verificagdo em
resposta a0 dano no DNA e estdo ativadas nos estdgios iniciais de varios tipos de cancer.
Bartkova et al. (2005) relataram que no cancer de bexiga humana e nos canceres iniciais de
mama ¢ colon houve ativagao constitutiva da via ATM-Chk2. Além disso, outro trabalho relatou
uma expressao elevada de ATM e Chk2 em neoplasias intraepiteliais da prostata em comparagdo
com prostata normal (FAN et al., 2006). Esses estudos sugerem que ocorre uma elevada
ativacdo das vias de resposta ao dano no DNA nos estagios iniciais de neoplasias malignas
humanas, o que corrobora com nossos achados, ao evidenciarmos um aumento da expressao do
gene ATM no grupo de pacientes LMC D.

A LMC apresenta como caracteristica citogenética principal a presen¢a do cromossomo
Ph (gene BCR-ABL), que codifica uma oncoproteina P*!’BCR-ABL. Acredita-se que o ABL
tenha um papel na transmissdo de sinais pro-apoptoticos de ATM para p53, ou seja, ABL
desempenharia uma func¢do no controle do ciclo celular e no reparo do DNA (WANG et al.,
2015). A LMC apresenta uma mutagdo no gene ABL e, consequentemente, um quadro de
instabilidade genomica (KANG et al., 2016). Logo, ndo se sabe até que ponto o ABL interferiria
na expressao do gene ATM, o que poderia estar associado ao aumento da expressao do A7M nos
pacientes do grupo LMC D do presente estudo .

Ao analisarmos a expressao dos genes XRCC5 e XRCC6 nos grupos do presente
trabalho, os resultados encontrados foram semelhantes para ambos os genes. No caso do gene
XRCC5, houve um aumento estatisticamente significante nos niveis de expressdo em pacientes
dos grupos LMC G1 e LMC G2 em relacdo aos pacientes ao diagnostico/sem tratamento (LMC
D) e GC. Os resultados para o XRCC6 diferem apenas na comparacao: LMC G2 versus GC e
LMC G2 versus LMC D, que nao houve diferenca estatistica, mesmo os niveis de expressao do
gene XRCC6 apresentando-se bem elevados em relagao aos grupos LMC D e GC.

O gene XRCCS5 codifica uma proteina em humanos denominada Ku80, que junto com a
proteina Ku70, codificada pelo gene XRCC6, conformam um heterodimero denominado
proteina Ku, que se liga as extremidades da dupla fita de DNA que foi cortado, sendo requerida
para o processo de recombinacdo ndo homologa durante a reparacdo do DNA. Trabalhos na
literatura reforcam que Ku80 apresenta um papel na manutengao da integridade do genoma por
um mecanismo que envolve a supressao de rearranjos cromossomicos (DIFILIPPANTONIO et

al., 2000). Adicionalmente, a capacidade hiperativa de reparo do DNA da proteina Ku70
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associada a JENH encontradas em células de pacientes com LMC esta correlacionada com a
ocorréncia de aberracdes cromossdmicas, especialmente com a instabilidade do genoma
durante a progressao da doenca. Esses achados sugerem que o mecanismo de reparo JENH
podem desempenhar um importante papel na evolugao da LMC (CHEN et al., 2007).

Um estudo recente realizado por Maia-Filho et al. (2018) avaliou, na mesma populagdo do
presente estudo, o indice de dano (ID) no DNA em pacientes com LMC e em um grupo controle.
Ao se estratificar os pacientes com LMC em trés grupos, ao diagndstico, em uso de ITK de
primeira geracdo ¢ em uso de ITK de segunda geracdo, e compara-los entre si € com o grupo
controle, evidenciou-se um aumento estatisticamente significante do ID no DNA de pacientes
em uso de ITK de primeira e segunda geracdo, em relagdo ao demais grupos. Resultado esse
que, segundo o autor, corrobora com a hipdtese de que os ITK apresentam maior dano,
provavelmente pelo maior acimulo de estresse oxidativo. PETROLA et al. (2012) demonstrou
um maior estresse oxidativo no grupo de pacientes em uso de ITK de segunda geracdo ao
comparar com o grupo de pacientes em uso de ITK de primeira gera¢do, o que reforca o
aumento das lesdes no grupo em uso de nilotinibe e dasatinibe.

Nesse contexto, inferimos que o aumento no nivel de expressdo do gene XRCC5 em
pacientes em uso de ITK de primeira e segunda geragdo, corresponde, provavelmente, a um
potencial marcador de prognéstico desfavoravel em pacientes com LMC, uma vez que o
aumento da expressdo deste gene pode estar relacionado a uma maior reparacio do DNA
mediada pelo mecanismo de reparo JENH, na tentativa de corrigir o elevado nimero de lesdes
identificadas nesse grupo de pacientes (DIFILIPPANTONIO et al., 2000).

Ademais, o gene XRCC6 apresentou resultados semelhantes aos encontrados no gene
XRCCS5, o que ja era esperado, uma vez que esses genes codificam proteinas que formam o
heterodimero Ku 70/80, responsavel por aumentar a atividade quinase da subunidade catalitica
da proteina quinase dependente de DNA (DNA-PKcs). Ku e DNA-PKcs desempenham um
importante papel no reparo de DFDs no DNA in vivo e também podem desempenhar um papel
na regulacdo da transcricdo (CHAN et al., 1999). FU e et al. (2008) ao investigar a expressao
do gene XRCC6 em células de pacientes com LMC em diferentes estagios clinicos e revelar a
correlagdo entre a expressao do gene XRCC6, da proteina Ku70 e do BCR, evidenciou que o
gene XRCC(C6 esté significativamente mais elevado em pacientes com LMC quando comparado
com individuos saudaveis. Adicionalmente, o nivel de expressdo na fase blastica foi
marcadamente maior do que na fase cronica. Houve também uma correlagao positiva entre a

expressao do gene XRCC6 e da proteina Ku70 (FU ef al., 2008).
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A JENH depende de Ku70 e Ku80 para se ligar ao DNA e, assim, melhorar a afinidade
dos componentes enzimaticos de JENH que consistem em enzimas do tipo polimerase, nuclease
e ligase (complexo XRCC4-LIG4). O gene LIG4, localizado nos cromossomos humanos 13q33-
34, ¢ um componente importante do processo de reparo e atua de forma complexa com a enzima
de complementagdo cruzada de raios X 4 (XRCC4), promovendo uma ligadura final no ponto
de quebra da fita do DNA. Nesse contexto, a perda de L/G4 ou XRC(C4 poderia comprometer o
mecanismo de reparo JENH e contribuir para uma instabilidade gendmica e tumorigénese
(PANNUNZIO; WATANABE; LIEBER, 2018; LIEBER, 2010; XIE et al., 2014).

Em nosso estudo, ndo houve diferenca estatistica na comparacao da expressao do gene
LIG4 nos grupos. Sao escassos na literatura os trabalhos que estudem o comportamento do gene
LIG4 na LMC. Além disso, ndo se tem relato sobre uma possivel interferéncia do gene BCR-
ABL e dos ITK na expressao do LI/G4. Alguns trabalhos na literatura t€ém analisado a relagdo de
polimorfismos do gene L/G4 com o risco de desenvolvimento de cancer, no entanto os
resultados sdo conflitantes. XIE ef al. (2014) realizaram uma metanalise através de uma analise
de 17 artigos obtidos de base de dados relevantes, como o PubMed, Web of Science, Ovid e
Embase, com o objetivo de identificar a relevancia dos polimorfismos do gene LIG4 com a
suscetibilidade ao cancer. No geral, os resultados sugeriram que nao havia relevancia 6bvia dos
polimorfismos analisados (rs1805388 e rs1805386) com o risco de desenvolvimento de cancer
(XIE et al., 2014).

Desse modo, a doenca e o tratamento com ITK parecem ndo exercer influéncia sobre a
expressao do gene LIG4 nos pacientes. Logo, hipotetizamos que o L/G4 parece ndo exercer um
papel como potencial marcador de progndstico em pacientes com LMC.

Os pacientes com LMC em uso de imatinibe foram estratificados em dois grupos quanto
ao nivel de resposta molecular (RM) e comparados com o GC. Realizamos a anélise apenas
com o imatinibe em virtude do tamanho do grupo, que permitiu a estratificacao e a realizagao
das andlises estatisticas. Ademais, a maioria dos pacientes em uso de ITK de segunda geracao
apresenta, em virtude da maior porténcia desses medicamentos em comparacdo com o
imatinibe, remissdo molecular maior ou profunda, ou seja, teriamos poucos pacientes no grupo
SEM RM em uso de ITK de segunda geragao.

Ao compararmos a expressao dos genes relacionados ao reparo do DNA quanto a RM,
os genes ATM e LIG4 ndo apresentaram diferencas estatisticas entre os grupos. No entanto, as
comparagdes dos genes XRCC5 e XRCC6 apresentaram-se estatisticamente significantes, em

ambos os grupos houve um aumento da expressao dos genes no grupo COM RM em relagdo
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aos demais. Esses achados sugerem que o imatinibe provavelmente exerce influéncia sobre a
expressao dos referidos genes, aumentando a expressao dos mesmos, ¢ estdo de acordo com os
resultados do presente estudo citados anteriormente, o qual o grupo de pacientes em uso de
imatinibe teve um aumento na expressao dos genes XRCC5 e XRCC6 em relagdo aos pacientes
ao diagnostico e grupo controle.

O tratamento da LMC mudou desde a introdugdo do mesilato de imatinibe. O gene BCR-
ABL resultante tem atividade tirosino-quinase que estimula o crescimento celular e o imatinibe
atua como uma terapia alvo contra o BCR-ABL, inibindo sua atividade tirosino-quinase. No
entanto, embora os ITK sejam terapia padrdo para os pacientes com LMC em todo mundo, ja
se sabe que esses medicamentos apresentam diversos efeitos adversos e sao potencialmente
capazes de aumentar a produgdo de espécies reativas de oxigénio, o que aumentaria as lesdes
no DNA e, consequentemente, elevaria a expressdo dos genes XRCC5 e XRCC6 no grupo de
pacientes COM RM, que sofre agdo direta do imatinibe (FUNKE et al., 2005).

Adicionalmete, sabe-se que pacientes em RM apresentam niveis muito baixos ou
indetectaveis do gene BCR-ABL. Nesse caso, no grupo de pacientes COM RM subtrai-se a
influéncia direta da doenga, uma vez que o BCR-ABL encontra-se suprimido, e evidencia-se de
forma mais clara a influéncia do ITK de primeira geragao (imatinibe), reforcando assim, a nossa
hipotese.

Os escores de risco sdo sistemas de prognostico calculados aritmeticamente a partir de
dados clinicos e hematoldgicos simples ao diagnostico. Sokal, Hasford e Eutos estimam o risco
de sobrevida no inicio do tratamento, visando individualizar grupos em risco baixo,
intermediario e alto. Esses escores de risco foram projetados para avaliar diferencas na
sobrevida ou resposta (HOCHHAUS et al., 2020).

Os indices mais utilizados sdo o escores proposto por Sokal et al. (1984) em pacientes
que usavam Hidroxiuréia ou Bussulfan, e o proposto por Hasford ef al. (1998) em paciente que
usavam interferon. O escore Eutos foi proposto em pacientes que usavam o imatinibe, o
primeiro ITK, e ¢ capaz de predizer a probabilidade do paciente alcangar remissdo citogenética
completa em 18 meses, a qual € o principal marcador de sobrevida nos pacientes com LMC.
Até o momento, ndo hé evidéncia de que qualquer um dos trés escores de risco seja superior ou
mais conveniente (BACCARANI et al., 2009). Atualmente, como a maioria dos pacientes com
LMC morre de outras causas além da leucemia enquanto ainda estdo em remissao, foi criado
um quarto escore de risco, o ELTS, que foi desenvolvido para prever a probabilidade do

paciente morrer de LMC (PFIRRMANN et al., 2016; GEELEN et al., 2018; CASTAGNETTI
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etal., 2018).

Em nosso estudo, ndo houve associagdo da expressao dos genes ATM, XRCC5, XRCC6
e LIG4 quanto ao risco baixo, intermediario e alto dos escores de risco (Sokal, Hasford, Eutos
e ELTS) dos pacientes com LMC. Esses escores avaliam o prognéstico € a resposta ao
tratamento dos pacientes, no entanto, assim como outros calculos probabilisticos, sdo uma
estimativa, e ndo consideram fatores que podem surgir apds o diagndstico, como a nao adesao
ao tratamento, a falta do medicamento, o surgimento de mutagdes adicionais € outros, o que
poderia explicar a auséncia de diferencas estatisticas nas comparacdes realizadas.

O mecanismo de reparo JENH desempenha um importante papel na evolugdo da
doencgas neoplasicas. No entanto, devido a escassez de estudos na literatura que a abordem a
analise desses genes na LMC, mais estudos s3o necessdrios para propor 0S mecanismos

envolvidos e o impacto clinico da alteragdo na expressao desses genes nos pacientes.
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6 CONCLUSAO

e Os pacientes com LMC apresentaram uma maior prevaléncia do sexo masculino, a
média de idade foi 47,20 + 15,30 anos e as ocupacdes mais frequentes foram as
atividades agricolas e domésticas; a analise dos escores de risco demonstrou uma maior
frequéncia de pacientes com baixo risco, seguido de risco intermediério e alto risco.

e Pacientes com LMC apresentaram valores elevados de expressdo dos genes XRCC5 e
XRCC6 em relagdo ao grupo controle.

e O grupo de pacientes ao diagnostico/sem tratamento apresentou valores elevados de
expressdo do ATM em relacdo aos demais grupos, sugerindo que ATM esta aumentando
nos estagios iniciais da doenga; XRCC5 e XRCC6 apresentaram expressdo aumentada
nos grupos em uso de ITK de primeira e segunda geracdo, logo, esses genes parecem
ser marcadores desfavoraveis de prognostico; a expressdo do LIG4 ndo apresentou
diferencga estatistica entre 0s grupos, 0 mesmo parece nao exercer um papel como
potencial marcador de progndstico em pacientes com LMC.

e Pacientes com LMC em remissdo molecular maior e profunda, em uso de imatinibe,
apresentaram expressao aumentada dos genes XRCC5 e XRCCB, esse resultado sugere
que o imatinibe provavelmente exerce influéncia sobre a expressdo desses genes.

e As comparacdes da expressao dos genes ATM, XRCC5, XRCC6 e LIG4 com 0s riscos

dos escores Sokal, Hasford, Eutos e ELTS ndo apresentaram diferencas estatisticas.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

O mecanismo de reparo JENH desempenha um importante papel na manutengao da
integridade do genoma em mamiferos e na evolugdo das doencas neopléasicas. No entanto,
devido a escassez de estudos na literatura que a abordem a analise desses genes (4TM, XRCC35,
XRCC6 e LIG4) na LMC, mais estudos sdo necessarios para propor os mecanismos envolvidos

e o impacto clinico da alteracdo na expressao desses genes nos pacientes.
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)

Vocé esta sendo convidado por Romélia Pinheiro Gongalves Lemes como
participante da pesquisa intitulada “Avaliacio dos mecanismos de reparo do DNA e
sistema imune em pacientes com leucemia mieloide cronica”. VVocé ndo deve participar
contra a sua vontade. Leia atentamente as informacdes abaixo e faga qualquer pergunta
que desejar, para que todos os procedimentos desta pesquisa sejam esclarecidos.

NATUREZA E PROPOSITO DO ESTUDO

O objetivo da pesquisa é estudar o material genético de pacientes portadores de
leucemia mieloide cronica gerando dados que favorecam a uma melhor compreensdo do
surgimento, evolugdo clinica, resposta ao tratamento e acompanhamento desta doenga.

PROCEDIMENTOS A SEREM REALIZADOS E RESPONSABILIDADES

As coletas das amostras serdo realizadas no Ambulatério de Hematologia do
Hospital Universitario Walter Cantidio (HUWC).

A amostra bioldgica utilizada na presente pesquisa corresponde a medula 6ssea.
Esta corresponde a um tecido liquido-gelatinoso que ocupa o interior dos 0ssos. Na medula
Ossea sdo produzidos os componentes do sangue: as hemacias (glébulos vermelhos), os
leucdcitos (globulos brancos) e as plaquetas. A coleta da medula dssea sera realizada por
médico hematologista experiente com agulha de mielograma mediante puncdo esternal. O
0sso do esterno é um osso chato e plano localizado no centro do térax (regido peitoral). A
coleta para a pesquisa sera realizada no momento das realizacfes dos exames de rotina (como
mielograma e citogenética) para o diagnéstico e acompanhamento ambulatorial do
participante. Serdo coletadas, para a pesquisa, somente 4 mL de amostra de medula éssea com
0 uso de uma agulha especifica para aspiracdo da medula 6ssea. Todo o procedimento de
coleta sera realizado mediante administracdo de anestésico local com duracdo maxima de 15
minutos. O procedimento para a coleta de medula Ossea através da puncdo esternal, pode,
raramente, determinar o aparecimento de uma mancha arroxeada ao redor do local da coleta,
desaparecendo em poucos dias. Podera, também, ocorrer dor discreta e de facil alivio e,
ocasionalmente, dor de maior intensidade. Excepcionalmente, podera ocorrer sangramento
local e, raramente, podera ocorrer infeccdo local. Para pacientes com maior sensibilidade
dolorosa existe a possibilidade de realizar o procedimento sob anestesia geral. A recoleta
deste material é necessaria apenas em casos excepcionais, pela amostra ser insuficiente ou
inadequada para analise.

Além da medula dssea, serdo coletados dois tubos de 4 mL de sangue periférico
contendo EDTA como anticoagulante e 1 tubo de 5 mL com gel separador para obtencao do
soro. As amostras de sangue serdo obtidas a partir de uma pungdo venosa no brago. A puncao
venosa, ndo ira lhe expor a nenhum risco que possa comprometer a sua saude, havendo
apenas a possibilidade de dor e formagdo de uma mancha roxa devido a coleta. Caso haja um
dano na sua integridade fisica e mental serdo minimizados pela garantia de atendimento
médico e psicoldgico.

Necessitamos, também, que o Sr.(a) autorize a coleta de dados, como: nome,
idade, sexo, escolaridade, ocupacgdo, contato, data de diagnostico (LMC), nimero do
prontuario e informacdes relacionadas ao uso de medicamentos, todas essas pertinentes a
pesquisa, que serdo coletadas em um Unico momento através da aplicagcdo de questionario ou
através de consultas ao seu prontuario.
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PARTICIPACAO VOLUNTARIA

Sua participacdo é voluntaria e vocé tera a liberdade de desistir ou interromper a
participacdo neste estudo no momento em que desejar. Neste caso, vocé devera informar
imediatamente sua decisdo ao pesquisador responsavel ou a qualquer membro de sua equipe,
sem necessidade de qualquer explicacdo e sem que isto venha interferir no seu atendimento
nessa instituicéo.

Independentemente de seu desejo e consentimento, sua participacdo no estudo
poderd ser interrompida, em funcdo da ocorréncia de qualquer doenca que, a critério médico,
prejudique a continuacdo de sua participacdo no estudo, do ndo cumprimento das normas
estabelecidas, de qualquer outro motivo que, a critério da pesquisadora, seja do interesse de
seu proprio bem-estar ou dos demais participantes e, por fim, da suspensao do estudo como
um todo.

Endereco d(os, as) responsavel(is) pela pesquisa:

Nome: Romélia Pinheiro Gongalves Lemes

Instituicdo: Universidade Federal Do Ceara

Endereco: Rua Capitdo Francisco Pedro, 1210, Rodolfo Tedfilo, Fortaleza, Ceard,
Brasil.

Telefones para contato: (85) 33668264

ATENCAO: Se vocé tiver alguma consideracio ou divida, sobre a sua participacio na
pesquisa, entre em contato com o Comité de Etica em Pesquisa da UFC/PROPESQ — Rua
Coronel Nunes de Melo, 1000 - Rodolfo Tedfilo, fone: 3366-8344. (Horario: 08:00-12:00
horas de segunda a sexta-feira). O CEP/UFC/PROPESQ ¢ a instancia da Universidade Federal
do Cearé responsavel pela avaliagdo e acompanhamento dos aspectos éticos de todas as
pesquisas envolvendo seres humanos.

O abaixo assinado , anos, RG: ,
declara que € de livre e espontanea vontade que estd como participante de uma pesquisa. Eu
declaro que li cuidadosamente este Termo de Consentimento Livre e Esclarecido e que, apds
sua leitura, tive a oportunidade de fazer perguntas sobre o seu conteudo, como também sobre
a pesquisa, e recebi explicacGes que responderam por completo minhas duvidas. E declaro,
ainda, estar recebendo uma via assinada deste termo.

Fortaleza, / /
Nome do participante da pesquisa Data Assinatura
Nome do pesquisador Data Assinatura
Nome da testemunha Data Assinatura
(se o participante ndo souber ler)
Nome do profissional que aplicou o Data Assinatura

TCLE
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