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RESUMO 

 
A Leucemia Linfoblástica Aguda (LLA) é um distúrbio clonal de células 

hematopoiéticas que pode apresentar diversos tipos de caracterização genética. Um 

dos piores prognósticos para LLA envolve a presença de translocação do 

cromossomo 9 para o cromossomo 22 (t(9;22)) dando origem ao oncogene BCR-ABL 

p190+. Pacientes adultos portadores de LLA de subtipo BCR-ABL p190+ possuem 

taxas pobres de sobrevida em 5 anos por não responderem aos tratamentos clássicos 

com inibidores de tirosina-quinase disponíveis no mercado. Entretanto, estudos 

recentes utilizando inibidores de poli-ADP-ribose polimerase-1 (PARP1) mostram a 

efetividade destes fármacos sob a progressão de tumores com altos níveis de 

instabilidade genômica, sendo essa uma das características da presença do gene 

quimérico BCR-ABL p190+. Apesar disso, ainda não existe aprovação para o uso de 

inibidores de PARP (PARPi) no tratamento de nenhum subtipo leucêmico. Neste 

contexto, este estudo tem como objetivo avaliar o potencial de inibição de PARP como 

terapia para o tratamento de modelos de LLA BCR-ABL p190+. O perfil de expressão 

de PARP1 foi caracterizado através de PCR em tempo real em diferentes linhagens 

representativas de malignidades hematológicas. A seguir, foi utilizada uma linhagem 

representativa de LLA BCR-ABL p190+ e outras linhagens representativas de 

malignidades de linfócitos B para análise citotóxica com um PARPi, AZD2461, e com 

o inibidor de BCR-ABL, Imatinibe. Foram avaliados parâmetros fenotípicos 

associados aos tratamentos assim como a modulação da expressão de PARP1 e 

BCR-ABL p190. Por fim, o nível de expressão de PARP1 foi mensurado em pacientes 

portadores de LLA BCR-ABL p190+, sendo comparado a doadores saudáveis. O 

tratamento com AZD2461 apresentou níveis de citotoxicidade similares aos de 

Imatinibe no tratamento de malignidades BCR-ABL p190+, além de apresentar 

marcadores apoptóticos de maneira precoce e modular a expressão de BCR-ABL de 

maneira similar. Análises em pacientes com um maior n amostral são necessárias, 

entretanto os achados apontam para uma hiperexpressão significativa de PARP1 em 

coortes de pacientes BCR-ABL p190+. Assim, o estudo farmacológico da via de 

inibição da enzima PARP1 tem potencial como alvo na terapia para LLA BCR-ABL 

p190+, sendo capaz de limitar a viabilidade das células em linhagens leucêmicas 

representativas desta malignidade. 

Palavras-chave: BCR-ABL; Leucemia Linfóide Aguda; poli-ADP-ribose polimerase 
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ABSTRACT 

Acute Lymphoid Leukemia (ALL) is a clonal disturbance of hematopoietic cells that 

may present a diverse set of molecular characteristics. Although pediatric patients 

have high curative rates, survival probability is low for adult patients afflicted with the 

disease. One of the worst prognosis of ALL revolves around the presence of a 

translocation of the chromosome 9 and 22 (t(9;22)) which originates the oncogene 

BCR-ABL p190+. Adult ALL patients from the subtype BCR-ABL p190+ have a low 5- 

year overall survival due to non-responsiveness to the conventional tyrosine-kinase 

inhibitors available in the oncological practice. However, recent studies utilizing poli- 

ADP-ribose polimerase-1 (PARP1) inhibitors demonstrate the effectiveness of this 

drug class when treating tumors with high rates of genomic instability, which is a 

hallmark associated with the presence of the chimeric gene BCR-ABL p190+. Even 

then, PARP inhibitors (PARPi) still have no approval for use as treatment in any cases 

of hematological malignancies. In this context, this study aims to evaluate the potential 

of PARP inhibition as a treatment option for models of ALL BCR-ABL p190+. PARP1 

expression profile was characterized through real-time PCR in a cohort of cell models 

representative of hematological malignancies. A cell line representative of ALL BCR- 

ABL p190+ and other cell lines representative of B-cell malignancies were then used 

for cytotoxic assays utilizing a PARPi, AZD2461, and the BCR-ABL inhibitor, Imatinib. 

Phenotypical parameters associated with the proposed treatments were analyzed, as 

well as PARP1 and BCR-ABL p190 expression. Finally, PARP1 expression levels 

were measured in LLA BCR-ABL p190+ patients, being compared to healthy donors. 

The usage of AZD2461 present cytotoxic levels similar to that of Imatinib when treating 

BCR-ABL positive malignancies, also inducing presentation of premature death 

markers and modulating BCR-ABL expression in a similar manner. Patient analysis 

with a larger n are still warranted, however the experimental findings point towards 

PARP1 significant overexpression in BCR-ABL p190+ patient cohorts. Thereby, the 

pharmacological study of PARP1 inhibition has potential as a therapeutic option in the 

treatment of ALL BCR-ABL p190+, being able to limit cell viability in cell lines 

representative of this malignancy. 

 
KEYWORDS: BCR-ABL; Acute Lymphoid Leukemia; Poli-ADP-Ribose Polimerase. 
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1. INTRODUÇÃO 

Atualmente, a terapêutica oncológica tradicional, com a utilização de 

agentes citotóxicos, vem se mostrando pouco eficiente para o tratamento das mais 

diversas malignidades. Assim sendo, o surgimento de novas moléculas para o manejo 

e tratamento de pacientes oncológicos se torna imprescindível no sentido de que 

melhores prognósticos possam ser alcançados (TAYLOR; ESKANDER, 2017). 

Um grande desafio ainda existente dentro do contexto das neoplasias é o 

tratamento de pacientes adultos acometidos por leucemia linfoblástica aguda (LLA) 

que, mesmo quando tratados, apresentam taxas de sobrevivência de apenas 40%. 

Alguns dos principais fatores envolvidos na baixa sobrevida estão relacionados a uma 

citogenética agressiva das células tumorais e uma baixa tolerância dos pacientes aos 

quimioterápicos (KANSAGRA; DAHIYA; LITZOW, 2018). 

Um dos perfis mais agressivos na LLA ocorre na presença do cromossomo 

Filadélfia, uma translocação entre os cromossomos 9 e 22 que gera o oncogene BCR- 

ABL e suas proteínas de isoformas p210 e p190, entretanto a isoforma p190 é a 

predominante em LLA. É sabido que, independente da isoforma, estas proteínas 

estão envolvidas em mecanismos que desregulam o ciclo celular e levam assim ao 

processo carcinogênico (EL FAKIH et al., 2018). 

O atual tratamento para pacientes cromossomo Philadelfia positivo (Ph+) 

nos diferentes tipos de câncer envolve o uso de inibidores de tirosina-quinase (ITQ) e 

apresenta resultados satisfatórios (JIAO et al., 2018). Entretanto, paciente adultos 

portadores de LLA Ph+ ainda possuem mau prognóstico devido a baixa 

responsividade da isoforma p190 aos ITQ e, portanto, diversas abordagens 

terapêuticas são necessárias para um tratamento eficaz (MISHRA et al., 2006). 

Neste contexto surgem os inibidores de Poli-ADP-Ribose Polimerase 1 

(PARP1), uma enzima responsável pelo reparo de fitas simples e duplas de DNA 

celular, com intuito de apresentar uma via medicamentosa alternativa para a apoptose 

de células tumorais. Apesar de a inibição de PARP1 por si não ser letal a célula, 

quando associada a mutações nos genes associados ao reparo do DNA BRCA1/2 

(BRCA1/2), reguladores da via de reparo por recombinação homóloga (RRH), a falta 

de capacidade de reparo do material genético pode levar à morte celular em um 

processo conhecido como letalidade sintética (BYRUM; VINDIGNI; 
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MOSAMMAPARAST, 2019; D’ANDREA, 2018; LORD; ASHWORTH, 2016; 

MCCANN; HURVITZ, 2018). 

Investigações recentes sobre a eficácia de inibidores de PARP1 (PARPi) 

em diferentes malignidades identificaram que, mesmo na ausência de mutações em 

BRCA1/2, alguns tumores podem apresentar fenótipos de deficiência em RRH, um 

estado celular nomeado de BRCAness em referência a perca de funções associadas 

a BRCA. A presença de translocações e rearranjos cromossomais, assim como outros 

tipos de cicatrizes genômicas, são grandes marcadores de instabilidade genômica, 

sendo indicativos de BRCAness, e estão presentes em diversos casos de 

leucemogênese, como em leucemias Ph+ (BYRUM; VINDIGNI; MOSAMMAPARAST, 

2019; WATKINS et al., 2014). 

Além disso, a translocação de BCR-ABL1 é uma grande indutora de 

instabilidade genômica devido, principalmente, a promoção de vias de reparo não 

conservativas, como a junção de extremidades não-homóloga, e, portanto, se 

aproxima, ainda que hipoteticamente, de modelos celulares com fenótipo BRCAness 

(ABDULMAWJOOD et al., 2021; NIEBOROWSKA-SKORSKA et al., 2012; 

SLUPIANEK et al., 2011). 

Inibidores de PARP já são aprovados para o uso como monoterapia no 

tratamento de neoplasias de ovário e de mama e, em diversos estudos clínicos, os 

resultados destes medicamentos se mostram superiores aos das quimioterapias 

tradicionais (MCCANN; HURVITZ, 2018). Entretanto, o uso destes fármacos para o 

tratamento de pacientes portadores de LLA Ph p190+ e refratários aos tratamentos 

tradicionais ainda não é investigado e a maioria dos estudos clínicos na área da 

oncohematologia ainda são escassos e se encontram em fases iniciais (MAN; 

MORRIS; KENG, 2017). 

 
1.1 Problema a ser pesquisado 

O acometimento por LLA Ph+ ainda significa um mau prognóstico para 

pacientes adultos devido a baixa eficácia dos tratamentos e altas taxas de remissão. 

Os principais medicamentos utilizados nos tratamentos padrões são antigos e, 

portanto, não acompanham os avanços observados no tratamento de outros tipos de 

câncer. Sendo assim, o desenvolvimento de novas abordagens terapêuticas é 

extremamente necessário no intuito de melhorar a qualidade de vida para pacientes 
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LLA Ph p190+ (KANSAGRA; DAHIYA; LITZOW, 2018; MAN; MORRIS; KENG, 2017; 

MISHRA et al., 2006). 

Neste contexto, o uso de inibidores de PARP pode apresentar potencial 

terapêutico no tratamento de pacientes LLA Ph p190+ e pacientes pediátricos em LLA 

refratária. 
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2. OBJETIVOS 

 
2.1 Objetivo Geral 

Avaliar o potencial de inibição da enzima Poli-ADP-Ribose Polimerase 1 

(PARP1) em modelos de leucemia linfoblástica aguda como potencial terapia para 

pacientes do subtipo BCR-ABL p190+. 

 
2.2 Objetivos Específicos 

● Caracterizar a expressão gênica da enzima PARP1 em modelos in vitro de 

leucemias e linfomas de diferentes subtipos; 

● Avaliar o efeito fenotípico de um inibidor de PARP, AZD2461, em linhagens de 

leucemia linfoblástica aguda, SUP-B15 (BCR-ABL p190+), e linfomas, Raji 

(MYC-IGH) e Namalwa; 

● Analisar a expressão gênica da enzima PARP1 em amostras de pacientes com 

LLA de subtipo BCR-ABL p190+; 

● Propor a enzima PARP1 como um potencial alvo terapêutico para pacientes 

com LLA de subtipo BCR-ABL p190+. 
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3. REVISÃO DA LITERATURA 

 
3.1 Câncer 

A Organização Mundial da Saúde (OMS) reporta o câncer como sendo 

uma das principais causas de morte mundialmente entre populações idosas. De 

acordo com a OMS, doenças não-comunicáveis (DNC), que incluem câncer como um 

dos maiores agentes, são responsáveis por 71% das mortes globalmente a cada ano, 

e o progresso nas metas globais para prevenção e controle das DNCs ainda é lento. 

Como uma clara barreira para melhora da expectativa de vida no mundo, é esperado 

que a prevalência do câncer aumente nos próximos anos e a estimativa é de que mais 

de 28 milhões de pessoas sejam afetadas em 2040 (BENNETT et al., 2018; 

FITZMAURICE et al., 2019; SUNG et al., 2021). 

Enquanto a incidência e as taxas de mortalidade possuem alta variância 

entre os diferentes subtipos de tumores, 18% de todas as mortes relacionadas ao 

câncer em 2020 foram atribuídas a tumores de pulmão enquanto tumores de pulmão, 

mama, cólon, estômago, fígado e esófago foram, em conjunto, responsáveis por 

aproximadamente 50% das taxas de mortalidade por câncer no mesmo ano (SUNG 

et al., 2021). 

Leucemias e linfomas são um grupo de diversas desordens de tecidos 

hematológicos e linfoides, tendo como característica a acelerada expansão clonal de 

populações neoplásticas de linhagens celulares imuno-hematológicas no sangue 

periférico/medula óssea e nos linfonodos dos pacientes acometidos, respectivamente 

(ARMITAGE et al., 2017; JULIUSSON; HOUGH, 2016). Linfomas não-Hodgkin estão 

entre os 10 tipos de câncer mais incidentes no mundo e, somados, leucemias e 

linfomas afetam mais de 400 mil pessoas a cada ano, existindo ainda falta de 

tratamentos eficazes entre alguns dos diferentes subtipos leucêmicos 

(FITZMAURICE et al., 2019; JULIUSSON; HOUGH, 2016). 

Enquanto estruturas biológicas, tumores são altamente dependentes da 

hiperexpressão de mecanismos de proliferação celular e sobrevivência que amparam 

o crescimento tumoral mesmo em cenários que seriam, em outras situações, 

adversos (Figura 1). O status maligno de clones neoplásicos é atingido através de 

eventos multifatoriais da fisiologia normal humana, estilo de vida, exposição a agentes 

ambientais e predisposições genéticas que, em conjunto, levam à falha na maquinaria 

de reposta a danos no DNA (RDD) e, consequentemente, induzem o acúmulo de 
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mutações no material genético e anormalidades cromossômicas (HANAHAN, 2022; 

MARTINCORENA; CAMPBELL, 2015; PETERS; GONZALEZ, 2018). 

 
Figura 1. Características fenotípicas inerentes à carcinogênese. 

 

 

Fonte: Adaptada de Hanahan, 2022. 

 

 
As opções tradicionais em imuno-quimioterapia para o tratamento do 

câncer focam no uso de agentes citotóxicos que são capazes de sobrepor os 

mecanismos de sobrevivência dos clones neoplásicos, induzindo a apoptose, assim 

como na habilidade de capacitar o sistema imune do hospedeiro para impedir o 

crescimento contínuo das células malignas (BULK; VERDEGAAL; MIRANDA, 2018; 

HAJDU; VADMAL, 2013; VARGAS; APETOH, 2017). Apesar de representarem 

grandes marcos no manejo clínico de pacientes oncológicos, as terapias acima 

mencionadas ainda enfrentam um grande obstáculo na ocorrência de efeitos 

colaterais severos devido aos seus perfis de toxicidade sobre a homeostase de 
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populações celulares saudáveis (JASRA; ANAMPA, 2018; KENNEDY; SALAMA, 

2020; PORTUGAL et al., 2017). 

Outro grande obstáculo para a devida efetividade dos atuais tratamentos 

para o câncer é a emergência dos casos altamente perigosos de multirresistência a 

drogas, que são os maiores responsáveis pela refratariedade terapêutica no câncer. 

Casos de multirresistência podem ser intrínsecos, existindo inerentemente em um 

tumor mesmo antes de exposição ao tratamento, ou adquiridos, emergindo como 

resposta dos clones neoplásicos a pressão seletiva exercida pelo perfil de 

citotoxicidade farmacológica, e ambos os mecanismos podem acontecer 

simultaneamente e cooperar para a progressão da malignidade (BUKOWSKI; KCIUK; 

KONTEK, 2020; WANG; ZHANG; CHEN, 2019). 

Independentemente de serem intrínsecas ou adquiridas, vias de 

multirresistência conferem aos tumores a capacidade de escapar dos efeitos de 

impedimento da proliferação e sobrevivência exercidos pelos tratamentos citotóxicos 

através de mecanismos como o aumento do efluxo de drogas pela hiperexpressão de 

transportadores transmembranares, a regulação positiva de proteínas da via de RDD, 

realização de alterações epigenéticas que modificam a expressão de oncogenes e 

por alterações diretas no microambiente tumoral (Figura 2) (MACHADO et al., 2021; 

WANG; ZHANG; CHEN, 2019). 
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Figura 2. Mecanismos intrínsecos e extrínsecos de resistência no câncer. 
 

 
Legenda: ① Mutações genéticas podem levar a alterações na expressão de genes relacionados a resistência celular e monitoramento de ciclo. ② Tumores 

heterogêneos podem conter subpopulações resistentes a drogas citotóxicas, levando à remissão após tratamento. ③ Alguns transportadores de membrana 
protegem as células de toxinas ambientais, como drogas citotóxicas, e reduzem as suas concentrações intracelulares. ④ Após tratamento, novos oncogenes 

podem ser ativados, levando ao aumento de taxas de proliferação e diminuição da responsividade aos tratamentos. ⑤ Mutações em genes que codificam 

alvos de drogas podem reduzir a eficiência destas drogas em células mutadas. ⑥ O tratamento pode alterar o microambiente tumoral e levar a comunicação 
entre células sensíveis e seus arredores. A troca de elementos de resistência com macrófagos associados ao tumor e outras células tumorais levam a maior 
resistência à quimioterapia. Fonte: Adaptado de Machado et al, 2021. 
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A necessidade de evitar os perfis altamente tóxicos da imuno-quimioterapia 

convencional e a urgência em superar os casos emergentes de multirresistência 

tumoral tem instigado um interesse crescente nos campos da medicina de precisão e 

de terapias moleculares alvo-específicas nas últimas décadas. Apesar de serem 

alternativas relativamente novas na prática oncológica, a grande especificidade e os 

resultados clínicos positivos alcançados através de terapias moleculares alvo- 

específicas já lhes consolidaram como uma perspectiva promissora para o futuro no 

gerenciamento do câncer (LEE; TAN; OON, 2018; MACHADO et al., 2021). 

 
3.2 Leucemia Linfoblástica Aguda 

 
3.2.1 Etiopatogênese e Epidemiologia 

Leucemia Linfoblástica Aguda (LLA) é uma neoplasia do sistema 

hematopoiético que se caracteriza pela expansão clonal anormal de células 

precursoras de linhagens linfocitárias, levando a hiperproliferação de células B, T ou, 

mais raramente, Natural Killers (NK). Enquanto as leucemias são a malignidade mais 

comum entre pacientes pediátricos, a LLA é o subtipo leucêmico mais comum entre 

estes mesmos pacientes e 85% dos casos de LLA apresentam fenótipo 

hiperproliferativo de células B (LUCA, 2021). 

Os eventos que levam à transformação maligna são complexos e 

multifatoriais de modo que as taxas de incidência de LLA sofrem influência tanto de 

fatores sócio-econômicos e ambientais como de fatores relacionados à miscigenação 

populacional e etnias. Rastreios epidemiológicos em populações dos Estados Unidos 

demonstram uma maior incidência de LLA em populações de origem espânica, 

seguido por populações caucasianas e uma incidência consideravelmente menor em 

populações afro-americanas (FUJITA et al., 2021; RIES et al., 1999). 

No Brasil, a análise de casos de leucemias na primeira infância (< 5 anos) 

demonstra uma taxa média de incidência 3 vezes maior de LLA comparado a outras 

leucemias agudas não-linfóides e uma maior frequência de acometimento de 

pacientes do sexo masculino. Entretanto, os valores previamente mencionados se 

referem à médias nacionais e a Tabela 1 resume as intensas variações que são 

observadas entre as regiões geográficas do país (REIS et al., 2016). 
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Tabela 1. Taxas de incidência de leucemia pediátrica na primeira infância (< 5 anos), por milhão, de acordo com o 
subtipo leucêmico no Brasil de 1999 a 2010. 

Região 

Geográfica 
RCBP (população) n Razão (M/F) Razão (LLA/LANL) 

Norte 
Belém (1999-2003) 65 1.63 3.65 

Manaus (2011-2005) 81 1.74 3.61 

 
 
 

 
Nordeste 

Aracajú (2004-2008) 12 2.73 – 

Fortaleza (2002-2006) 71 1.68 2.73 

João Pessoa (2003-2007) 18 0.78 2.56 

Natal (2011-2005) 16 0.96 1.67 

Recife (2003-2007) 36 0.62 3.00 

Salvador (2001-2005) 49 1.08 2.27 

Teresina (2000-2002) 12 0.96 1.00 

 

 
Centro-Oeste 

Campo Grande (2000-2003) 14 0.75 5.78 

Cuiabá (2002-2006) 28 1.10 8.11 

Distrito Federal (1999-2002) 38 1.07 5.41 

Goiânia (2005-2009) 45 1.44 6.39 

 
Sudeste 

Belo Horizonte (2001-2005) 45 1.01 3.48 

Grande Vitória (2004-2008) 34 1.56 2.08 

São Paulo (2006-2010) 198 1.31 3.39 

Sul 
Curitiba (2004-2008) 61 0.88 3.59 

Porto Alegre (2002-2006) 42 2.14 2.53 

Média   1.09 3.00 

RCPB: Registro de câncer baseado na população; LLA: Leucemia Linfóide Aguda; LANL: Leucemias 

agudas não-linfoblásticas. 

Fonte: Adaptado de Reis et al. 2016. 

 

 
Tomando como referência levantamentos epidemiológicos de períodos 

anuais prévios realizados nas capitais estaduais do Brasil, é constatada uma 

crescente dos casos de LLA nas regiões Norte, Nordeste e Centro-Oeste e um 

declínio do número de casos em São Paulo. A interpretação destes dados, entretanto, 

deve ser feita com cautela, pois é provável que estas variações estejam refletindo 

tanto alterações ambientais e demográficas destas regiões como também alterações 

organizacionais do Sistema Único de Saúde (SUS), que vieram a proporcionar uma 

maior notificação de casos em regiões com prévia subnotificação e descentralização 

dos atendimentos em regiões de alta densidade demográfica, como São Paulo (REIS 

et al., 2016). 
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Apesar da grande incidência de casos de LLA pediátrica, os avanços em 

diagnóstico e tratamento das últimas décadas tornaram este um subtipo leucêmico 

de baixo risco de mortalidade, com taxas de sobrevivência em 5 anos maiores que 

90% (INABA; MULLIGHAN, 2020). O prognóstico, entretanto, piora conforme a idade 

dos pacientes acometidos avança, principalmente pelo perfil citotóxico agressivo dos 

protocolos de quimioterapia intensa que estabelecem doses limitantes mais baixas 

para pacientes mais velhos em relação a crianças (ALDOSS; STEIN, 2018; 

COCCARO et al., 2019). 

Entretanto, o prognóstico para pacientes acometidos por LLA é 

notadamente pior em países de baixo grau de desenvolvimento econômico. No Brasil, 

mesmo casos de LLA pediátrica possuem taxas de sobrevida em 5 anos após o 

diagnóstico abaixo de 70% e pacientes adultos portadores de malignidades linfóides 

possuem taxas de sobrevida ainda mais baixas, próximas a 46% considerando o 

mesmo período de 5 anos. Além disso, as taxas de sobrevida no Brasil parecem 

caminhar em sentido contrário aos avanços mundiais, permanecendo estagnadas ou 

mesmo decaindo em relação a análises epidemiológicas de períodos anuais prévios 

(ALLEMANI et al., 2018; DA SILVA; LATORRE, 2020). 

 
3.2.2 Protocolos de Tratamento e Obstáculos 

Protocolos de tratamento convencionais para LLA não seguem um padrão 

unificado, sendo personalizados com base em fatores de risco do paciente e 

preferências do centro de saúde o qual realiza o tratamento. Entretanto, o princípio 

em comum se baseia nas fases do tratamento que se dividem em pré-remissional, 

sendo esta a fase de indução que tem por objetivo levar a remissão da doença na 

medula óssea, e a fase pós-remissional, que engloba as fases de consolidação do 

tratamento, com uso de quimioterapia intensa para diminuir os níveis de doença 

residual mínima, e a fase do tratamento de manutenção (NCCN GUIDELINES FOR 

PATIENTS, 2021). 

Agentes citotóxicos costumeiramente utilizados nos ciclos quimioterápicos 

incluem antraciclinas, agentes alquilantes, antimetabólicos, alcalóides, terapias 

enzimáticas e corticoesteróides. Protocolos combinatórios destes agentes podem ser 

de alta intensidade, como hyper-CVAD, que significa o uso hiperfracionado de 

ciclifosfamida, vincristina, doxorubicina e dexametasona, ou de menor intensidade, 

como mini-hyper-CVD, que é normalmente voltado para uso em pacientes em idade 
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mais avançada e se baseia em hyper-CVAD, porém utilizando concentrações mais 

baixas de quimioterápicos e excluindo o uso da classe das antraciclinas (Figura 3) 

(JABBOUR et al., 2018; KANTARJIAN et al., 2000; NCCN GUIDELINES FOR 

PATIENTS, 2021; OTHMAN et al., 2022). 

 
Figura 3. Protocolos hyper-CVAD e mini-hyper-CVD. 

Legenda: Utilizados para fase de indução no tratamento de pacientes com leucemia linfoblástica 
aguda, os protocolos descritos podem ainda sofrer variações de acordo com as preferências do centro 
de saúde ou do profissional responsável pela prescrição, como administração de mesma em conjunto 
de ciclofosfamida, buscando atenuação de efeitos adversos. 
Fonte: Kantarjian et al., 2000; Jabbour et al., 2018. 

 
 

A utilização de ciclos quimioterápicos para o tratamento é acompanhada, 

como já bem descrito na literatura e na prática clínica, de diversos eventos adversos 

relacionados a desregulação da homeostase tecidual e citotoxicidade sob células 

saudáveis. Náusea, estomatite, pancitopenia, neuropatia e nefrotoxicidade são 

efeitos comuns em pacientes oncológicos sobre esquema quimioterápico, além de 

eventos adversos considerados severos como infecções, hepatotoxicidade e eventos 

trombóticos (LOCATELLI et al., 2021; NURGALI; JAGOE; ABALO, 2018; WEST et al., 

2021). O prognóstico de pacientes adultos é, em geral, pior que o de pacientes 

pediátricos   devido   a   existência   de   toxicidades   limitantes   de   concentrações 
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quimioterápicas que limitam a agressividade, e consequentemente a efetividade, do 

esquema terapêutico (ALDOSS; STEIN, 2018). 

Apesar das altas taxas de sobrevida alcançadas no tratamento de LLA, 

taxas de relapso ainda atingem 15-20% dos pacientes, podendo este relapso ser 

medular ou extramedular, com focos de relapso no sistema nervoso central (SNC) ou 

nas gônadas. A preocupação quanto a proliferação de células leucêmicas no SNC 

tornou, por muito tempo, a irradiação cranial profilática em um padrão no tratamento 

de LLA, entretanto, na última década, protocolos de tratamento intratecal utilizando 

metotrexato mostraram-se capazes de atravessar a barreira hemato-encefálica e 

substituir a irradiação cranial com efetividade comparável, diminuindo efeitos 

adversos e possíveis sequelas terapêuticas, principalmente em paciente pediátricos 

(GAUDICHON et al., 2019; JEHA et al., 2019; PUI et al., 2009; VEERMAN et al., 

2009). 

Uma alternativa no tratamento curativo de LLA é a realização de 

transplantes de células-tronco hematopoiéticas (TCTH). Indicações para TCTH, 

entretanto, continuam controversas e podem variar entre pacientes adultos e 

pediátricos, e até mesmo entre subpopulações de pacientes pediátricos a depender 

da idade. A Tabela 2 reúne indicações para TCTH em primeira remissão e, de 

maneira geral, as recomendações baseiam na associação de fatores como 

citogenética de alto risco, mensuração da doença residual mínima (DRM) em dias 

específicos do tratamento e resposta do paciente à prednisolona, podendo também 

ser indicada em virtude de fatores individuais indicativos de mau prognóstico, como 

falha em remissão sob primeiro protocolo de indução (DEFILIPP et al., 2019; MERLI 

et al., 2019). 

Tabela 2. Indicações para realização de TCTH em primeira remissão de pacientes de LLA pediátrica de acordo com o protocolo 
BFM-AIEOP 2009. 

 

 
Hierarquia de Critérios 

Resultados de DRM por PCR 

 
DRM-RP 

 
DRM-RM 

DRM PT2 ≥ 10-3 a 

< 10-2 

 
DRM PT2 ≥ 10-2 

Sem 

resultados de 

DRM 

Sem RC no dia 33 Não indicado DCNC DCNC DCNC DCNC 

t(4;11) Não indicado DC DC DCNC DC 

Hipodiploidia 

< 44 cromossomos 

 
Não indicado 

 
DC 

 
DC 

 
DCNC 

 
DC 
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RRP + LLA-T Não indicado Não indicado DC DCNC DC 

Nenhuma das 

características acima 

 
Não indicado 

 
Não indicado 

 
DC 

 
DCNC 

 
Não indicado 

DC: Transplante permitido com doador de HLA compatível; DCNC: Transplante permitido com doador 
de HLA compatível ou não-compatível; DRM: Doença Residual Mínima; DRM-RM: Doença residual 
mínima – risco médio; DRM-RP: Doença residual mínima – risco padrão; LLA-T: Leucemia linfoide 
aguda de células T; PCR: Polymerase Chain Reaction; PT2: Ponto de tempo 2 para mensuração de 
DRM (dia 78 após início do tratamento); RC: Resposta completa; RRP: Resposta ruim a prednisolona; 
TCTH: Transplante de células-tronco hematopoiéticas. 
Fonte: Adaptado de Merli et al., 2019. 

 

Em décadas recentes, a introdução de terapias alvo-específicas passou a 

ser incorporada aos ciclos quimioterápicos em pacientes portadores de LLA com 

fenótipos bem definidos. O uso de ITQs para pacientes BCR-ABL positivos e Ph-like 

e combinações de protocolos de indução convencionais com novas opções de 

imunoterapia no uso de rituximab, um inibidor de CD20, e blinatumomab, um inibidor 

bi-específico de CD19 e CD3, trouxe considerável melhora a sobrevida de pacientes 

refratários e de pior prognóstico (RAFEI; KANTARJIAN; JABBOUR, 2019; 

VROOMAN; SILVERMAN, 2016). 

Atualmente, a mais nova perspectiva no tratamento de casos de LLA 

refratária ou em relapso se pauta no uso de células T com receptores de antígenos 

quiméricos (CAR-T) geneticamente direcionadas para atingir antígenos de membrana 

como CD19, CD20 ou CD22 de células tumorais, ou até mesmo em modelos 

combinatórios com uma mesma célula T tendo mais de um antígeno como alvo. 

Dificuldades da utilização de CAR-T envolvem os altos custos de produção e o tempo 

necessário para modificar geneticamente células autólogas de pacientes que, muitas 

vezes, estão em fases leucêmicas avançadas. Na tentativa de mitigar esses 

obstáculos, protocolos para produção em larga escala de CAR-T halogênicos estão 

sendo estabelecidos e padronizados em centros de saúde mundialmente (MARTINO 

et al., 2021; PEHLIVAN; DUNCAN; LEE, 2018; SHAH et al., 2021). 

O uso de protocolos quimioterápicos convencionais, apesar de altamente 

efetivos em pacientes pediátricos, está atualmente limitado pelas altíssimas 

concentrações já utilizadas, sendo inviável a busca por taxas de sobrevida melhores 

em pacientes com doença refratária ou em relapso através de maiores concentrações 

de drogas nesta única estratégia. Assim, as novas opções de tratamento alvo- 

específicos e de imunoterapia são o caminho a ser seguido no objetivo de aumentar 
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a sobrevida de pacientes acometidos por LLA, proporcionando menos efeitos 

adversos e sequelas terapêuticas. 

 
3.2.3 Caracterização Molecular 

Em sua maioria, casos emergentes de LLA infantil não possuem uma 

causa unificada e bem definida, sendo muitas vezes associados a exposição da mãe 

em período pré-natal ou do bebê, pós-natal, a fatores de risco como radiação 

ionizante e pesticidas utilizados em agricultura (KUMAR; VASHIST; RATHEE, 2014). 

O risco de incidência de LLA infantil também está relacionado à presença de 

condições genéticas como síndrome de Down, anemia de Fanconi e síndrome de 

Bloom, apesar de as funções que as alterações cromossômicas relacionadas a estas 

síndromes possuem na leucemogênese ainda não estarem bem caracterizadas 

(BHOJWANI; YANG; PUI, 2015; TERWILLIGER; ABDUL-HAY, 2017). 

Genomas de tumores de LLA pediátrico tendem a ser relativamente 

simples, contendo poucas mutações em genes codificantes de proteínas. Grande 

número destas mutações, entretanto, ocorre em genes de elevada importância para 

a homeostase celular como TP53, genes da família de Ras, Fosfatidilinositol 3-kinase 

(PI3K) e Janus kinase (JAK). A perca de função de genes supressores de tumor ou a 

ativação constitutiva de oncogenes acaba induzindo a desregulação do ciclo celular, 

hiperativação de sinais de transcrição e diminuição da capacidade de diferenciação 

linfocitária, promovendo o fenótipo hiperproliferativo associado a leucemias agudas 

(HUNGER; MULLIGHAN, 2015; PAGLIARINI; SHAO; SELLERS, 2015) 

Alterações cromossômicas podem ser detectadas em aproximadamente 

75% dos casos LLA infantil e são importantes ferramentas no estabelecimento de um 

prognóstico confiável. Em linhagens progenitoras de células B, alterações frequentes 

incluem hiperdiploidia com mais de 50 cromossomos, que se configura como um bom 

prognóstico, hipodiploidia, com menos de 44 cromossomos, que indicam mutações 

em TP53 e são de maior risco, e rearranjos cromossomais incluindo ETV6-RUNX1, 

TCF3-PBX1, BCR-ABL1 e rearranjos de KMT2A com diversos possíveis sítios de 

quebra (HUNGER; MULLIGHAN, 2015; MULLIGHAN, 2012). 

Em LLA de linhagem de células T, mutações mais comuns envolvem 

translocações de fatores de transcrição, como TLX1 e TLX3, e genes de receptores 

de células T (TCR), entretanto, mutações comuns a LLA de células B também podem 

ser observadas, como ETV6-RUNX1 e rearranjos de KMT2A. Dentre todas as 
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alterações descritas, rearranjos e translocações cromossômicas são fatores cruciais 

na leucemogênese e grandes marcadores da instabilidade genômica tumoral 

(DEANGELO; JABBOUR; ADVANI, 2020; JABBOUR et al., 2015; MULLIGHAN, 2012; 

SHAGO, 2017). A Tabela 3 agrega as alterações cromossômicas mais comuns na 

LLA de células B e suas frequências. 

 
Tabela 3. Citogenética e anormalidades moleculares em Leucemia Linfoblástica Aguda de células 
B. 

Citogenética Genes envolvidos 
Frequência em 

adultos (%) 

Frequência em 

crianças (%) 

Hiperploidia (> 50 

cromossomos) 
– 7 25 – 30 

t(12;21)(p13;q22) 
ETV6-RUNX1 (TEL- 

AML1) 
2 22 – 25 

t(9;22)(q34;q11) BCR-ABL1 25 2 – 4 

t(4;11)(q21;q23) e 

outras translocações 

de KMT2A 

 
KMT2A 

 
5 – 10 

 
<5 

Baixa hipodiploidia 
TP53 em baixa 

hipodiploidia 
8 – 10 2 – 3 

t(1;19)(q23;p13) TCF3-PBX1 3 4 

t(1;14)(q11), ex: 

(p13;q11), (p15;q11) 
TCRα e TCRδ 20 – 25 10 – 20 

BCR-ABL1-like; 

Philadelphia-like 
Diversos 10 – 30 15 

Ikaros IKZF1 25 – 35 12 – 17 

Fonte: Adaptado de DeAngelo, Jabbour e Advani, 2020. 

 

3.2.4 BCR-ABL na LLA 

Apesar de possuir baixa frequência na população pediátrica, a 

translocação t(9;22)(q34;q11), precursora do gene quimérico BCR-ABL e originária 

do cromossomo Filadélfia, possui grande relevância clínica devido ao mau 

prognóstico o qual induz. A proteína BCR-ABL, normalmente associada a leucemias 

mielóides crônicas (LMC), manifesta fenótipo diferente do convencional quando em 

casos de LLA devido ao ponto de quebra mais curto na região BCR, originando um 

transcrito de menor peso molecular identificado como p190 (Figura 4) (NOGUEIRA 

et al., 2019; SHAGO, 2017). 



34 
 

Figura 4. Pontos de quebra e fusões da translocação BCR-ABL. 

 

Legenda: A proteína BCR-ABL convencional da leucemia mielóide crônica possui ponto de quebra 

entre os exons b2 e b3 da região gênica de BCR, originando um transcrito de 210 kDa, ou p210, 

enquanto a forma mais observada em casos de leucemia linfóide aguda possui ponto de quebra mais 

curto e tamanho de 190 kDa, ou p190. Esporadicamente, o ponto de quebra de BCR pode acontecer 

ainda mais a frente nos éxons de BCR, dando origem a um transcrito de 230 kDa, ou p230, relacionado 

a fenótipos leucêmicos raros. 

Fonte: Adaptado de Nogueira et al., 2019. 

O prognóstico de pacientes portadores de LLA p190+ foi revolucionado 

pelo surgimento das terapias alvo-específicas no início dos anos 2000. O uso de 

mesilato de imatinibe, um ITQ com ação direcionada para a proteína BCR-ABL1, 

associado a protocolos de quimioterapia convencionais, proporcionou um aumento 

considerável nas taxas de sobrevida e remissão molecular completa de pacientes 

BCR-ABL positivos. As altas taxas de remissão alcançadas permitem a um maior 

número de pacientes a realização de transplantes alogênicos de células-tronco 

hematopoiéticas e significam uma maior possibilidade de sobrevida livre de doença 

para este subtipo leucêmico, até então, visto como um péssimo prognóstico (DALLE 

et al., 2019; SAINI; BRANDWEIN, 2017). 
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Obstáculos ainda envolvidos no uso de ITQ se relacionam diretamente com 

efeitos não-específicos que estes medicamentos podem ter e, até mesmo, casos de 

resistência emergentes. Buscando aumentar a especificidade de inibição, foram 

desenvolvidos inibidores de segunda-geração, nilotinibe e dasatinibe, que possuem 

menor força de interação com outras tirosino-quinases, propiciando menos efeitos off 

target ao seu uso, e, no intuito de transpassar mecanismos de resistência, o inibidor 

de terceira-geração, ponatinibe, segue em estudos clínicos. A relação entre o uso de 

inibidores de segunda-geração, entretanto, e o melhor prognóstico do paciente ainda 

não é totalmente estabelecida e o uso de ponatibe é relacionado a fatalidades 

cardiovasculares que devem ser monitoradas atentamente na prática clínica (DALLE 

et al., 2019; MA et al., 2019; SAINI; BRANDWEIN, 2017). 

Por fim, a presença de BCR-ABL1 em células tumorais está altamente 

relacionado a maior instabilidade genômica pelo acúmulo de radicais livres de 

oxigênio, através da desregulação do potencial de membrana mitocondrial, e 

promoção de vias de reparo não conservativas, como a junção de extremidades não- 

homóloga, sendo responsável pelo consequente aumento da carga mutacional de 

células tumorais e progressão leucêmica acelerada (ABDULMAWJOOD et al., 2021; 

NIEBOROWSKA-SKORSKA et al., 2012; SLUPIANEK et al., 2011). 

 
3.3 Poli-ADP-Ribose Polimerases (PARP) 

 
3.3.1 Estrutura de PARP1 e PARilação 

Poli-ADP-Ribose Polimerases (PARP) são uma grande família contendo 

mais de dezoito enzimas que são responsáveis por diversos processos regulatórios 

do ciclo celular. Entre todos os membros da família, PARP1 é a melhor caracterizada 

atualmente e representa a linha de frente no reparo ao dano do material genético 

nuclear (PASCAL, 2018). 

Através de ligação direta ao DNA, PARP1 é capaz de reconhecer quebras 

em fitas simples e duplas e recrutar mecanismos de reparo através da auto-adição de 

cadeias de ADP-ribose, em um processo denominado como PARilação (EL- 

KHAMISY et al., 2003; FISHER et al., 2007). Este processo consiste em uma 

modificação pós-traducional de proteínas onde a adição de cadeias de ADP-ribose 

aos seus aminoácidos acarreta em mudanças conformacionais e regulação funcional 

das mesmas (GIBSON; KRAUS, 2012; MCCANN; HURVITZ, 2018). 
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PARP1 é constituída por diferentes domínios funcionais entre estes três 

subdomínios de zinc-fingers responsáveis por reconhecer e ligar a enzima ao DNA 

(Zn1, Zn2 e Zn3), um domínio de auto-modificação onde substratos PAR são 

adicionados (BRCT), um domínio conservado de aminoácidos Trp-Gly-Arg e 

responsável por transferir o sinal de ativação dos zinc-fingers para o domínio catalítico 

(WGR), um subdomínio helicoidal inibitório da ação catalítica de PARP1 (HD) e o 

subdomínio cataliticamente ativo e responsável pela transferência das cadeias de 

PAR (ART) (Figura 5) (LORD; ASHWORTH, 2017). 

 
Figura 5. Representação estrutural de Poli-ADP-ribose polimerase 1 (PARP1) e seus domínios 

funcionais. 

 

 
Legenda: O gene codificante de PARP1 encontra-se no braço longo do cromossomo 1 e é formado 

por um domínio de ligação ao DNA constituído de três zinc-fingers Zn1, Zn2 e Zn3 e uma região de 

localização nuclear NLS, um domínio de auto-modificação (AMD) formado pelo terminal carboxi- 

protéico de susceptibilidade ao câncer de mama (BRCT), pelo domínio de transdução de sinal WGR e 

pelo domínio catalítico com sua região inibitória do subdomínio helicoidal (HD) e sua região catalítica 

propriamente dita do subdomínio de ADP-ribosil tranferase (ART). 

Fonte: Adaptado de Machado et al, 2020. 



37 
 

Quando dano no material genético é identificado, PARP1 se auto-PARila e 

sinaliza para o recrutamento de outras enzimas responsáveis pela maquinaria de 

RDD (LANGELIER et al., 2011; LEUNG, 2014). O processo de PARilação pode 

acontecer através da formação de longas cadeias lineares de PAR ou através da 

ramificação de cadeias já existentes, sendo o alongamento de cadeias lineares o 

mecanismo preferencial de ação de PARP1 (Figura 6) (ALEMASOVA; LAVRIK, 2019; 

ROLLI et al., 1997; RUF et al., 1998). 

O mecanismo de auto-PARilação de PARP1 ainda é controverso, com 

dúvidas existentes sobre se esta ação acontece de maneira monomérica, com uma 

mesma enzima funcionando como catalisador e aceptor da reação, ou através da 

formação de dímeros, onde uma molécula de PARP1 funcionaria exclusivamente 

como catalisadora e outra molécula como aceptora de cadeias de PAR. Evidências 

para as duas hipóteses existem e, enquanto domínios de diferentes moléculas de 

PARP1 possuem capacidade de se associar in vitro, ainda não é certa qual a 

relevância funcional desta associação in vivo (ALEMASOVA; LAVRIK, 2019). 

Após sinalização de dano do DNA, porém antes de a RDD poder iniciar, 

PARP1 precisa se desligar do sítio de quebra do material genético para permitir a 

ligação da maquinaria de reparo. Esse desligamento ocorre devido ao acúmulo de 

cargas negativas advindas das adições sucessivas de ADP-ribose que interagem com 

grande força de repulsão com as moléculas de DNA. Após desvenciliação, o processo 

de PARilação é revertido e PARP1 retorna a sua conformação original e inativa 

(LANGELIER et al., 2011; LEUNG, 2014; WANG et al., 2017). 
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Figura 6. Modos de adição e alongamento de cadeias de ADP-ribose. 

 

 

Legenda: Ramificações ocorrem através da ligação direta de grupamentos de ribose. 

Fonte: Adaptado de Leung, 2014. 
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Apesar de o acúmulo de cargas negativas ser essencial para o mecanismo 

geral de PARP1, durante o processo de alongamento das cadeias de PAR é 

necessária a presença de proteínas acessórias de carga positiva e cátions para 

estabilizar as forças eletroestáticas da região de ligação ao DNA (Figura 7) 

(ALEMASOVA; LAVRIK, 2019; KUN et al., 2004). Além da presença de cofatores, a 

atividade de síntese de PARP1 também é modulada por modificações pós- 

traducionais, como metilação e acetilação, e por outras interações proteína-proteína, 

como as mediadas por ERK2 e p53 (COHEN-ARMON et al., 2007; GIBSON; KRAUS, 

2012; KASSNER et al., 2013). 

 
Figura 7. Mecanismo de ação de poli-ADP-ribose polimerase 1 (PARP1) e fatores regulatórios. 

 
Legenda: Dano ao DNA multifatorial gera quebras em fita-simples que são reconhecidas por PARP1. 

Após ligação, PARP1 se auto-PARila e o acúmulo de cargas positivas ao redor do sítio de quebra 

estabiliza a ligação de PARP1 ao DNA. O processo contínuo de PARilação leva ao recrutamento de 

enzimas envolvidas com o mecanismo de reparo. PARP1 então se desliga do DNA devido ao acúmulo 

de cargas negativas das cadeias de ADP-ribose e a forte interação eletroestática com as moléculas de 

DNA, dando espaço para que a resposta ao dano no DNA (RDD) se inicie. 

Fonte: Adaptado de Machado et al, 2020. 
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Para além da auto-PARilação de PARP1 na sinalização de RDD, vias de 

adição de ADP-riboses participam também da regulação de outros processos 

essenciais como regulação de expressão gênica, remodelamento de regiões de 

cromatina, vias apoptóticas, regulação do ciclo celular, biogênese de RNAs e até 

controle do ciclo circadiano, consolidando PARPs como importantes marcadores para 

a homeostase celular (CHAUDHURI; NUSSENZWEIG, 2017; ELEAZER; FONDUFE- 

MITTENDORF, 2021; KRAUS; HOTTIGER, 2013; KRIETSCH et al., 2013; ZHAO et 

al., 2015) 

 
3.3.2 Interações moleculares de PARP1 

Entre todas as enzimas da família das PARPs, o domínio catalítico se 

apresenta majoritariamente conservado entre PARP1 a PARP6, entretanto, nem 

todas as PARPs possuem capacidade para PARilação em longas cadeias, algumas 

sendo capazes apenas de adições monoméricas de mono-ADP-ribose, 

denominando-se MARilação (ALEMASOVA; LAVRIK, 2019; VYAS; CHANG, 2014). 

Apesar da complementariedade e sobreposição de funções entre os 

membros da família, a atividade catalítica de PARP1 representa 90% da formação 

dos polímeros de PAR em uma célula sendo, juntamente a PARP2, a proteína mais 

associada a sinalização para o RDD. A ação de PARP2 na catálise de PAR age, 

diferentemente de PARP1, preferencialmente ramificando as cadeias poliméricas e é 

proposta como sendo dependente da ação inicial de PARP1, onde PARP1 realizaria 

a primeira ligação de ADP-ribose ao aminoácido alvo, assim como alongamento desta 

cadeia inicial, e PARP2 coordenaria a ramificação desta cadeia, e das cadeias 

subsequentes, de maneira acessória (KUTUZOV et al., 2020). 

Ademais a ação dos próprios membros da família de PARPs, PARP1 

realiza interações covalentes e não-covalentes com diversas proteínas intracelulares, 

com destaque para a atividade de p53. Interações diretas entre PARP1 e p53 são 

mediadas pelo domínio C terminal (CTD) de p53, que é extremamente básico e 

apresenta maior afinidade por PARP1 auto-PARilada. Esta ligação inicial possui 

caráter não-covalente, baseando unicamente em interações eletrostátiscas, 

entretanto é necessária para que PARP1 possa covalentemente PARilar p53 em 

sítios aceptores (FISCHBACH et al., 2018). 

Apesar de não possuir funcionalidade totalmente esclarecida, a PARilação 

de p53 acarreta em mudanças estruturais com consequências como aprisionamento 
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nuclear de p53 (KANAI et al., 2007) e diminuição da afinidade de p53 pelo DNA, além 

do aumento da afinidade de p53 na formação de complexos multiméricos de proteína- 

proteína (FISCHBACH et al., 2018). 

A ativação de p53, entretanto, possui efeitos de disruptivo sobre a 

estabilidade de moléculas de PARP1, notadamente através da proteína 

ubiquitinadora MDM2 (GIANSANTI et al., 2022). MDM2 participa em um processo de 

auto-regulação negativa com p53 onde a ativação de p53 gera aumento da expressão 

de MDM2, responsável por ubiquitinar p53, marcando-o para degradação por 

complexos de proteossomas (KOO; SHARMA; NARAYAN, 2022). A atividade de 

MDM2 também é demonstrada como capaz de ubiquitinar e causar degradação de 

moléculas de PARP1, induzindo progressão de forquilhas de replicação do DNA e 

acúmulo de dano genético em modelos celulares de hiperexpressão de MDM2 

(GIANSANTI et al., 2022). 

Diferentemente de funções inibitórias atribuídas a fenótipos selvagens, 

mutações originando ganho de função oncogênica em p53 estão diretamente 

associadas a maior afinidade de PARP1 pelo DNA e maiores níveis de PAR 

intracelular (XIAO et al., 2020). A presença de p53 selvagem é, portanto, um marcador 

de resistência em células tumorais contra a efetividade de PARPis, enquanto modelos 

de câncer de mama expressando p53 com mutação em R273H se mostraram mais 

sensíveis a tratamentos sinergéticos utilizando o inibidor de PARP talazoparibe 

(IRENO et al., 2014; XIAO et al., 2020). 

De maneira geral, a PARilação catalisada por PARP1 é dependente da 

existência de domínios específicos capazes de funcionar como aceptores de PAR nas 

proteínas-alvo, sendo a maioria destas proteínas também portadoras de domínios 

básicos funcionalmente semelhantes a CTD. Portanto, a hipótese para predição da 

atividade PARilativa de PARP1 consiste na existência de domínios nas proteínas-alvo 

que permitam interação inicialmente não-covalente com polímeros de PAR para que 

haja posterior adição e alongamento de ADP-ribose nos domínios aceptores 

(FISCHBACH et al., 2018; TELONI; ALTMEYER, 2016). 

Atualmente, 92 proteínas são descritas como aceptoras diretas de PAR 

(DASOVICH et al., 2021), tendo atividade modulada diretamente por modificações 

mediadas por PARP1, incluindo importantes proteínas responsáveis pelo reparo e 

arranjo estrutural do DNA, como XRCC1 (DEMIN et al., 2021), e proteínas 
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responsáveis pela indução de apoptose em resposta a danos genotóxicos, como ATM 

e DEK (AKI; UEMURA, 2021; KAPPES et al., 2008). 

Por fim, ainda mais importante na regulação a atividade catalítica de 

PARilação é o entendimento da cinética enzimática entre PARPs e ADP-hidrolases, 

enzimas que catalisam a quebra das ligações entre riboses, das quais poli-ADP- 

ribose glicohidrolase (PARG) é a principal representante, tendo ação complementada 

em menor escala por ADP-ribosilserina hidrolase (ADPRS) e O-acil-ADP-ribose 

deacilase 1 (OARD1) (BARKAUSKAITE; JANKEVICIUS; AHEL, 2015; PILLAY et al., 

2021). PARG, assim como outras ADP-hidrolases, possue afinidade de interação 

elevada pela ligação glicolisídica existente entre os grupamentos de ribose em um 

polímero de PAR, mediando a quebra e liberação de sub-unidades de ADP-ribose 

(PILLAY et al., 2021). 

Durante o alongamento de PAR na auto-PARilação de PARP1 em resposta 

a dano genotóxico, a realização de ligações não-covalentes de proteína-proteína é 

essencial para inibição da atividade de PARGs diretamente sobre o polímero em 

alongamento (ALEMASOVA; LAVRIK, 2019). Entretanto, a atividade de PARG é 

ainda essencial na manutenção da homeostase celular devido ao perfil citotóxico de 

morte, denominado como parthanatos, associado ao acúmulo intracelular de PAR em 

cenários de dano genotóxico e hiperativação de PARP1 (Figura 8) (LIU et al., 2022; 

ZHOU et al., 2021). 
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Figura 8. Modelo esquemático de Parthanatos. 
 

Legenda: Dano discreto ao DNA causa ativação de poli-ADP-ribose polymerase 1 (PARP1), 

recrutamento da cascata de reparo e sobrevivência da célula. Danos extensos ao DNA causam 

hiperativação de PARP1 e acúmulo de polímeros de poli-ADP-ribose (PAR), com depleção de reservas 

de nicotinamida adenina dinucleotídeo (NAD) e conversão em nicotinamida (Nam). Cadeias de PAR 

interagem com o Fator Indutor de Apoptose (AIF) presente na membrana mitocondrial e causam sua 

liberação para o citosol onde este é complexado juntamente ao Fator Inibidor da Migração de 

Macrófagos (MIF) e ambos migram para o núcleo. O complexo recém-formado possui atividade de 

endonucleases e medeia então a fragmentação do DNA e condensação da cromatina, induzindo a 

morte celular via parthanatos. 

Fonte: Adaptado de Liu et al., 2022. 

 

3.3.3 Mecanismos de inibição e letalidade sintética 

Nos últimos anos, inibidores de PARP (PARPi) foram aprovados para o 

uso como tratamento em casos de câncer de ovário e de mama devido a 

demonstração da sensibilidade de tumores com mutações em BRCA1/2 a estes 

fármacos (MCCANN; HURVITZ, 2018). BRCA1/2 são genes supressores de tumor 

responsáveis por manter a estabilidade genômica através da modulação de reparo 

por recombinação homóloga (RRH), um mecanismo conservativo de reparo em 

quebras de fitas duplas do DNA (ZHAO et al., 2019). 

Entretanto, diversos tumores que não apresentam mutações diretas em 

BRCA1/2 ainda podem apresentar um fenótipo correspondente a deficiência em 
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BRCA, conhecido como BRCAness, devido a modulações por parte de outras vias 

metabólicas que interagem diretamente com fatores de RRH e de estabilidade 

genômica (BYRUM; VINDIGNI; MOSAMMAPARAST, 2019; LORD; ASHWORTH, 

2016). A presença de cicatrizes genômicas na forma de um acúmulo de mutações e, 

principalmente, de perda de heterozigose por rearranjos ou translocações 

cromossomais podem ser indicativos de uma maquinaria celular com fenótipo de 

BRCAness e consequente deficiência em RRH (WATKINS et al., 2014). 

PARP1 é responsável por sinalizar danos no DNA, especialmente quebras 

em fitas-simples, portanto a sua inibição acarreta no agravamento dessas lesões e 

na sua conversão em quebras de fitas-duplas. Tumores deficientes em mecanismos 

de RRH, como tumores com fenótipo de BRCAness, são incapazes de reparar 

corretamente e com eficiência as quebras de fitas-duplas, sendo muito dependentes 

de vias de reparo mais propensas a erros como junções não homólogas das 

extremidades e, portanto, tendem à apoptose quando tratados com inibidores de 

PARP1 devido ao aumento crescente da instabilidade genômica celular (D’ANDREA, 

2018; JIANG et al., 2019). 

O uso de PARPi no tratamento de neoplasias representa, portanto, a 

primeira aplicação clínica do conceito de letalidade sintética, sendo este caracterizado 

como a capacidade de explorar vias metabólicas as quais uma célula é 

intrinsicamente defeituosa e induzir a morte celular através da manipulação 

farmacológica de outras vias as quais a célula se torna hiper-dependente (Figura 9) 

(LORD; ASHWORTH, 2017). 
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Figura 9. Aplicabilidade clínica do conceito de letalidade sintética. 
 

 
Legenda: Durante o processo de carcinogênese, células previamente saudáveis podem perder 

proficiência na via de reparo por recombinação homóloga (RRH), apresentando um fenótipo de 

BRCAness, e passar a ser hiperdependentes de outras vias de reparo, como PARP1. No caso de dano 

sofrido pelo DNA, uma célula saudável possui uma gama de recursos disponíveis para lidar com esse 

dano e não é tão afetada pela inibição de PARP1, que é apenas uma destas vias. Uma célula maligna 

hiperdependente de PARP1 tende a apoptose quando exposta a inibidores de PARP devido à grande 

instabilidade genômica consequente da falta de vias de reparo alternativas e um acúmulo exagerado 

de mutações. 

Fonte: Autoria Própria, (2023). 

 
 

Além da inibição direta do processo de PARilação, outro meio pelo qual 

PARPis exercem sua atividade citotóxica é através da formação de complexos 

insolúveis de PARP-DNA, um processo conhecido como aprisionamento de PARP ou 

PARP trapping. Quando PARP1 se liga ao DNA e é incapaz de se desvencilhar, a 

maquinaria de RDD não consegue se ligar e agir sobre aquela sequência defeituosa, 

impedindo o reparo do DNA e induzindo agravamento do dano genético. Alguns 

PARPi são mais efetivos em aprisionar PARP1 do que outros, e alguns até induzem 
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a liberação precoce de PARP1, entretanto essas diferenças de atividade não 

possuem correlação direta com a capacidade destes fármacos em inibirem o 

processo de PARilação em si (MURAI et al., 2012, 2014; ZANDARASHVILI et al., 

2020). 

 
3.3.4 Inibidores de PARP na clínica 

Atualmente, quatro inibidores são aprovados para uso clínico, sendo estes 

o olaparib, rucaparib, niraparib e talazoparib, além de diversos inibidores que seguem 

em diferentes estágios de estudos clínicos. Entretanto, o uso terapêutico dos PARPi 

aprovados ainda é bastante limitado e se concentra principalmente no tratamento de 

câncer de mama e de ovário, com alguns usos em malignidades de próstata e 

pâncreas que apresentam defeitos na maquinaria de RRH (BALASUBRAMANIAM et 

al., 2017; HOY, 2018; ISON et al., 2018; KIM et al., 2015; SPIEGEL; VAN HOUTEN; 

DURRANT, 2021). A Tabela 4 sumariza os inibidores aprovados e suas 

recomendações clínicas. 

 
Tabela 4. Inibidores de Poli-ADP-Ribose (PARP) aprovados e seus usos clínicos. 

Inibidor de 

PARP 
Tipo Tumoral Recomendação Clínica 

Órgãos 

Regulamentadores 

 
 
 
 
 
 
 

Olaparib 

 

 
Câncer de ovário 

Pacientes com mutação em BRCA ou RRH com resposta 

completa ou parcial a tratamento baseados em platina; 

Pacientes tratados com três ou mais linhas prévias de 

quimioterapia 

 
 
 
 
 
 
 

FDA; EMA; ANVISA 
Câncer de mama 

Pacientes com mutações em BRCA e tumor metastático 

HER2-negativo 

Câncer de 

pancreas 

Manutenção de pacientes com mutação em BRCA que 

não progrediram após tratamento baseado em platina 

Câncer de 

próstata 

Pacientes com mutações em RRH e câncer metastático 

resistente a castração que progrediram após tratamento 

prévio 

 
 
 

 
Rucaparib 

 

 
Câncer de ovário 

Manutenção de pacientes em resposta completa ou parcial 

a tratamentos baseados em platina; Pacientes com 

mutação em BRCA e duas ou mais linhas de quimioterapia 

prévias 

 
 
 

 
FDA; EMA 

Câncer de 

próstata 

Pacientes com mutações em BRCA e câncer metastático 

resistente a castração que progrediram após tratamento 

prévio 
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Niraparib 

 

 
Câncer de ovário 

Manutenção de pacientes em resposta completa ou parcial 

a tratamentos baseados em platina; Pacientes com 

mutação em BRCA e três ou mais linhas de quimioterapia 

prévias 

 

 
FDA; EMA; ANVISA 

Talazoparib Câncer de mama 
Pacientes com mutações em BRCA e tumor metastático 

ou localmente avançado que seja HER2-negativo 
FDA; EMA; ANVISA 

ANVISA: Agência Nacional de Vigilância Sanitária; EMA: European Medicines Agency; FDA: Food and 

Drug Administration; RRH: Reparo por recombinação homóloga. 

Fonte: Autoria Própria 

 
 

Os diferentes PARPi disponíveis podem ser classificados de acordo com a 

capacidade de estabilizarem o subdomínio inibitório da ação catalítica, HD, e 

consequentemente modular a afinidade de PARP1 pelo DNA através de interações 

entre sítios alostéricos, promovendo o processo de PARP trapping. Inibidores de tipo 

1 tendem a desestabilizar o HD, gerando maior afinidade de PARP1 pelo DNA; 

Inibidores de tipo 2, como olaparib e talazoparib, possuem baixa atividade sobre o HD 

e não influenciam de maneira significante as interações alostéricas; Inibidores de tipo 

3, como rucaparib e niraparib, atuam estabilizando o HD e promovendo seu efeito 

inibitório, levando a liberação precoce de PARP1 das quebras em fitas-simples 

(ZANDARASHVILI et al., 2020). 

A capacidade de um PARPi em aprisionar PARP1 ao DNA está 

diretamente relacionado com sua capacidade citotóxica e com o grau de promoção 

de instabilidade genômica promovido pelo inibidor, tendo em vista que este 

aprisionamento proporciona, além da continuidade do dano genético não reparado, o 

escalonamento deste dano em fita-simples a um dano em fitas-duplas (SPIEGEL; 

VAN HOUTEN; DURRANT, 2021; ZANDARASHVILI et al., 2020). 

O mecanismo de ação dos PARPi convencionais consiste no mimetismo 

molecular de NAD, o qual PARPs utilizam como substrato para produção das cadeias 

de ADP-ribose. PARPis competem pelo sítio de ligação de NAD em uma cadeia de 

ADP-ribose e, após sua associação, impedem a continuação do crescimento da 

cadeia e levam ao bloqueio da atividade enzimática de PARPs. Devido à alta 

conservação da atividade catalítica entre as moléculas da família de PARP, a maioria 

dos inibidores aprovados na prática clínica possuem interações alostéricas adicionais 

no intuito de apresentarem maior seletividade apenas para PARP1/2 (FERRARIS, 

2010; KUTUZOV et al., 2020; SLADE, 2020). 
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Apesar de representarem grandes avanços da pesquisa oncológica, o uso 

de PARPi ainda enfrenta obstáculos relacionados a resistência tumoral afetando 

diretamente a efetividade dos tratamentos. A elevada atividade de transportadores de 

membrana ABCB1, codificantes de glicoproteína-P, é uma via comum de 

multirresistência tumoral relacionada a resistência cruzada entre quimioterápicos, 

sendo responsável pelo efluxo de drogas para o meio extracelular, e é um importante 

fator inibitório da atividade citotóxica de olaparib, representando um desafio a ser 

superado na prática clínica (BAGLO et al., 2021; JIANG et al., 2019; LOMBARD et 

al., 2019). 

Análises de transcriptoma de linhagens celulares sensíveis versus 

linhagens resistentes a olaparib sugerem que a resistência a PARPi pode também 

estar relacionada a hiperativação da sinalização canônica de WNT, uma via celular 

que desempenha papel pro-carcinogênico no crescimento de diversos tumores 

através da interação entre WNT/β-catenina e fatores de transcrição nuclear, 

promovendo aumento de sinais proliferativos e de sobrevivência em células malignas 

(HU et al., 2021; TACIAK et al., 2018; YAMAMOTO et al., 2019). 

Atualmente, novos PARPi menos suscetíveis a vias de multirresistência 

tumoral passam por fases de estudos pré-clínicos no intuito de potencializar as 

opções de tratamento disponíveis aos pacientes oncológicos. AZD2461 é uma droga 

com estrutura análoga ao olaparib, porém com pequenas mudanças em grupos 

funcionais que diminuem a sua afinidade por bombas de efluxo transmembranares 

(Figura 10). Apesar de a atividade de AZD2461 ser comparável à de olaparib em 

linhagens de câncer de mama com mutações em BRCA1/2, em linhagens que 

hiperexpressam glicoproteína-P, AZD2461 é capaz de manter sua atividade citotóxica 

enquanto olaparib se mostra ineficaz (O’CONNOR et al., 2016). 
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Figura 10. Diferenças estruturais entre Olaparib e o análogo AZD2461. 

 

 
Legenda: Alterações em grupos funcionais tornam AZD2461 menos suscetível ao transporte para o 

meio extracelular através da ação de transportadores de membrana da família ABCB1. 

Fonte: Adaptado de O’Connor et al, 2016. 

 
 

Em estudos clínicos, AZD2461 apresenta apenas uma entrada registrada 

na plataforma clinicaltrials.gov onde foi investigado quanto a sua dose máxima 

tolerada, efeitos adversos, eventos hematológicos, farmacocinética e 

farmacodinâmica no tratamento de pacientes com tumores sólidos refratários. O 

estudo foi conduzido pela empresa AstraZeneca e, apesar de concluído em 2011, não 

possui resultados clínicos disponíveis na plataforma, gerando, portanto, uma lacuna 

quanto a efetividade e tolerabilidade do seu uso em humanos (NCT01247168). 

Por fim, mesmo com diversas recomendações clínicas, o uso de PARPis 

não é isento efeitos colaterais aos pacientes. Devido aos perfis de inibição de 

diferentes enzimas da família das PARPs e as características únicas de cada inibidor 

em induzir PARP trapping, a ação de PARPis muitas vezes está associada a altas 

taxas de mielosupressão, anormalidades do sistema linfático, anemias, 

trombocitopenias, síndromes mieloproliferativas e até a eventos menos específicos 

como desordens gastrointestinais e renais (LAFARGUE et al., 2019; TIAN et al., 

2022). 

É importante ressaltar também que, em geral, o tratamento com PARPis é 

associado ao uso de outras drogas citotóxicas no intuito de aumentar a eficiência dos 

tratamentos e sobrepor possíveis vias de resistência. O resultado desta associação, 

entretanto, aumenta a predisposição a eventos adversos severos que, por muitas 

vezes, acabam por desencorajar a continuidade de investigações clínicas. Portanto, 
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é imperativo para investigadores o conhecimento prévio do perfil de toxicidade de 

cada PARPi com o qual se pretende trabalhar e as possíveis interações 

medicamentosas com outras opções terapêuticas no tratamento oncológico 

(LAFARGUE et al., 2019; MADARIAGA et al., 2020). 

 
3.3.5 PARP e neoplasias hematológicas 

Na última década, os bons resultados obtidos com PARPi no tratamento 

de neoplasias ginecológicas instigou o interesse em expandir a sua aplicabilidade 

para outros tipos de malignidades que podem, potencialmente, se beneficiar de 

estratégias de letalidade sintética (MATEO et al., 2019). 

Leucemias e linfomas são, atualmente, focos destes estudos de 

redirecionamento farmacológico devido a alta presença de rearranjos e translocações 

cromossomais que atuam como drivers de neoplasias hematológicas, pressupondo 

uma maior instabilidade genômica e a presença de possíveis erros de mecanismos 

de reparo (FARAONI et al., 2019; MACHADO et al., 2020). 

Um grande número de PARPis, incluindo os já estabelecidos na clínica 

assim como novas drogas experimentais, possuem investigações correntes ou 

passadas em etapas pré-clínicas e estão destacados na Tabela 5. De maneira geral, 

a efetividade de PARPis em malignidades hematológicas se mostra correlacionada 

com baixos níveis de atividade de RAD51 recombinase e altas taxas de fosforilação 

da histona H2AX, o que não é surpreendente tendo em vista a ação de ambos como 

biomarcadores da presença de quebras em fitas-duplas e da proficiência celular em 

RRH (MACHADO et al., 2020; PALLA et al., 2017; SKELDING; LINCZ, 2021; 

WASSING; ESASHI, 2021). 

 
Tabela 5. Inibidores de Poli-ADP-Ribose (PARP) investigados em malignidades hematológicas. 

Inibidor de PARP Outras Nomenclaturas Alvo Molecular Malignidade Hematológica 

Olaparib AZD-2281; KU-59436 PARP-1/2/3 
LLA; LMA; LLC; LMC; Linfoma de 

células T; MM; NMP; LNH 

Rucaparib AG-14699; PF-01367338 PARP-1/2/3 LLA; LMA; 

Niraparib MK4827 PARP-1/2 LMA; LNH 

Talazoparib BMN-673; MDV-3800 PARP-1/2 
LLA; LMA; LLC; LMC; Linfoma de 

células T; NMP; LNH 

 
Veliparib 

 
ABT-888 

 
PARP-1/2 

LLA; LMA; LLC; LMC; Linfoma cutâneo 

de células T; Linfoma refratário; MM; 

NMP; LNH; LDGCB; LHc; LF; FLt 
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CEP-8983 CK-102 PARP-1/2 LLC 

PJ34 - PARP-1/2 LLA; LMA; LLC; LMC; MM 

5F02 - 
PARP-1 

(não-NAD-like) 
LMC 

AG14361 - PARP-1 LMC 

6-(5H)- 

phenanthridinone 

NSC 11021; NSC 40943; NSC 

61083; PHEN 
PARP-1 Linfoma de células T 

KU-0058948 
Análogo de homopiperazina, 

14 
PARP LMA; LMC 

NU1025 NSC 696807 PARP LMC; Linfoma murino 

AZD2461 1174043-16-3 PARP Linfoma de células T 

LLA: Leucemia Linfóide Aguda; LMA: Leucemia Mielóide Aguda; LLC; Leucemia Linfóide Crônica; 

LMC: Leucemia Linfóide Crônica; MM: Mielóma Múltiplo; NMP: Neoplasma mieloproliferativo; LNH: 

Linfoma não-Hodgkin; LDGCB: Linfoma difuso de grandes células B; LHc: Linfoma de Hodgkin 

clássico; LF: Linfoma folicular; LFt: Linfoma folicular transformado. 

Fonte: Adaptado de Skelding e Lincz, 2021. 

 

Investigações clínicas sobre a efetividade de PARPis em tumores 

hematológicos ainda são escassas e reúnem baixos números de pacientes, existindo 

resultados publicados apenas para os inibidores olaparib e veliparib. Os defechos 

clínicos observados, entretanto, apontam para melhora modesta em pacientes 

tratados com PARPis, tendo como principal vantagem do seu uso a baixa toxicidade 

quando administrados em forma de monoterapia e a capacidade de associação a 

outras estratégias terapêuticas (FRITZ et al., 2021; SKELDING; LINCZ, 2021). 

Sendo assim, estudos utilizando PARPis para tratar malignidades 

hematológicas ainda possuem muitos campos a serem explorados, devendo-se 

buscar cada vez mais sobre o real benefício desta classe farmacológica em um 

contexto clínico e sobre biomarcadores que possam estar diretamente associados a 

sua efetividade. 
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4. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

4.1 Modelos Celulares 

 
Para o desenvolvimento deste projeto, serão utilizadas a linhagens 

leucêmicas representativas de malignidades: SUP-B15, Raji, Namalwa e Jurkat, 

gentilmente cedidas pelo Dr. Lucas Eduardo Botelho de Souza da Universidade de 

São Paulo de Ribeirão Preto, K562, FEPS e K-562 Lucena 1, gentilmente cedidas 

pela Dra. Vivian M. Rumjanek da Universidade Federal do Rio de Janeiro, além de 

linhagens de células saudáveis para fins comparativos, MRC-5 e MNP-01 (Tabela 6). 

 
Tabela 6. Caracterização das linhagens leucêmicas humanas 

Linhagens Celulares Malignidade Tipo Celular Caracterização 
Nível de 

Biossegurança 

 
SUP-B15 

Leucemia Linfóide 

Aguda 

 
Linfócito B 

Pseudodiploide com 

detecção de BCR- 

ABL1 (e1-a2) 

 
1 

 
Raji 

 
Linfoma de Burkitt 

 
Linfócito B 

Hipotetraploide com 

detecção de MYC-IGH; 

EBV-positivo 

 
2 

 
Namalwa 

 
Linfoma de Burkitt 

 
Linfócito B 

Pseudotriploide com 

2% de poliploidia; 

EBV-positivo 

 
2 

Jurkat 
Leucemia Linfóide 

Aguda 
Linfócito T 

Pseudodiploide com 

5,3% de poliploidia 
1 

 
K562 

Leucemia Mielóide 

Crônica 

 
Blasto Granulocítico 

Hipotriploide com 

detecção de BCR- 

ABL1 (e14-a2) 

 
1 

 
FEPS 

Leucemia Mielóide 

Crônica 

 
Blasto Granulocítico 

Derivada de K562 

resistente a 

daunorrubicina 

 
1 

K-562 Lucena 1 
Leucemia Mielóide 

Crônica 
Blasto Granulocítico 

Derivada de K562 

resistente a vincristina 
1 

MRC-5 CNN Fibroblasto Pulmonar CNN 1 

MNP-01 CNN Epitélio Gástrico CNN 1 

CNN: Células não-neoplásicas. 
Fonte: Autoria Própria, 2023 



53 
 

Os experimentos utilizando as linhagens foram realizados no laboratório 

de Farmacogenética do Núcleo de Pesquisa e Desenvolvimento de Medicamentos 

(NPDM) da Universidade Federal do Ceará e no laboratório de Transferência Gênica 

do Hemocentro de Ribeirão Preto (HEMORP). 

As linhagens leucêmicas foram mantidas em meio RPMI 1640 

suplementado com 10% de Soro Fetal Bovino (SFB) e 1% de penicilina (100 U/ml) e 

estreptomicina (100 mg/ml), em estufa a 37°C com 5% de CO2, com passagens 

regulares três vezes por semana. Em exceção ao descrito, a linhagem SUP-B15 foi 

mantida em RPMI 1640 suplementado exclusivamente com 20% de SFB e as 

linhagens FEPS e Lucena foram cultivadas em meios com 46 nM de daunorrubicina 

e 60 nM de vincristina, respectivamente. 

As linhagens de células saudáveis MRC-5 e MNP-01 foram mantidas em 

meio DMEM suplementado com 10% de SFB e 1% de penicilina (100 U/ml) e 

estreptomicina (100 mg/ml), em estufa a 37ºC com 5% de CO2, com passagens 

regulares três vezes por semana utilizando-se Tripsina-EDTA 0,5% diluída a 10X em 

tampão fosfato (PBS) para desprendimento das células aderidas. 

 
4.2 Substâncias Químicas 

Os fármacos Mesilato de Imatinibe, Cloridrato de Doxorrubicina e a 

molécula AZD2461 foram adquiridos através da empresa Sigma-Aldrich (EUA). Os 

fármacos foram diluídos em Dimetilsulfóxido (DMSO) em uma concentração estoque 

de 100 µM, e armazenados no freezer -20ºC até seu uso. 

 
4.3 Avaliação Molecular 

 
4.3.1 Extração de RNA e Transcrição Reversa 

RNA total foi extraído com o reagente TRIzol Reagent® (InvitrogenTM) de 

acordo com instruções do fabricante e quantificado por absorbância utilizando o 

equipamento NanoDrop (ThermoFisher Scientific®). 

A partir de 20ng de RNA total extraido foi sintetizado o DNA complementar 

(cDNA) de acordo com o kit High Capacity cDNA Reverse Transcriptase 

(ThermoFisher Scientific®). A etapa de conversão foi realizada no termociclador 

Veriti® thermal cycler (Applied Biosystems®). 
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As amostras de cDNA foram armazenadas em freezer -20°C para 

estabelecimento de uma biblioteca de cDNA e permaneceram congeladas até sua 

análise. 

 
4.3.2 Desenho de Primers e Validação da Expressão Gênica por Real-Time PCR 

Quantitativo (qPCR) 

A síntese de primers foi realizada pela empresa ThermoFisherTM Scientific 

através da sequência transcrita completa dos genes PARP1 (Referência: 

Hs00242302_m1), BCR-ABL p190 (e1a2) (Referência: Hs03024844_ft) e do gene 

ACTB (Referência: Hs01060665_g1), que foi usado como controle endógeno. 

A reações de PCR quantitativa em tempo real foram realizadas utilizando 

o kit Power SYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosystems®) para amostras de 

linhagens celulares, e para as amostras de pacientes o sistema TaqMan® Gene 

expression assays (Applied Biosystems®). Os fragmentos amplificados foram 

quantificados pela análise dos dados fluorescentes através do software versão 1.1 no 

equipamento QuantStudio® 5 (Applied Biosystems®). 

Na análise de PCR em tempo real, a quantificação é baseada no Cicle 

threshold (CT), que é inversamente proporcional ao logaritmo do número de cópias 

iniciais (TYAGI; BRATU; KRAMER, 1998). O CT é definido como o primeiro ciclo de 

amplificação no qual a fluorescência indica que os produtos de PCR se tornaram 

detectáveis. Para determinar a linha de corte para a expressão gênica alterada em 

tecidos tumorais, o valor CT será determinado também em tecido normal. 

Estabelecidos os CT de cada amostra, o cálculo do nível de expressão é 

realizado através do Método CT comparativo ou Método 2 - ΔΔCT, dessa forma, o nível 

de expressão do gene de interesse é relatado em relação ao do gene de referência 

para cada amostra (SCHMITTGEN; LIVAK, 2008): 

Expressão do Gene de Interesse = 2 - ΔΔCT
 

Onde ΔCT= (CTgene de interesse) – (CTendógeno) para cada triplicata 

ΔΔCT = (ΔCTexperimental) – (ΔCTcontrole) 

Para que o método 2 -ΔΔCT seja validado, deve-se assumir que a eficiência 

de amplificação do gene alvo e a eficiência de amplificação do controle interno devem 

ser aproximadamente iguais (SCHMITTGEN; LIVAK, 2008). 
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Cada amostra em análise será realizada em triplicata para a validação da 

técnica e dos valores de CT, de acordo com os guidelines internacionais para 

avaliação de expressão gênica por PCR em Tempo real (BUSTIN et al., 2009). 

A análise estatística utilizada será a análise de variância de uma via 

(ANOVA), para um nível de significância de 5% (p ≤ 0,05). A linhagem modelo, SUP- 

B15, e as linhagens linfóides de maior expressão foram escolhidas para continuidade 

dos experimentos. 

 
4.3.3 Extração de DNA 

Ao atingirem a confluência total, células da linhagem SUP-B15 foram 

suspensas em PBS. O DNA foi extraído usando o Wizard® Genomic DNA Purification 

kit (Promega Corporation, USA) de acordo com o protocolo do fabricante. 

A pureza e integridade do DNA foi avaliada no Agilent 2200 TapeStation 

(Agilent Technologies, USA) com D1000 ScreenTape (Agilent Technologies) de 

acordo com o protocolo do fabricante, somente sendo utilizadas amostras com 

número de integridade de DNA (DIN) >7 para as análises posteriores. 

 
4.3.4 Análise de hibridização genômica comparativa baseada em matriz (aCGH) 

A identificação de alterações cromossômicas somáticas de ganhos e 

perdas de segmentos foi realizada utilizando a técnica de hibridação genômica 

comparativa em microarranjos de oligonucleotídeos (aCGH). Esta técnica permite a 

detecção de variações no número de cópias de segmentos de DNA da amostra teste 

em relação a uma amostra referência. Para o aCGH, foi utilizada a matriz SurePrint 

G3 Cancer CGH+SNP Microarray G4869-60510 Kit, 4x180K, da Agilent, contendo 

cerca de 120.000 sondas de aCGH, cobrindo o total de clones do consórcio ISCA 

(International Standards for CytogenomicArrays). 

De forma resumida e ordenada, estão apresentados abaixo, os 

procedimentos adotados para realização o aCGH: 

• Extração de DNA das células cultivadas, feita com o uso do Kit de 

Extração Illustra – Tissue&Cells, GenomicPrep Mini Spin Kit, da GE 

Healthcare, seguindo o protocolo do fabricante; 

• Digestão enzimática do DNA extraído para a formação de fragmentos 

entre 200 a 500 pb, sendo realizada com o DNA de referência 
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(HumanReference DNA Male or Female), disponibilizado no kit SureTag 

Complete DNA Labeling (Agilent Technologies, Santa Clara, CA); 

• Marcação do DNA genômico digerido com Cy5-dUTP para as amostras 

avaliadas e Cy3-dUTP para o DNA de referência, utilizando-se o 

Labeling Master Mix, composto por água ultrapura, tampão de 

reativação 5x, 10x dNTPs, Cy3-dUTP ou Cy5-dUTP e Exo-Klenow (DNA 

polimerase). 

• Purificação das amostras, a partir de sua incubação na Hybridization 

Master Mix, por 3 minutos a 95 ºC, seguida da incubação em 

umtermociclador por 30 minutos a 37 ºC e centrifugação do material por 

1 minuto a 6000x g. 

• Hibridização em uma lamínula específica, com adição de 100 μl da 

solução em cada um dos poços, encaixe da lâmina de microarranjo 

sobre a lamínula e transferência desse conjunto para um forno de 

hibridização com estante rotativa (G2545A, Agilent Technologies, Santa 

Clara, CA, USA) para incubação por 24 horas a 67ºC com uma rotação 

de 20 rpm. 

• Lavagens pós- hibridização para minimizar a exposição do gDNA 

marcado ao ozônio a partir da incubação das lâminas de aCGH em 

cubas de vidro contendo os tampões de lavagem aCGH/ChIP-on-Chip 

Wash Buffer 1 e Agilent Oligo aCGH/ChIP-on-Chip Wash Buffer 2. 

Posteriormente, lâminas foram cobertas com uma lamínula protetora de 

ozônio, e encaixadas em um estojo para dar seguimento à etapa de 

escaneamento e extração de dados. 

• A lâmina foi escaneada no DNA Microarray Scanner with SureScan 

High-Resolution (G2505C, Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA) 

e a imagem foi analisada com o Agilent Feature Extraction v.12.5, 

usando as configurações padrões. 

 
4.3.5 Alteração de Número de Cópias (CNAs) 

Os dados foram analisados por meio de uma série de métricas de controle 

de qualidade implementadas no software CytoGenomics 5.0.2.5 (Agilent 

Technologies, Santa Clara, CA). As CNAs foram calculadas usando o algoritmo 

Aberration Detection Method 2 (ADM-2) com um ajuste de limiar de sensibilidade de 
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6 e um filtro de aberração com um número mínimo de sondas = 3 e um 

AvgAbsLogRatio mínimo = 0,25 no software CytoGenomics 5.0.2.5 (Agilent 

Technologies, Santa Clara, CA). A caracterização das regiões genômicas (arquivos 

BED) descritas como "ganho" ou "perda" foram extraídas e apenas regiões > 1 kb 

foram usadas para construir um arquivo de mapeamento de referência usando uma 

combinação das funções "intersetBed" e "multiIntersectBed" do pacote BEDtools do 

R. Todas as anotações genômicas foram feitas usando o genoma humano 

GRCh37/hg19 proveniente do Genome Browser da University of California Santa Cruz 

(http://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgGateway). Todas as análises estatísticas foram 

realizadas utilizando o software GX 14.5 (Agilent Technologies, Santa Clara, CA) e o 

R v.3.6.2. 

O ideograma mostrando as CNAs foram construídos usando o software 

online PhenoGram (https://ritchielab.org/software/phenogram-downloads) (WOLFE et 

al., 2013). 

 
4.4 Avaliação Fenotípica 

 
4.4.1 Ensaio de Citotoxicidade por Alamar Blue 

As linhagens SUP-B15, Raji e Namalwa foram semeadas em placas de 96 

poços em meio RPMI. A linhagem SUP-B15 foi semeada em concentração de 1,5x104 

células/poço e as linhagens Raji e Namalwa com 2x104 células/poço (100 μL/poço) e 

mantidas em estufa a 37°C com atmosfera de 5% de CO2 por 24 horas. Quando 

plaqueada para tratamento de 24 horas, a linhagem SUP-B15 também foi semeada a 

2x104 células/poço. As substâncias Mesilato de Imatinibe, Cloridrato de Doxorrubicina 

e AZD2461 foram diluídas em DMSO para solução de uso a 100 µM. 

A partir da solução de uso, foi feita uma diluição em RPMI para obtenção 

de uma concentração de 20 μM, a partir da qual foram realizadas as diluições seriadas 

para a obtenção das concentrações de 10 μM, 2 μM, 0,4 μM, 0,08 μM, 0,016 μM e 

0,0032 μM, que foram adicionadas na placa de 96 poços (100 μL/poço), além do 

controle de crescimento positivo, não tratado, e do controle de crescimento negativo, 

onde não há adição de células ou fármacos, apenas meio RPMI. Todas as 

concentrações foram testadas em triplicata para cada linhagem após um período de 

incubação de 72 horas, com exceção da linhagem SUP-B15 que também foi tratada 

e analisada com todas as drogas em períodos de 24 e 48 horas. 

http://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgGateway)
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Posteriormente, foi adicionado 20 μL da solução de Alamar Blue na 

concentração de 0.02% diluído em meio RPMI e a placa foi incubada novamente em 

estufa a 5% de CO2 por 5 horas para a linhagem SUP-B15 e por 3 horas para as 

linhagens Raji e Namalwa. A placa foi lida no espectrofotômetro de placa a um 

comprimento de onda de excitação a 560nm e emissão a 590 nm (RAMPERSAD, 

2012). A análise dos dados foi realizada através de um regressão não-linear do 

percentual de inibição x log da concentração, determinadas suas concentrações 

inibitórias para 50% das células (CI50) e seus respectivos intervalos de confiança (IC 

95%) utilizando o programa GraphPad Prism (versão 5.01). 

 
4.4.2 Perfil de Arrasto do Ciclo Celular por Citometria de Fluxo 

As células foram cultivadas em placas de 12 poços numa densidade de 

2x105 células/poço e mantidas em 1 ml de meio RPMI por 24 horas em estufa a 37°C 

com atmosfera de 5% de CO2. Em seguida, foi adicionado 500 µl de meio RPMI 

contendo concentrações sub-inibitórias de AZD2461 ou Mesilato de Imatinibe, para 

concentração final de ambos a 1,5 µM, e as células foram re-incubadas nos mesmos 

parâmetros por 24 horas. O controle negativo não foi tratado, sendo adicionado 

apenas 500 µl de RPMI com igual volume de DMSO. 

Após o término do tratamento, as células foram contadas em 

hemocitômetro para se certificar que não houve morte celular significativa e foram 

então coletadas, centrifugadas e lavadas com PBS 1x. As células foram fixadas e 

permeabilizadas utilizando o kit eBioscience™ Foxp3 / Transcription Factor Staining 

Buffer Set (ThermoFisher Scientific®), tendo sido seguido o protocolo fornecido pela 

empresa fabricante. Foi preparada uma solução de RNAse livre de DNA, contendo 

PBS 1x e 5% de SFB, e adicionado Iodeto de Propídio (PI) em uma alíquota da 

solução de RNAse de modo a atingir a concentração final de 25 μg/mL. As células 

fixadas e permeabilizadas foram então resuspendidas em 100 µl da solução de 

RNAse e PI preparada e foram incubadas por 2 horas a temperatura ambiente no 

escuro. Após o período de incubação, as células foram centrifugadas a 1500 rpm por 

5 minutos, o sobrenadante foi descartado e foram ressuspendidas em 400 µl de 

solução de RNAse. 

Dez mil eventos foram analisados por citometria de fluxo (BD 

FACSymphonyTM). Os dados foram examinados a partir da média e do erro padrão 

de três experimentos independentes, sendo analisados através do software Modfit 
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LTTM. Para verificar a ocorrência de diferença significativa entre os grupos, os dados 

foram comparados por análise de variância (2way ANOVA) seguida por Teste de 

Bonferroni, com nível de significância de 95% (p<0,05). 

 
4.4.3 Indução e quantificação de apoptose precoce por Citometria de Fluxo 

As células foram cultivadas em placas de 12 poços numa densidade de 

2x105 células/poço e mantidas em 1 ml de meio RPMI por 24 horas em estufa a 37°C 

com atmosfera de 5% de CO2. Em seguida, foi adicionado 500 µl de meio RPMI 

contendo concentrações sub-inibitórias de AZD2461 ou Mesilato de Imatinibe, para 

concentração final de ambos a 1,5 µM, e as células foram re-incubadas nos mesmos 

parâmetros por 24 horas. O controle negativo não foi tratado, sendo adicionado 

apenas 500 µl de RPMI com igual volume de DMSO. 

Após o término do tratamento, as células foram contadas em 

hemocitômetro para se certificar que não houve morte celular significativa e foram 

então coletadas, centrifugadas e lavadas com PBS 1x. Foi preparada uma solução de 

trabalho de buffer de ligação de anexina-V a partir do reagente 10x Annexin-V Binding 

Buffer (Invitrogen™) e as células lavadas foram ressuspendidas em 100 μl desta 

solução, sendo então adicionados 5 μl do reagente Annexin V, FITC conjugate 

(Invitrogen™) e mantidas as amostras em incubação a temperatura ambiente por 15 

minutos no escuro. Passada a incubação, foram adicionados 5 μl do reagente 7- 

amino-actinomicina D (7-AAD) (BD Pharmingen™) para distinção de células não- 

viáveis e as amostras foram resuspendidas em mais 400 μl de solução de trabalho de 

buffer de ligação de anexina-V. 

A fluorescência emitida foi analisada em dez mil eventos por citometria de 

fluxo (BD FACSymphonyTM). Os dados foram examinados a partir da média e do erro 

padrão de três experimentos independentes. Para verificar a ocorrência de diferença 

significativa entre os grupos, os dados foram comparados por análise de variância 

(2way ANOVA) seguida por Teste de Bonferroni, com nível de significância de 95% 

(p<0,05). 

 
4.4.4 Alteração nos níveis de PARP1 intracelulares 

As células foram cultivadas em placas de 12 poços numa densidade de 

2x105 células/poço e mantidas em 1 ml de meio RPMI por 24 horas em estufa a 37°C 

com atmosfera de 5% de CO2. Em seguida, foi adicionado 500 µl de meio RPMI 
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contendo concentrações sub-inibitórias de AZD2461 ou Mesilato de Imatinibe, para 

concentração final de ambos a 1,5 µM, e as células foram re-incubadas nos mesmos 

parâmetros por 24 horas. O controle negativo não foi tratado, sendo adicionado 

apenas 500 µl de RPMI com igual volume de DMSO. 

Após o término do tratamento, as células foram contadas em 

hemocitômetro para se certificar que não houve morte celular significativa e foram 

então coletadas, centrifugadas e lavadas com PBS 1x. As células foram fixadas e 

permeabilizadas utilizando o kit eBioscience™ Foxp3 / Transcription Factor Staining 

Buffer Set (ThermoFisher Scientific®), tendo sido seguido o protocolo fornecido pela 

empresa fabricante. O anticorpo Recombinant Alexa Fluor® 647 Anti-PARP1 antibody 

[E102], adquirido através da empresa Abcam®, foi diluído em solução de RNAse livre 

de DNA, contendo PBS 1x e 5% de SFB, em razão de 1:1000, assim como o isotipo 

controle Recombinant Alexa Fluor® 647 Rabbit IgG, monoclonal [EPR25A], sendo 

então adicionados as amostras e incubados por 30 minutos no escuro. As amostras 

foram centrifugadas, lavadas e ressuspendidas em solução de RNAse. 

A fluorescência emitida foi analisada em dez mil eventos por citometria de 

fluxo (BD FACSymphonyTM). Os dados foram examinados a partir da média e do erro 

padrão de três experimentos independentes. Para verificar a ocorrência de diferença 

significativa entre os grupos, os dados foram comparados por análise de variância 

(2way ANOVA) seguida por Teste de Bonferroni, com nível de significância de 95% 

(p<0,05). 

 
4.4.5 Determinação de alteração nos perfis de expressão molecular 

As células foram cultivadas em placas de 12 poços numa densidade de 

2x105 células/poço e mantidas em 1 ml de meio RPMI por 24 horas em estufa a 37°C 

com atmosfera de 5% de CO2. Em seguida, foi adicionado 500 µl de meio RPMI 

contendo concentrações sub-inibitórias de AZD2461 ou Mesilato de Imatinibe, para 

concentração final de ambos a 1,5 µM, e as células foram re-incubadas nos mesmos 

parâmetros por 24 horas. O controle negativo não foi tratado, sendo adicionado 

apenas 500 µl de RPMI com igual volume de DMSO. 

Após o término do tratamento, as células foram contadas em 

hemocitômetro para se certificar que não houve morte celular significativa e foram 

então coletadas e centrifugadas para retirada do sobrenadante. O RNA total das 

células foi extraído utilizando o RNeasy® Mini Kit (Qiagen®), sendo seguidas as 



61 
 

recomendações do fabricante. Os níveis de expressão antes e após os tratamentos 

foram quantificados para os genes PARP1 (Referência: Hs00242302_m1), BCR-ABL 

p190 (e1a2) (Referência: Hs03024844_ft) e para o gene de controle endógeno, ACTB 

(Referência: Hs01060665_g1), sendo a síntese de primers realizada pela empresa 

ThermoFisherTM Scientific. Os parâmetros para detecção e análise dos dados da PCR 

em tempo real foram como descritos previamente no tópico 4.3.2. 

 
4.5 Pacientes 

 
4.5.1 Aspectos Éticos e Coleta 

Pacientes adultos diagnosticados com LLA atendidos no Hospital Geral de 

Fortaleza (HGF), centro de referência ao tratamento do câncer do estado do Ceará, 

foram submetidos a leituras e análise de Termo de Consentimento Livre e Esclarecido 

(TCLE) e participaram da pesquisa mediante aceite do exposto e assinatura do 

mesmo. O Projeto foi submetido à Plataforma Brasil e obteve aprovação do comitê de 

ética em Pesquisa (CEP), sob número de registro 119.649 (ANEXO A). 

 
4.5.2 Amostras Biológicas 

Foram analisados todos os pacientes que aceitaram participar do estudo, 

em qualquer fase da doença e de diferentes subtipos de acordo com as classificações 

imunofenotípicas e de cariótipo, totalizando 36 pacientes diagnosticados com LLA. 

Foram feitas coletas de sangue periférico e as amostras de medula óssea foram 

coletadas no momento da realização do mielograma para o diagnóstico, descartando 

qualquer inconveniente ao paciente. 

As amostras tiveram as expressões quantificadas por PCR em tempo real 

utilizando primers para os genes PARP1 (Referência: Hs00242302_m1), BCR-ABL 

p190 (e1a2) (Referência: Hs03024844_ft) e do gene ACTB (Referência: 

Hs01060665_g1), que foi usado como controle endógeno, sendo a síntese de primers 

realizada pela empresa ThermoFisherTM Scientific. Os parâmetros para extração de 

RNA, detecção e análise dos dados da PCR em tempo real foram como descritos 

previamente no tópico 4.3. 
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5. RESULTADOS 

 
5.1 Caracterizações Moleculares 

 
5.1.1 Expressão de PARP1 em linhagens leucêmicas 

Foi feita a análise comparativa da expressão de PARP1 em todas as 

linhagens de neoplasias hematológicas de interesse em relação a linhagens de 

células saudáveis, MRC-5 e MNP-01 (Figura 11). Quando comparados os níveis de 

expressão de PARP1 entre todas as linhagens analisadas, evidenciou-se que, a 

linhagem SUP-B15 apresentou níveis de expressão de 30 vezes maiores que os 

níveis de expressão da célula saudável MRC-5 (p<0.0001). Namalwa, FEPS e Raji 

foram as linhagens de maior expressão relativamente as células saudáveis, com 

aumentos de 93, 88 e 71 vezes, respectivamente (p<0.0001). Quando comparadas 

entre si, Namalwa não apresentou diferença significante em níveis de expressão 

quando comparada a FEPS, mas apresentou expressão discretamente aumentada 

em relação a Raji (p<0.05). Nesta análise, a célula gástrica MNP-01 e a linhagem K- 

562-Lucena 1 não apresentaram diferença estatística significativa na expressão de 

PARP1 quando comparadas a MRC-5. 

 
Figura 11. Comparação da expressão de PARP1 entre um painel de células saudáveis e 

linhagens leucêmicas. 

 

Legenda: Os dados são representados como média do desvio padrão de três experimentos 

independentes. A expressão de PARP1 foi normalizada através do gene endógeno ACTB. Os níveis 

de expressão na linhagem MRC-5 foram comparados à linhagem MNP-01 e aos modelos in vitro de 

leucemia mielóide crônica (K-562, FEPS e K-562-Lucena 1), leucemia linfóide aguda (SUP-B15 e 
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Jurkat) e linfoma de Burkitt (Namalwa e Raji) utilizando o teste estatísticos ANOVA e comparações 

múltiplas de Bonferroni. NS: Não significante; *p<0.05, ***p<0.0001. 

 

Foram escolhidas as linhagens Namalwa e Raji para a continuidade dos 

experimentos, concomitantemente à linhagem modelo, SUP-B15, devido a serem 

todas representativas de modelos de malignidades linfóides com fenótipo de 

linfoblastos B e pelos altos níveis de expressão de PARP1. Quando comparadas entre 

si e em relação as células saudáveis, as três linhagens apresentaram expressão de 

PARP1 significativamente aumentada em relação a MRC-5 (Figura 12) e, enquanto 

Raji e Namalwa não apresentaram diferença estatística significativa na expressão de 

PARP1 quando comparadas entre si, ambas as linhagens demonstraram expressão 

de PARP1 significativamente aumentada quando comparadas a SUP-B15 

(p<0.0001). 

 
Figura 12. Comparação da expressão de PARP1 entre modelos de malignidades linfóides e 

células saudáveis. 

 

 
Legenda: Os dados são representados como média do desvio padrão de três experimentos 

independentes. A expressão de PARP1 foi normalizada através do gene endógeno ACTB. Os níveis 

de expressão na linhagem MRC-5 foram comparados à linhagem MNP-01 e aos modelos in vitro de 

malignidades linfóides com fenótipo de linfoblastos B (SUP-B15, Namalwa e Raji) utilizando o teste 

estatísticos ANOVA e comparações múltiplas de Bonferroni. NS: Não significante; *p<0.05, 

***p<0.0001. 

 
 

5.1.2 Alterações no número de cópias genômicas por aCGH array 

Foi realizada caracterização molecular mais extensa da linhagem 

representativa do modelo deste estudo, SUP-B15, com objetivo de identificar 

alterações citogenéticas que possam influenciar a expressão de genes alvo de 
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interesse e predizer outros biomarcadores importantes. A Figura 13 descreve os 

ganhos e perdas cromossômicas detectadas, dando-se ênfase no ganho do número 

de cópias do braço longo do cromossomo 1, região onde o gene PARP1 se encontra 

localizado. 

 
 

Figura 13. Ganhos e perdas cromossomais na linhagem SUP-B15. 
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Legenda: As CNAs foram calculadas usando o algoritmo Aberration Detection Method 2 (ADM-2) no 

software CytoGenomics 5.0.2.5 (Agilent Technologies, Santa Clara, CA). Regiões destacadas em azul- 

escuro representam ganhos cromossomais enquanto regiões destacas em vermelho representam 

perdas. Regiões em azul claro representam heterocromatina condensada. Todas as análises 

estatísticas foram realizadas utilizando o software GX 14.5 (Agilent Technologies, Santa Clara, CA) e 

o R v.3.6.2. O ideograma foi construído usando o software online PhenoGram 

(https://ritchielab.org/software/phenogram-downloads). 

 
5.2 Avaliações fenotípicas em linhagens linfóides 

 
5.2.1 Determinação de concentrações inibitórias mínimas 

A Tabela 7 descreve a CI50 das drogas Mesilato de Imatinibe, Cloridrato 

de Doxorrubicina e AZD2461 após 72 horas de incubação com células das linhagens 

SUP-B15, Raji e Namalwa. AZD2461 é um PARPi análogo ao Olaparibe, porém com 

modificações em grupos funcionais que diminuem sua afinidade por bombas de efluxo 

transmembranares da família ABCB (O’CONNOR et al., 2016). Mesilato de Imatinibe 

é um ITQ com ação sobre a proteína quimérica BCR-ABL1 e é o medicamento 

padrão-ouro para o tratamento de neoplasias Ph+ (DALLE et al., 2019). Cloridrato de 

Doxorrubicina é uma droga quimioterápica altamente citotóxica, sendo um inibidor de 

topoisomerases (BUKOWSKI; KCIUK; KONTEK, 2020), e foi utilizado para obtenção 

de valores de referência de quimioterápicos convencionais em relação as terapias 

alvo-dirigidas. 

Tabela 7. Concentrações inibitórias para 50% das células (CI50) de diferentes linhagens em 72 horas de 
incubação com diferentes drogas, medido em valores nanomolares (nM). 

 

Linhagem 

Droga
\ 

 

SUP-B15 
 

Raji 
 

Namalwa 

AZD2461 
344.3 nM 

(240.1 – 493.7) 
NA 

20938 nM 
(16152 – 27143) 

Imatinibe 
329.2 nM 

(215.7 – 502.2) 
2509 nM 

(1622 – 3882) 
1296 nM 

(803.8 – 2089) 

Doxorrubicina 
20.32 nM 

(11.41 – 36.19) 
85 nM 

(65.13 – 110.9) 
75.93 nM 

(49.63 – 116.2) 

NA: Não alcançado. 
 

De maneira geral, Doxorrubicina, a droga citotóxica de referência, 

apresentou valores de CI50 consideravelmente mais baixos que as terapias alvo- 
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dirigidas em todas as linhagens analisadas, com valores da ordem de 101 nanomolar 

(nM). 

Na linhagem SUP-B15, os valores da CI50 em 72 horas de AZD2461 e 

Imatinibe foram baixos e extremamente próximos, demonstrando efetividade similar 

de inibição. Por ser Ph+, a efetividade inibitória do uso de Imatinibe sobre a viabilidade 

de SUP-B15 é esperada, porém a concentração inibitória atingida com AZD2461 

demonstra que o uso de PARPis pode ser tão efetivo quanto o uso de ITQs no 

tratamento de modelos de LLA Ph+. 

Nas linhagens de linfomas Raji e Namalwa, a CI50 em 72 horas para 

AZD2461 e Imatinibe apresentaram grande dissiparidade. Em ambas linhagens, 

Imatinibe apresentou alguma atividade inibitória, muito provavelmente devido a sua 

ação inespecífica sobre outras vias de tirosino-quinases que são essenciais na 

manutenção da capacidade proliferativa e na sobrevivência de células neoplásicas 

(STEPANENKO; DMITRENKO, 2015). Entretanto, o uso de AZD2461 não apresentou 

resultados de inibição significativa, sendo alcançada CI50 na ordem de 20 µM para a 

linhagem Namalwa e nem mesmo sendo possível de se determinar a CI50 na 

linhagem Raji, pois as concentrações utilizadas não apresentaram efeito inibitório 

significativo capaz de ser detectado por ensaio com Alamar Blue. 

Devido a não responsividade da Raji e da Namalwa as drogas de interesse, 

apenas a linhagem SUP-B15 teve seus valores de CI50 determinados em intervalos 

de tratamento de 24 e 48 horas. Os resultados obtidos são descritos na Tabela 8 e 

os padrões de inibição se repetem em relação aos já observados em 72 horas de 

tratamento, com Doxorrubicina apresentando capacidade inibitória 

consideravelmente elevada em relação aos tratamentos alvo-dirigidos e com 

equivalência nas concentrações inibitórias de AZD2461 e Imatinibe. 

 
Tabela 8. Concentrações inibitórias para 50% das células (CI50) na linhagem SUP-B15 em 24 e 48 
horas de incubação com diferentes drogas, medido em valores nanomolares (nM). 

 

Período 

Droga
\ 

 

24 horas 
 

48 horas 

AZD2461 
3925 nM 

(2502 – 6157) 
1421 nM 

(766.9 – 2632) 

Imatinibe 
3966 nM 

(2398 – 6558) 
1230 nM 

(747.5 – 2024) 
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Doxorrubicina 
141.6 nM 

(93.92 – 213.6) 
57.33 nM 

(36.53 – 89.97) 

 

Levando-se em consideração os três intervalos de tratamento, os valores 

inibitórios da viabilidade de SUP-B15 tratada com AZD2461 ou com Imatinibe não 

foram significativamente diferentes entre si quando comparados por teste t de 

Student, demonstrando a equivalência das drogas no tratamento deste modelo de 

LLA Ph+. 

 
5.2.2 Avaliação de alteração do ciclo celular 

Características fenotípicas associadas ao tratamento com a droga 

AZD2461 foram mensuradas apenas para a linhagem SUP-B15, representativa de 

modelos de LLA Ph+, devido a não responsividade das outras duas linhagens 

analisadas ao tratamento proposto. As células foram tratadas em concentração sub- 

inibitórias de 24 horas – 1,5µM – de AZD2461 ou Imatinibe, sendo este o controle 

positivo de tratamento por ser um fármaco de referência, para evitar que houvesse 

morte celular significativa previamente a análise, enquanto ao controle negativo de 

tratamento foi adicionado apenas igual volume de DMSO. 

No experimento controle para arrasto do ciclo celular, a maioria das células 

se encontra em fase G0/G1 – 47,37% –, com grande parte também em fase S – 

43.98% – e uma minoria das células em fase G2/M – 8,66%. Esta baixa presença de 

células SUP-B15 em fase mitótica corresponde ao já reportado previamente na 

literatura e é representativo do longo período do ciclo celular da linhagem SUP-B15, 

de aproximadamente 46 horas (AL-AAMRI et al., 2019). Além disso, uma sub- 

população tumoral de células aparentemente hipodiploides também foi identificada na 

análise do ciclo controle, constituindo 4.21% dos eventos analisados, entretanto não 

sendo possível de se determinar as porcentagens de células dessa população em 

cada fase do ciclo devido as sobreposições de fluorescência com a população 

pseudodiploide de maior frequência. 

Nos experimentos tratados com AZD2461 e Imatinibe, foi observado 

arrasto de ciclo significativo em fase G0/G1 em relação ao controle (p<0.0001), com 

72,6% e 75,12% das células em G0/G1, respectivamente aos tratamentos, não sendo 

estatisticamente significante a diferença no arrasto em G0/G1 entre os dois tratados. 

Ambos tratamentos apresentaram diminuição significativa de células em fase S em 
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relação ao controle (p<0.0001), com 19,3% de células em S para o tratado com 

AZD2461 e 14,9% de células em S para o tratado com Imatinibe, novamente não 

sendo estatisticamente significante a diferença no arrasto em S entre os dois tratados. 

Na análise de fase G2/M, não houve diferença significante entre os tratados e o 

controle, sendo a porcentagem de células de 8,36% e 9,98% para AZD2461 e 

Imatinibe, respectivamente (Figura 14). 

 
Figura 14. Perfil de arrasto no ciclo celular da linhagem SUP-B15 após tratamento de 24 horas 

com AZD2461 ou Imatinibe. 

Legenda: As células foram tratadas com concentrações sub-inibitórias de 1,5 µM de AZD2461 ou 

Imatinibe durante 24 horas e os gráficos representam médias de três experimentos distintos. O perfil 

de arrasto do ciclo celular foi comparado entre os experimentos tratados e o controle utilizando o teste 

estatístico ANOVA e comparações múltiplas de Bonferroni. Picos de emissão de fluorescência foram 

detectados após processamento das amostras com o agente intercalante de DNA, iodeto de propídeo 

(PI). A) Experimento controle tratado com volume correspondente de DMSO. B) Experimento tratado 

com imatinibe. C) Experimento tratado com AZD2461. D) Porcentagem de células em cada fase do 
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ciclo celular após tratamentos e comparação com o controle não tratado. Dip: População 

pseudodiplóide; An1: População hipodiploide; NS: Não significante; ***p<0.0001. 

 

A mesma sub-população de células tumorais hipodiplóides vista na análise 

do experimento controle foi também observada com pico de emissão de fluorescência 

melhor definido no tratado com Imatinibe, representando 8,92% do total de eventos 

analisados, enquanto se demonstrou menos detectável após o tratamento com 

AZD2461, representando apenas 1,7% dos eventos analisados. Entretanto, quando 

submetidas a análise de variância, as diferenças na frequência de apresentação desta 

sub-população não se mostraram estatisticamente significantes. 

 
5.2.3 Capacidade de indução de apoptose precoce 

Quando mensurada a capacidade dos tratamentos de induzir apoptose 

precocemente, foi utilizado o marcador anexina-V conjugado ao fluorocromo 

isotiocianato de fluoresceína (FITC) para identificar células com fosfatidilserina 

exposta na membrana plasmática e em início de processo apoptótico. Para 

contramarcação de células com membrana plasmática permeabilizada e em apoptose 

tardia ou passando por processo necrótico, foi utilizado o agente intercalante de DNA 

7-AAD. Células duplo negativas para ambos os marcadores representam populações 

viáveis. 

O tratamento fazendo uso de imatinibe se mostrou ainda similar ao 

experimento controle dentro do período de tratamento estipulado de 24 horas e em 

concentrações sub-inibitórias, não possuindo diferença estatística significativa quanto 

as porcentagens de cada população identificada. Entretanto, o tratamento utilizando 

AZD2461 nas mesmas condições mostrou acentuado aumento de populações em 

apoptose precose e apoptose tardia/necrose em relação ao controle e ao tratamento 

com imatinibe (p<0.0001) (Figura 15). 
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Figura 15. Indução de apoptose precoce na linhagem SUP-B15 após tratamento com AZD2461 

ou Imatinibe. 

 

Legenda: As células foram tratadas com concentrações sub-inibitórias de 1,5 µM de AZD2461 ou 
Imatinibe durante 24 horas e os gráficos representam médias de três experimentos distintos. As 
porcentagens de células apoptóticas foram comparadas entre os experimentos tratados e o controle 
utilizando o teste estatístico ANOVA e comparações múltiplas de Bonferroni. A) Experimento controle 
tratado com volume correspondente de DMSO. B) Experimento tratado com imatinibe. C) Experimento 
tratado com AZD2461. D) Pocentagens populacionais dos três experimento e significância da variação 
entre eles. NS: Não significante; ***p<0.0001. 

 
5.2.4 Alterações no perfil de expressão e apresentação de PARP1 

Buscando determinar se os tratamentos propostos influenciam a 

expressão de PARP1 e os níveis intracelulares da proteína, realizou-se uma qPCR 

de amostras tratadas concomitante a marcação de PARP1 por anticorpo conjugado 

anti-PARP1 Alexa Fluor® 647, sendo feita a mensuração da fluorescência por 

citometria de fluxo. 
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Na análise por qPCR, os níveis de expressão do biomarcador BCR-ABL 

p190, característico da linhagem SUP-B15, também foram mensurados, e é 

observado aumento significativo de expressão após os dois tratamentos propostos 

(p<0.01). Entretanto, o tratamento com AZD2461 ou Imatinibe não influenciaram a 

expressão de PARP1 na linhagem, permanecendo similar ao controle negativo de 

tratamento (Figura 16). 

 
Figura 16. Níveis de expressão do biomarcador BCR-ABL p190 e da proteína PARP1 na linhagem 

SUP-B15 após tratamento com AZD2461 ou Imatinibe. 

 
 
 

 
 

Legenda: As células foram tratadas com concentrações sub-inibitórias de 1,5 µM de AZD2461 ou 

Imatinibe durante 24 horas e os gráficos representam médias de três experimentos distintos. As 

expressões de BCR-ABL p190 e PARP1 foram normalizadas através do gene endógeno ACTB. Os 

níveis de expressão foram mensurados na linhagem SUP-B15 comparando-se o experimento de 

controle não-tratado com os experimentos após utilização dos tratamentos propostos. A análise 

estatística foi feita pela análise de variância ANOVA e comparações múltiplas de Bonferroni. NS: Não 

significante; **p<0.01, ***p<0.0001. 

 

A análise da marcação de PARP1 por anticorpo conjugado leva em 

consideração a mediana da intensidade de fluorescência (MIF) entre as amostras e 

revela presença significativa de maiores níveis da proteína em população de células 

tratadas com AZD2461 em relação ao experimento controle (p<0.05). Enquanto o 

valor da MIF relativa ao experimento tratado com imatinibe não se mostra 

estatisticamente significante em relação ao controle, é possível de se observar uma 

tendência a menores níveis de PARP1, evidente pelo aumento da significância 

quando realizada comparação relativa a fluorescência dos dois experimentos tratados 

(p<0.01) (Figura 17). 
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Figura 17. Tratamento com AZD2461 revela maiores níveis de PARP1 em população pré- 
apoptótica. 

 

Legenda: As células foram tratadas com concentrações sub-inibitórias de 1,5 µM de AZD2461 ou 
Imatinibe durante 24 horas e os gráficos representam médias de três experimentos distintos. Os níveis 
de PARP1 foram mensurados através da mediana de intensidade de fluorescência (MIF) do 
fluorocromo Alexa Fluor® 647 e comparados entre os experimentos tratados e o controle utilizando o 
teste estatístico ANOVA e comparações múltiplas de Bonferroni. As razões das MIFs são 
representadas como porcentagens relativas a 100% da fluorescência do controle. NS: Não significante; 
*p<0.05; **p<0.01. 

 
5.3 Validação de biomarcadores em amostras de pacientes 

A partir de amostras de 36 pacientes portadores de LLA reunidos para este 

estudo, a expressão de BCR-ABL p190 foi quantificada e atestada como positiva para 

8 pacientes, cujas características clínicas se encontram reunidas na tabela 7. A 

informação descrita na tabela provém da consulta dos prontuários dos pacientes 

analisados. 

 
Tabela 9. Características clínicas dos pacientes analisados portadores de LLA e positivos para BCR-ABL p190. 

Paciente Características 
Contagem de 

leucócitos (WBC/mm3) 
Imunofenotipagem Mielograma 

 

 
I 

Gênero 

masculino; 

35 anos de idade 

 

 
9.600 

CD10, CD19, CD22, CD33, 

CD34, CD38, CD45, cyCD79a, 

CD123; Compatível com LLA de 

linfócitos B 

 

 
87% de blastos 
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II 

Gênero 

masculino; 

54 anos de idade 

 

 
25.200 

CD19, CD10, CD79a, CD22, 

CD33, CD38, CD123, CD45, 

CD13, CD58; Compatível com 

LLA de linfócitos B 

 

 
96% de blastos 

 

 
III 

 
Gênero feminino; 

36 anos de idade 

 

 
12.400 

CD10, CD19, CD22, CD33, 

CD34, CD38, CD45, CD58, 

cyCD79a, CD81; Compatível com 

LLA de linfócitos B 

 

 
100% de blastos 

 
 

IV 

 
Gênero 

masculino; 

29 anos de idade 

 
 

6.600 

CD10, CD19, CD20, CD22, 

CD33, CD34, CD38, CD45, 

CD58, CD81, cyCD79a; 

Compatível com LLA de linfócitos 

B 

 
 

89% de blastos 

 

 
V 

Gênero 

masculino; 

69 anos de idade 

 

 
3.300 

CD10, CD19, CD20, CD22, 

CD38, CD58, cyCD79a, CD81; 

Compatível com LLA de linfócitos 

B 

 

 
65% de blastos 

 

 
VI 

Gênero 

masculino; 

90 anos de idade 

 

 
224.500 

CD19, CD20, CD22, CD38, 

CD45, cyCD79a, CD81; 

Compatível com LLA de linfócitos 

B 

11% de blastos. Aspirado 

hipercelular a custas de 

séries eritroides e 

megacariocíticas 

VII 
Gênero feminino; 

33 anos de idade 
12.200 - 

1,5% de blastos. Aspirado 

normocelular 

 

 
VIII 

Gênero 

masculino; 

40 anos de idade 

 

 
2.200 

CD10, CD19, CD20, CD34, 

CD45, CD81, HLA-DR; 

Compatível com LLA de linfócitos 

B 

4% de células linfóides 

anômalas. Aspirado 

hipercelular 

 

A expressão de PARP1 nos pacientes foi determinada pela comparação à 

expressão de PARP1 de 8 doadores saudáveis. Devido ao baixo n amostral, as 

análises foram conduzidas em pool, mas também individualmente entre pacientes e 

doadores. Quando analisada em pool, a expressão de PARP1 em amostras de 

pacientes portadores de LLA BCR-ABL p190+ se mostra significantemente 

aumentada em um fator de duas vezes em relação aos pacientes saudáveis (p<0,05). 

Entretanto, a análise individual demonstra a presença de uma única amostra com 

valor elevado de expressão de PARP1, aproximadamente 10 vezes maior 

comparativamente aos controles, e a comparação com a expressão em doadores 



74 
 

saudáveis passa a ser estatisticamente não-significante (Figura 18). A amostra de 

expressão diferencial representa o paciente VI. 

 
Figura 18. Comparação da expressão de PARP1 entre pacientes portadores de LLA BCR-ABL 

p190+ e doadores saudáveis. 
 
 

 

Legenda: Os dados são representados como média do desvio padrão de três experimentos 

independentes. A expressão de PARP1 foi normalizada através do gene endógeno ACTB. A) 

Comparação da expressão de PARP1 entre pools de amostras de pacientes LLA BCR-ABL p190+ e 

doadores saudáveis. B) Comparação da expressão de PARP1 considerando-se individualmente 

amostras de pacientes LLA BCR-ABL p190+ e doadores saudáveis onde cada ponto do gráfico 

representa os valores de expressão de uma única amostra. A análise estatística entre os grupos foi 

conduzida pela realização de teste t de Student. NS: Não significante; *p<0.05. 
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6. DISCUSSÃO 

 
Populações adultas portadoras de LLA ainda sofrem com prognósticos 

ruins e baixa sobrevida na prática clínica. Enquanto isso, apesar das altas taxas de 

cura obtidas em populações pediátricas, já não é mais possível uma melhoria 

contínua no prognóstico através de estratégias envolvendo o aumento das doses 

quimioterapêuticas atuais (ALDOSS; STEIN, 2018; ALLEMANI et al., 2018). Além 

disso, a presença da translocação 9;22 dando origem ao gene quimérico BCR-ABL 

p190, representa um pior prognóstico para ambas as populações de LLA 

(DEANGELO; JABBOUR; ADVANI, 2020). 

Uma das maiores características da presença de BCR-ABL é a grande 

instabilidade genômica associada a leucemogênese, promovendo altas taxas de 

mutação tumoral devido a indução da atividade de vias não-conservativas do reparo 

do DNA (NIEBOROWSKA-SKORSKA et al., 2012). Assim, este trabalho busca 

evidências, através de ensaios in vitro, que suportem o redirecionamento de fármacos 

inibidores PARP, com foco na enzima PARP1 pelo seu papel na sinalização do reparo 

genético (PASCAL, 2018), para o tratamento de modelos de LLA BCR-ABL p190+ 

através da exploração de vias de letalidade sintética. 

Nos modelos celulares leucêmicos analisados, PARP1 se mostra 

predominantemente hiperexpressa em relação a linhagens celulares não- 

neoplásicas. Com exceção da linhagem K562-Lucena-1, todas as linhagens 

neoplásicas analisadas demonstraram hiperexpressão de PARP1, caracterizando-o 

como um biomarcador diferencialmente expresso entre modelos de LMC, LLA e 

linfomas de Burkitt em comparação a modelos de linhagens não-neoplásicas. 

Altos níveis de expressão de PARP1, entretanto, não necessariamente se 

traduzem em sensibilidade a inibidores de PARP. Apesar da alta expressão de 

PARP1 nas linhagens Raji e Namalwa, o uso de um PARPi não teve efeito sob o 

crescimento destas linhagens e a possível explicação está no entendimento de que 

linfomas de Burkitt, o modelo o qual ambas as linhagens são representativas, apesar 

de possuírem uma alteração citogenética bem definida, na translocação do gene 

MYC, são tumores heterogêneos e que possuem co-expressão de diversas vias 

oncogências capazes de sustentar a proliferação tumoral contínua, mesmo sob efeito 

de inibição farmacológica de uma destas vias (SCHMITZ et al., 2012). 



76 
 

Um mecanismo leucemogênico importante compartilhado pelas duas 

linhagens é a presença de mutações em TP53, apontadas pela busca através do 

biobanco DepMap Portal (https://depmap.org/portal) que revela a presença de 

mutações nos aminoácidos R213Q e R248Q do gene nas linhagens Raji e Namalwa, 

respecitvamente. Em estudo por Zhang e colaboradores (ZHANG et al., 2014), R213Q 

é demonstrada como responsável por diminuir a ação de p53 na transcrição do 

inibidor de ciclinas dependente de quinase 1A (CDKN1A), importante fator na cascata 

de regulação do ciclo celular (ENGELAND, 2022), diminuindo o arrasto do ciclo celular 

existente em resposta a danos do DNA. De maneira similar, mutações envolvendo 

R248* de TP53 afetam diretamente seu domínio de ligação ao DNA, diminuindo 

significantemente a afinidade da proteína por ácidos nucléicos e reduzindo a 

frequência de formação de tetrâmeros de p53 com o DNA (BALASUNDARAM; DOSS, 

2022). 

Assim, enquanto em modelos de câncer de mama a presença de TP53 

selvagem é fator preditor de resistência a PARPis (IRENO et al., 2014) e a presença 

de mutações no domínio de ligação ao DNA induz maiores níveis de PARilação e 

maior sensibilidade ao tratamento com o PARPi talazoparib (XIAO et al., 2020), o 

mesmo não pode ser extrapolado para modelos de linfomas a partir dos dados obtidos 

neste estudo. 

Outra característica compartilhada entre as duas linhagens é a infecção 

por Epstein-Barr vírus (EBV), altamente associado com a leucemogênese de 

malignidades de linfócitos B, em particular linformas de Burkitt, sendo um fator de 

risco de mau prognóstico na prática clinica (GUAN et al., 2017; SHANNON-LOWE; 

RICKINSON; BELL, 2017). Morgan e colaboradores (MORGAN et al., 2022) 

recentemente demonstraram a atividade de PARP1 na regulação da transcrição de 

genes virais do EBV, modulando perfis associados a infecção em fases latentes ou 

ativas, entretanto, apesar de previamente proposta pelo mesmo grupo de pesquisa 

como uma via de potencial terapêutico em neoplasias associadas a EBV (LUPEY- 

GREEN et al., 2018), o tratamento com inibidor de PARP não demonstrou atividade 

citotóxica relevante sobre nenhuma das duas linhagens. 

Quando comparada as outras linhagens analisadas, SUP-B15 possui 

expressão relativa de PARP1 não tão alta, porém foi altamente responsiva ao 

tratamento com PARPi, em níveis comparáveis ao tratamento padrão-ouro com o uso 

de Imatinibe. A translocação BCR-ABL1, característica da linhagem SUP-B15, é 
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descrita como capaz de, por si só, iniciar o processo leucemogênico (BAVARO et al., 

2019), e tumores Ph+ costumam apresentar cariótipos simples, sendo 

hiperdependentes da hiperexpressão de BCR-ABL1, uma condição denominada 

“vício oncogênico” (STEPANENKO; DMITRENKO, 2015). Nesta situação, e levando 

em consideração a instabilidade genômica altamente associada a presença de BCR- 

ABL1 (NIEBOROWSKA-SKORSKA et al., 2012), a inibição de PARP por meio do uso 

de AZD2461, e consequente desregulação de vias de sinalização do RDD, se mostrou 

altamente disruptiva à manutenção da homeostase celular, favorecendo diminuição 

considerável de viabilidade neste modelo representativo de LLA Ph+. 

Apesar de não possuir testes de tolerabilidade realizados em pacientes 

com resultados divulgados, o uso de AZD2461 in vitro não apresenta atividade 

citotóxica sobre o crescimento de linfócitos B, mesmo em concentrações tão altas 

quanto 40 µM (ARENA et al., 2022). Portanto, o perfil observado de baixa 

citotoxicidade sob células não-neoplásicas reforça o efeito específico de inibidores de 

PARP atrelados a vias de letalidade sintética (JIANG et al., 2019) e corrobora com a 

proposta de que as alterações fenotípicas associadas a leucemogênese da LLA de 

linfócitos B BCR-ABL p190+ que a tornam sensível ao uso de PARPis, e não a 

fisiologia inerente aos linfócitos B em si. 

Análises de arrasto no ciclo celular da linhagem SUP-B15 após os 

tratamentos propostos demonstram um perfil muito similar entre o uso de AZD2461 e 

Imatinibe, com significativo arrasto em fase G0/G1 em ambos os tratamentos em 

detrimento de células em fase S. Em análise do ciclo controle, uma subpopulação 

hipodiplóide pôde ser claramente detectada e esta mesma subpopulação continua 

presente após o tratamento utilizando Imatinibe, tendo até mesmo um aumento 

percentual em frequência, enquanto, após o tratamento utilizando AZD2461, esta 

subpopulação é quase indetectável, representando apenas 1,7% dos eventos 

analisados. 

A presença de subpopulações dentro de modelos de linhagens celulares é 

bem descrita na literatura devido as altas frequências de mutação em células 

neoplásicas (NGUYEN et al., 2016). Apesar de não ter sido possível a caracterização 

molecular das duas subpopulações identificadas neste estudo, a população 

hipodiploide se mostra altamente sensível ao tratamento utilizando PARPi e pouco 

afetada pelo uso de Imatinibe. É possível se teorizar a perca de função de BCR-ABL 

como mecanismo de resistência da linhagem, o que demonstraria a vantagem no uso 
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de AZD2461 como alternativa a resistência adquirida, entretanto, investigações mais 

extensas precisam ser conduzidas. 

Ao avaliar o uso de anexina como marcador apoptótico, o tratamento com 

AZD2461 induz morte celular precoce de maneira significativa em relação ao 

tratamento com Imatinibe. As respectivas farmacodinâmicas devem ser entendidas 

para interpretação dos dados pois, apesar de os valores citotóxicos de ambas as 

drogas serem bastante próximos, AZD2461 inibe a ação de enzimas diretamente 

atuantes na homeostase celular (CHAUDHURI; NUSSENZWEIG, 2017), possuindo 

atividade disruptiva imediata, enquanto o uso de Imatinibe afeta BCR-ABL, que possui 

importante atividade como fator de transcrição e modificador pós-traducional (SUN et 

al., 2018), e gerará dano citotóxico pelas suas aplicações downstream, de maneira 

tardia. 

Além disso, a presença de maior frequência de marcadores de morte nos 

experimentos tratados com AZD2461 é possível reflexo da sua atividade sobre as 

subpopulações tumorais detectadas. Comparando-se os experimentos de ciclo 

celular e apoptose precoce, é possível de se interpretar que as células marcadas 

precocemente em análise de anexina-V são representativas da mesma população 

hipodiplóide que diminui drasticamente em frequência na análise de ciclo celular, 

significando que AZD2461 induz morte celular precoce, comparativamente ao 

Imatinibe, não sobre a linhagem SUP-B15 de maneira geral, mas sim sobre suas 

subpopulações. A partir dos resultados obtidos, a caracterização das subpopulações 

formadoras da linhagem através de análises transcriptômicas de células únicas ou de 

marcação diferencial de antígenos de membrana é de extrema importância para 

estratificação de grupos de risco dentro do modelo leucêmico e predição de 

responsividade ao tratamento com inibidores de PARP. 

Ademais, a mensuração de alterações na expressão dos genes-alvo de 

interesse, BCR-ABL e PARP1, revela, mais uma vez, correlação direta entre a ação 

de AZD2461 e Imatinibe. Os dois tratamentos propostos promovem aumento na 

expressão de BCR-ABL p190 de maneira significativa em relação a controles não- 

tratados, existindo inclusive diferença estatística significante nos níveis de expressão 

entre os dois tratamentos, favorecendo a hiperexpressão após uso de Imatinibe 

(p>0,05). Entretanto, os níveis de expressão de PARP1 permanecem inalterados 

após exposição a ambos os tratamentos. 
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A hiperexpressão de BCR-ABL após o tratamento com Imatinibe é bem 

reportado na literatura e representa um mecanismo compensatório de tentativa de 

evasão de morte celular e obtenção de resistência, tendo sido previamente 

demonstrado em modelos de LMC (KC et al., 2019), e sendo inclusive um fator de 

predição de resposta a ação de inibidores de tirosina-quinase entre populações 

tumorais (KARIMIANI et al., 2014). Portanto, o aumento aqui demonstrado na 

expressão de BCR-ABL p190 após os tratamentos propostos corrobora com o já 

descrito previamente na literatura e expande o conceito de indução de maiores níveis 

de expressão como via compensatória de sobrevivência também para modelos de 

LLA Ph+. 

A capacidade de AZD2461 em modular a expressão de BCR-ABL de 

maneira correspondente ao tratamento com Imatinibe reforça a ação citotóxica do 

composto e a estratégia similar dos clones neoplásicos para contornar a indução da 

apoptose. Nenhum dos dois tratamentos, entretanto, apresentou atividade 

modulatória sobre a expressão de PARP1, que permaneceu não significante em 

comparação ao controle não tratado. 

A análise dos níveis intracelulares de PARP1 após os tratamentos revela 

que populações pré-apoptóticas tratadas com AZD2461 apresentam maior 

quantidade da proteína em questão em relação a experimentos de controle não 

tratado e a experimentos tratados com Imatinibe, que, entre si, não apresentaram 

diferença estatística. Correlacionando com os dados previamente apresentados de 

morte celular precoce e não-variância na expressão de PARP1, o aumento na MIF de 

populações tratadas com AZD2461 possivelmente representa a maior resistência ao 

tratamento em células que inerentemente possuem maiores níveis de expressão de 

PARP1, enquanto células com níveis mais baixos tendem a indução da apoptose 

precoce e são representadas pelo aumento do arrasto no gráfico do tratamento com 

AZD2461 (Figura 17). 

A hiperexpressão de PARP1 é reportada na literatura como mediadora da 

resistência ao tratamento com inibidores de PARP, mais especificamente olaparibe, 

em modelos de câncer de mama (GILABERT et al., 2014) e, pelos nossos achados, 

segue a mesma tendência em modelos hematológicos. A modulação da expressão 

de PARP1 por tratamentos, entretanto, é pouco descrita, gerando uma lacuna para 

comparação de dados, mas nos permitindo afirmar que a inibição da expressão de 

PARP1 não é o mecanismo que medeia a morte a partir do uso de inibidores de PARP 
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ou de BCR-ABL. Para uma melhor correlação do efeito dos fármacos sobre a 

atividade catalítica de PARP1, análises adicionais são necessárias mensurando-se 

os níveis intracelulares de polímeros de PAR ou a proteômica de proteínas PARiladas 

após os tratamentos. 

Por fim, buscou-se validar a hiperexpressão de PARP1 em pacientes 

portadores de LLA BCR-ABL p190+, entretanto, o baixo n amostral obtido dificulta a 

obtenção de comparações estatisticamente significantes. A partir de 36 amostras de 

pacientes adultos portadores de LLA, a presença da translocação 9:22 originária de 

BCR-ABL foi detectada em 8 destes pacientes, em concordância com a frequência 

de 25% de apresentação em pacientes adultos observada na literatura (DEANGELO; 

JABBOUR; ADVANI, 2020). 

Quando analisados a partir de pool amostral, os níveis de PARP1 são 

significativamente hiperexpressos em pacientes portadores de LLA Ph+ em 

comparação a doadores saudáveis, em níveis aproximadamente duas vezes mais 

altos. A análise individual, entretanto, revela a presença de uma amostra outlier em 

comparação as demais que anula a significância estatística previamente obtida, assim 

como, quando retirada, torna o restante da análise em pool não significante (dado não 

apresentado). Contudo, o baixo n amostral obtido não nos permite afirmar que essa 

amostra seja verdadeiramente uma outlier em comparação ao total da população, 

representando um viés a ser contornado em análises posteriores. 

A literatura descreve extensamente a associação entre maiores níveis de 

expressão de PARP1 e piores prognósticos em pacientes portadores de malignidades 

de tumores sólidos, traduzindo-se em piores taxas de sobrevida geral e, até mesmo, 

maiores incidências de metástase (BERTUCCI et al., 2019; DONIZY et al., 2020; ZUO 

et al., 2022). Nos voltando para esta amostra de expressão diferencial, representativa 

do paciente VI na tabela 9, a hiperexpressão de PARP1 nos casos aqui descritos se 

mostra associada a um perfil leucêmico mais agressivo e diferenciado, com altíssimo 

número de leucócitos no sangue periférico e menor presença de blastos na medula, 

comparativamente aos outros pacientes apresentados. 

A partir da correlação com os dados de citotoxicidade in vitro, a 

hiperexpressão de PARP1 potencialmente representa um fator de risco de mau 

prognóstico em casos de neoplasias hematológicas, sendo indicativa de células 

menos responsivas ao tratamento utilizando inibidores de PARP e de fenótipos mais 

agressivos em pacientes portadores de LLA BCR-ABL p190+. 
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7. CONCLUSÃO 

Este estudo classifica PARP1 como um marcador diferencialmente 

expresso entre modelos de LLA, LMC e linfomas de Burkitt, com hiperexpressão 

predominante comparativamente a linhagens de células não-neoplásicas. O uso de 

AZD2461 mostra efetiva atividade citotóxica no tratamento de modelos de LLA BCR- 

ABL p190+, ao mesmo tendo que não se mostra capaz de induzir a morte em modelos 

celulares de linfoma de Burkitt, com a hiperexpressão de PARP1 potencialmente 

sendo uma preditora de resistência ao tratamento. O uso de AZD2461 induz arrasto 

no ciclo celular da linhagem SUP-B15 de maneira similar ao tratamento com 

Imatinibe, o padrão-ouro no tratamento de tumores BCR-ABL positivos, além de 

induzir elevada apresentação de marcadores de morte precoce e modular a 

expressão de BCR-ABL de maneira análoga. Em amostras de pacientes, o baixo n 

amostral obtido configura um obstáculo no estabelecimento de comparações 

estatísticas relevantes, contudo, a hiperexpressão de PARP1 está potencialmente 

associada a fenótipos de doença mais agressiva e elevada presença de leucócitos no 

sangue periférico. 

Assim, o uso de AZD2461 apresenta potencial benéfico no tratamento de 

pacientes portadores de LLA BCR-ABL p190+, entretanto, estudos mais extensos 

considerando a aplicabilidade do sinergismo no uso de PARPis e inibidores de BCR- 

ABL precisam ser conduzidos, além de investigações utilizando modelos in vivo para 

confirmar o efeito e as implicações citotóxicas deste esquema terapêutico. Análises 

comparativas entre coortes de pacientes maiores também são demandadas com 

intuito de efetivamente validar os achados e hipóteses aqui expostos. 
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Abstract. The idea of utilizing poly-ADP-ribose polymerase 

inhibitors (PARPi) as therapeutics for cancer has grown in 

popularity since its original approval for clinical usage in 

treatment of BRCA DNA repair-associated-mutated ovarian 

cancer. In this study, we evaluated experimental data 

regarding in vitro studies utilizing PARPi as a treatment for 

tyrosine kinase (TK)-dependent leukemia. Studies from 2015 

to 2019 were compiled and the ones with most relevant TK 

pathways and PARP inhibition were analyzed. PARPi showed 

activity against many leukemia cell lines and samples from 

patients with primary leukemia, especially when combined 

with other signaling pathway inhibitor drugs, improving 

upon the hypothesis that the utilization of PARPi has 

potential as a new therapeutic approach in treatment of 

primary leukemia and TK-dependent leukemia. 

The term ‘leukemia’ is used to represent a cohort of 

hematopoietic malignancies in which a deregulation of the 

production of mature leukocytes and their precursors is 

present. Leukemia is one of the most common types of 

cancer involving pediatric patients in the world, and its 

distribution may be associated with a wide array of factors 

such as socioeconomic status and ethnicity (1, 2). 

Even though in recent years the treatment of different 

leukemia subtypes has steadily advanced, there are still many 

obstacles to overcome. As an example, the occurrence of 

therapy-related neoplasms is highly associated with exposure 

to conventional chemotherapy for primary leukemia. 

Moreover, the development of multidrug resistance in cancer 
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cells may occur even after few chemotherapy cycles and is 

considered to be one of the main challenges in leukemia 

treatment (3-5). 

Conventional oncology therapies with cytotoxic agents still 

has its limitations and has shown itself to be ineffective when 

treating many malignancies by causing patients side-effects. 

Knowing that, it is of the utmost importance in oncology to 

strive always for innovation in the search for new pathways 

and targeted molecular therapies to improve prognosis and 

quality of life for patients with neoplasms (6, 7). 

The development of targeted molecular therapies has 

completely changed the dynamics in the treatment of most 

neoplasms, being less toxic and more effective alternatives 

than conventional chemotherapy (8). 

Poly-ADP-Ribose Polymerase (PARP) 

Activity and Clinical Usage 

The inhibition of PARP is becoming more popular as a target 

in the treatment of BRCA1/2 DNA repair-associated 

(BRCA1/2)-deficient tumors that present defects in the 

homologous recombination (HR) repair pathway (9). 

The PARP family is composed of 17 enzymes with 

different functions in the cellular matrix, however, PARP1 is 

primarily the one responsible for DNA damage repair (DDR) 

activity attributed to these enzymes and, therefore, is the 

main target in molecular therapies utilizing PARP inhibitors 

(PARPi) in the treatment of cancer. The mechanism of action 

of PARP1 is related to its capacity to execute post-translation 

modifications of proteins through the addition of PARP 

chains, inducing structural and functional changes in a 

process called PARylation (10, 11). 

PARP1 possesses three zinc-finger domains, two of which 

are responsible for recognizing and binding the enzyme to 

DNA (Figure 1A). When genetic damage is identified, 

PARP1 auto-PARylates and signalizes for the recruitment of 

other enzymes which initializes the DDR mechanism. Before 
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Figure 1. Poly-ADP-ribose polymerase 1 (PARP1) structure and DNA-repair mechanism. A: Representation of PARP1 structure and functioning domains. 

Zn1: Zinc-finger 1; Zn2: Zinc-finger 2; NLS: nuclear localization signal; Zn3: Zinc-finger 3; AMD: auto-modification domain; BRCT: breast-cancer- 

susceptibility protein carboxy terminus; HD: helical subdomain; ART: ADP-ribosyl transferase subdomain. B. Multifactorial DNA damage generates 

single-strand breaks which are then recognized by PARP1. After binding, PARP1 auto-PARylates, signaling for the recruitment of proteins involved in 

the repairing mechanism. PARP1 unbinds from DNA due to charge repulsion and DNA damage-repair (DDR) enzymes initiate the repair. 

 

DDR initiation, PARP1 unbinds from the DNA due to 

accumulation of negative charges from the PARP chains and 

the PARylation process is reverted, returning PARP1 to its 

original conformation (Figure 1B) (12-14). 

PARPi in treatment of neoplasms represents the first ever 

clinical application of the synthetic lethality concept, which 

describes cell death when a series of intrinsic and extrinsic cell 

factors are activated through pharmacological manipulation 

(15). PARP1 is responsible for signalizing the repair of single- 

strand breaks in DNA, therefore, its inhibition induces 

escalation of these injuries and conversion into double-strand 

breaks. Tumors which are deficient in HR mechanism, such 

as BRCA1/2-deficient tumors, are unable to effectively repair 

double-strand breaks and are induced to undergo apoptosis 

when treated with PARPi as a consequence (16, 17). 

Another means through which PARPi exerts cytotoxicity 

is by forming insoluble PARP–DNA complexes, in a process 

known as PARP trapping. When PARP binds to DNA and is 

unable to be released, the DDR mechanisms are unable to 

bind and act on that sequence, impairing DNA repair and 

inducing genetic damage. Some PARPi agents are more 

efficient than others in binding PARP to DNA, and some 

even induce PARP release; this difference in their activity 

has no direct correlation with their capability of inhibiting 

PARylation itself (18-20). 

The current usage of PARPi in clinical practice is still 

restricted to treatment of solid tumors and most indications 

for their use revolve around treatment of BRCA-mutated 

tumors (21). However, a series of recent experimental and 

clinical studies demonstrated that PARPi may also be useful 

when treating a great variety of leukemia subtypes and 

related diseases that may present other mutation categories, 

without damage to the DDR mechanism. Even though 

experimental evidence attests the efficacy of these drugs, 

their antitumor mechanism has not been fully elucidated in 

many of the leukemia subtypes in which they are active (22). 

Tyrosine Kinases and Carcinogenesis 

TKs are a large protein family that is involved in a variety 

of cellular signaling pathways and other survival and 

replication mechanism in a way that grants them a major role 

in the carcinogenesis of many tumor type (Figure 2). 

Approximately 100 TKs have been characterized in the 

human genome and are divided into receptor TKs, these 

being proteins with transmembrane domains, and non- 

receptor TKs, characterized as being cytoplasmic or nuclear 

proteins (23-25). 

The first TK inhibitor (TKI) to be approved as a therapeutic 

in neoplasms was designated for the treatment of chronic 
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Figure 2. Tyrosine-kinase signaling pathway. Tyrosine-kinase mutations may induce constitutive activation or overexpression in cancer cells, leading 

to signaling pathways deregulation and malignant cells replication and survival. 
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myeloid leukemia (CML) due to the high frequency of 

expression of the chimeric TK breakpoint cluster region - 

Abelson murine leukemia (BCR–ABL) in this subtype. 

Currently, the roles of many TKs in carcinogenesis have been 

well characterized for other leukemia subtypes and are used 

as targets of inhibition for the treatment of neoplasms. The 

development of TKIs astoundingly changed the prognosis of 

patients suffering from TK-dependent leukemia by drastically 

increasing the rates of cure and overall survival (25-27). 

However, malignant cells are easily mutated and the 

selective pressure exerted by treatment with TKIs usually 

results in emergence of resistant tumors, especially in relapsed 

leukemias. The mechanism involving resistance may vary 

depending on the drugs used and the leukemia subtype being 

treated with strategies to overcome resistance mostly 

consisting of increases in TKI dosage or utilization of second 

generation TKIs. Both strategies represent more risks to the 

patients, due to the increased drug toxicity, and will not 

necessarily provide a longer overall survival (28–31). 

New Therapeutic Strategies 

The development of alternative therapeutic approaches is 

extremely necessary in the goal of tackling the inevitable 

cases of resistance originated from the selective pressure of 

conventional and targeted therapies (32). 

Even though some mechanisms remain to be elucidated, 

the utilization of PARPi has been shown to be a promising 

therapeutic strategy in the treatment of many leukemia 

subtypes (22). It is also important to note that some PARPi 

may have off-target effects beyond inhibition of PARylation 

and PARP trapping and may interfere directly with kinase 

activity pathways (33). In this review, we aimed to evaluate 

experimental data in the literature regarding in vitro studies 

utilizing PARPi as a treatment for TK-dependent leukemia. 

Table I comprises a number of relevant studies from 2015 

to 2019 reporting in vitro PARPi activity against leukemia 

cell lines and in samples of patients with different leukemia 

subtypes. 
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Table I. In vitro studies of poly-ADP-ribose polymerase inhibitors (PARPi) in leukemia cells and samples from patients described in the literature. 

 
lines 

 
cKIT; CBFB–MYH11  by HR samples from Skorska et al., 

down-regulation primary AML  2019 (34) 

MDS/CMML ASXL1; FLT3–ITD; Talazoparib    APE1 inhibitor III;   -  Bone marrow Kohl et al., 

and AML  JAK2; RUNX1    decitabine       samples  2019 (35) 

DLBCL   LMO2  Olaparib Doxorubicin  Synthetic lethality VAL; OCI-LY8; Parvin et al., 

and T-ALL        by DSB-induction   OCI-LY19;  2019 (36) 

in HR-deficient cells  DOHH2; 

MOLT16; MOLT4 

CML BCR–ABL Talazoparib Chloroquine Inhibition of Peripheral blood Liu et al., 

Talazoparib-induced  from pediatric 2019 (37) 

autophagy patients with CML 

CML BCR–ABL Perezone - Apoptosis through K562 Hernández- 

PARP1 inhibition and Rodríguez et al., 

redox alterations  2019 (38) 

MPN JAK2V617F; Veliparib Busulfan Double-strand SET2; HEL; Patel et al., 

CALR DNA breaks HL-60; K562; 2019 (39) 

patient blood 

samples 

AML RUNX1–ETO Olaparib BMS; PARylation, KG1α; Li et al., 

daunorubicin HR and NHEJ Kasumi-1 2019 (40) 

deregulation 

AML NPM1; FLT3–ITD; Talazoparib NL101 Impairment of Samples from  Li et al., 

CEBPA; DNMT3A;   cell cycle and  patients with 2018 (41) 

IDH1; IDH2 apoptosis induction  AML; MV4-11; 

MOLM-13; HL-60; 

Kasumi-1 

CML BCR–ABL1 Olaparib; 5F02; imatinib Accumulation Samples from Nieborowska- 

talazoparib of DSB  patients Skorska et al., 

with CML  2019 (42) 

CML BCR–ABL1 Talazoparib Imatinib Accumulation Samples from Podszywalow- 

of DSB patients with CML Bartnicka et al., 

2019 (43) 

AML FLT3–ITD Olaparib; Quizartinib; Accumulation of Patient samples Maifrede et al., 

talazoparib gilteritinib;  DSB and cell from primary AML; 2018 (44) 

crenolanib death induction  MV-4-11; HL-60; 

REH; BaF3 

AML NPM1mutA; Olaparib - Up-regulation of  Samples from Faraoni et al., 

FLT3–ITD    death receptors patients with AML  2018 (45) 

AML IDH1/2MUT Olaparib; Daunorubicin Down-regulation Samples from Molenaar et al., 

talazoparib   of AML level patients with AML  2018 (46) 

AML MLL–AF9 Olaparib 5-Azacytidine; Increased DNA MML-AF9 murine Zhao and So, 

decitabine; damage, cell-cycle leukemia cells; 2017 (47) 

doxorubicin arrest and increase  MOLM13 

in apoptosis 

AML  MLL; FLT3; Olaparib AZD1775  Impairment of Jurkat; Molm13; Garcia et al., 

and ALL NPM1; DNMT3A;   HR, increase in DNA  MV4-11; REH;  2017 (48) 

TP53; ETV6–RUNX1 damage and apoptosis OCI-AML3; 32D 

CML, AML TCF3–HLF Olaparib; - Impairment MOLT3; Jurkat; Piao et al., 

and ALL  veliparib   of HR and NALM6; REH;  2017 (49) 

accumulation RS4-11; Raji; 

of DSB  Daudi; BV137; K562; 

MEG-01; KG-01; NB4; 

HL-60; ML-1; THP-1; 

U-937; Kasumi-1; 

CMK; HAL-01; 

YCUB-2; AR230 

Table I. Continued 
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Leukemia Genetic 

mutation 

PARPi Synergy Mechanism Cell Reference 

AML RUNX1–ETO; Olaparib Avapritinib Synthetic lethality Kasumi-1; patient Nieborowska- 
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Table I. Continued 

Leukemia  Genetic PARPi Synergy Mechanism Cell Reference 

mutation    lines 
 

AML FLT3–ITD Veliparib; Decitabine; Increase in PARP Patient samples Muvarak et al., 

talazoparib 5-azacytidine trapping and DSB from primary AML; 2016 (50) 

accumulation MV411; MOLM13; 

MOLM-14; KASUMI 

CML and ALL BCR–ABL P10 SAHA Accumulation of K562; MOLT4; Hegde et al., 

TP53    DSB, cell-cycle  Nalm6; REH  2016 (51) 

arrest and 

induced apoptosis 

MPN JAK2V617F; BRCA1; Veliparib; - Synthetic lethality Samples from Pratz et al., 

CHEK2; RAD50 olaparib by HR pathway patients with 2017 (52) 

dysfunction diverse MPN 

AML  RUNX1–ETO; Olaparib; LiCl Synthetic lethality  Human primary Esposito et al., 

PML–RARα; MLL–AF9 veliparib   by HR pathway AML cells; NB4-LR2;  2015 (53) 

dysfunction THP1; Kasumi-1; 

GP2; NIH3T3 

ATLL p53 PJ-34 - Cell-cycle arrest, Patient-derived Bai et al., 

accumulation of DSB ATLL cells; MT-4; 2015 (54) 

and reactivation of  MT-2; C8166; 

p53 pathways  C91PL; MT-1; 

ATL-T; ED-40515(–); 

ALT-25; ATL-43T; 

KOB; ATL-55T 

AML and ALL NPM1; TP53 Rucaparib 5FU Increase in DNA OCI-AML2; Falzacappa 

damage and induction RPMI-8402 et al., 2015 (55) 

of apoptosis 

AML FLT3; NPM1 Olaparib - Increase in Patient samples Faraoni et al., 

DNA damage from primary AML; 2015 (56) 

HL-60; U937; 

NB4; HL-60R; 

OCI-AML2; 

OCI-AML3 

ALL: Acute lymphocytic leukemia; AML: acutemyeloid leukemia; ATALL: adult T-cell leukemia/lymphoma; CML: chronic myeloid leukemia; 

CMML: chronic myelomonocytic leukemia; DLBCL: diffuse large B-cell lymphoma; DSB: double-strand break; HR: homologous recombination; 

MDS: myelodysplastic syndrome; MPN: myeloproliferative neoplasm; NHEJ: non-homologous end joining; PARP1: poly-ADP-ribose polymerase; 

TALL: T-cell acute lymphoblastic leukemia. 

 

 

PARPi Studies 

Most studies that were found in the literature, reported the 

effects of combined therapy utilizing one of the inhibitors 

already used in clinical practice for treatment of solid 

tumors, alongside inhibitors of other cellular pathways 

and some TKIs (34-37, 39-44, 46-48, 50, 51, 53, 55). The 

most commonly described leukemia subtype was acute 

myeloid leukemia (AML) harboring mutations such as Runt-

related transcription factor1–eight twenty-one (RUNX1–ETO) 

and fms-like tyrosine kinase 3-internal tandem duplication 

(FLT3–ITD) (34, 35, 40, 41, 44, 45, 

48, 50, 53, 56). 

While RUNX1–ETO AML cells displayed increased 

sensitivity to treatment with olaparib, when accompanied by 

cKIT mutation, these cell lines tended to lose this sensitivity 

(34, 53). RUNX1 is a well-known transcription factor 

involved in normal hematopoiesis and its mutation into 

RUNX1–ETO causes deficiency in BRCA1/2 status and 

deregulation of normal DDR pathways, conferring sensitivity 

to PARPi. However, cKIT mutations have experimentally 

been shown to restore tumor HR capacity, conferring 

increased resistance to treatment with PARPi that would 

benefit from synthetic lethality. This resistance was shown 

to be overcomed when using a combination treatment with 

cKITMUT inhibitors (34, 53, 57, 58). 

In regards to FLT3–ITD mutation, experimental data 

have shown low sensitivity to PARPi treatment as a 

monotherapy, while it was efficient when combined with 

FLT3–ITD inhibitors (44). This lack of sensitivity may be 

attributed to the capacity of FLT3–ITD mutation in 

restoring cellular HR activity through increased expression 
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of DNA-binding protein 51 (RAD51) (59-61). Garcia et al. 

also demonstrated that inhibition of other kinase pathways, 

such as WEE1-like protein kinase (WEE1), impaired HR in 

FLT3–ITD-mutated AML cells and synergized with PARPi 

treatment (48). 

Studies analyzing cohorts of samples from patients with 

AML have demonstrated that high PARP1 expression in 

AML cells is related both to increased FLT3-ITD mutation 

rate (41), as well as reduced sensitivity to PARPi (56), 

indicating that the overexpression of PARP1 might be a 

potential predictive marker to the resistance to PARPi 

treatment in AML mediated by FLT3–ITD mutation, 

however further investigation is required on this topic. AML 

cell lines expressing no FLT3–ITD or relevant levels of 

PARP1 are still capable of resisting PARPi treatment 

through other mechanisms, such as the aforementioned 

overexpression of RAD51 (56). 

Another TK found to have an important role in 

hematological malignancies is Janus kinase 2 (JAK2) 

harboring the point mutation V617F, which is often 

expressed in myeloproliferative neoplasms. Contrasting data 

found in the literature make it still unclear if JAK2V617F 

cells are indeed sensitive or not to treatment with PARPi, 

more specifically to veliparib (39, 52). In a similar 

mechanism to that of FLT3-ITD, JAK2V617F mutation is 

known to increase RAD51 expression and up-regulate HR 

activity, which would, in theory, reduce JAK2V617F cell 

sensitivity to PARPi treatment (60). 

One of the most common leukemia subtypes associated 

with TK dependence is CML as a result of its high BCR– 

ABL1 expression. Even though TKI development has greatly 

improved prognosis of patients with CML, cases of primary 

and secondary resistance are still reported in clinical practice 

and represent a major obstacle in treatment (62, 63). BCR– 

ABL mutations are known to deregulate cellular signaling 

pathways, down-regulating BRCA1 protein expression and 

consequentially inhibiting HR activity (64, 65). 

In accordance with the concept of synthetic lethality, the 

utilization of different PARPi was able to inhibit growth of 

CML BCR–ABL cells in vitro mainly through increase in 

genomic instability and consequent apoptosis. This inhibitory 

activity was shown to be even more relevant when combined 

with different synergistic drugs (37, 38, 42). Liu et al. 

demonstrated that the utilization of chloroquine potentiated 

the activity of talazoparib in samples from patients with 

CML by inhibiting talazoparib-induced autophagy which 

may play a cytoprotective role in tumor cells (37). Moreover, 

Nieborowska-Skorska et al. demonstrated that a combination 

of NAD-like PARPi, such as olaparib and talazoparib, and 

non-NAD-like PARPi, as well as combination with the 

commonly used TKI imatinib, may potentiate NAD-like 

PARPi inhibitory activity against cell in samples from 

patients with CML (42). 

In the above mentioned studies, as well as those described 

in Table I, the cytotoxicity of PARPi has been shown for 

different leukemia subtypes in vitro, especially when 

combined with other drugs capable of deregulating cellular 

signaling pathways and DDR mechanisms, reinforcing its 

capability for selectively killing malignant cells through 

synthetic lethality (66), and improving upon the hypothesis 

that their use has the potential to improve prognosis of many 

patients afflicted by TK-dependent leukemia. 

Conclusion 

The highly significant experimental data support the 

utilization of PARPi as a potential new therapeutic approach 

in the treatment of primary leukemia and TK-dependent 

leukemia through a series of different mechanisms, such as 

synthetic lethality, PARP trapping and synergy with other 

signaling pathway inhibitors. The confirmation of this 

evidence in clinical trials is needed in order to further 

improve upon this hypothesis. 
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Abstract. Background/Aim: Experimental oncology 

consists in the use of cell cultures for the study of 

oncological models and is a commonly utilized concept in 

research laboratories, representing a credible framework for 

drug testing, cytotoxicity and cellular mutagenesis and 

carcinogenesis. Investigations into poly-ADP-ribose 

polymerase 1 (PARP1) inhibition have become ever more 

relevant due to its approval as a therapeutic option in tumors 

with BRCA1/2 DNA repair-associated mutation and the 

seemingly high PARP expression levels in some tumor 

subtypes. In this study, we aimed to determine PARP1 gene 

expression of different hematological cancer-derived cell 

lineages and compare them to that of normal cell lines. 

Materials and Methods: PARP1 gene expression in Seven 

different neoplastic lineages, representing three different 

hematological disorders (chronic myeloid leukemia, Burkitt 

lymphoma and acute lymphoblastic leukemia) was quantified 

by quantitative real time polymerase chain reaction. Results: 

All hematological malignant lineages in this study 

overexpressed PARP1 when compared to the normal cell line 

MRC-5, with Burkitt's lymphoma cells having the highest 

expression values (fold change: 93). Conclusion: The 

observation of overexpression of PARP1 in hematological 

malignant lineage is crucial for future studies exploring 

possible cellular oncogenic pathways and supports 
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investigations into the effectiveness of PARP1 inhibitors 

against hematological disorders. 

Experimental oncology consists in the use of cell cultures for 

the study and investigation of neoplasms in biological 

models. Commonly utilized in research laboratories, cell 

models represent an excellent basis for analyses of genetic 

and epigenetic molecular alterations and anticancer drug 

testing (1, 2). 

Research studies utilizing cell lineages are demonstrated 

to be appropriate frameworks for the development of new 

drugs and provide credible models for the analyses of 

cytotoxicity, mutagenesis and carcinogenesis, also allowing 

for consistent and reproducible results (3). The primary 

advantage when working with cell lines is the availability of 

a potentially unlimited source of biological material, as cells 

are able to divide and grow indefinitely in vitro. Moreover, 

the possibility of storing cells in liquid nitrogen allows for 

continuation of research over prolonged periods (4). 

Investigations into poly-ADP-ribose polymerases (PARP) 

cellular pathways have become ever more relevant since the 

first approval of PARP inhibitors (PARPi) for the treatment 

of breast cancer 1/2 (BRCA1/2) DNA repair-associated- 

deficient tumors, with PARP1 being the main target of 

inhibition (5, 6). PARP1 plays a major role in the DNA- 

damage response and is overexpressed in various tumor 

subtypes, being mainly associated with an unfavorable 

prognosis (7-9). 

PARPi are targeted antineoplastic drugs and the treatment 

outcome is dependent on PARP1 expression in the targeted 

cells (5, 10). In this study, we aimed to determine the PARP1 

expression level of different cell lineages representing 

neoplastic hematological disorders and to compare them to 

the expression levels of normal cell lines, creating a basis for 

future studies of PARPi utilizing experimental oncology 

models. 
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Table I. Cell lines evaluated in this study. 

Cell line  Tissue of origin Classification Reference 

K-562 Bone marrow chronic myeloid leukemia  Blast cells  11 

K562-Lucena 1 Derived from K-562 Vincristine-resistant 12 

FEPS Derived from K-562 Daunorubicin-resistant 13 

SUP-B15 Bone marrow B Lymphoblast 14 

Jurkat Peripheral blood T Lymphocyte 15 

Namalwa Peripheral blood B Lymphocyte 16 

Raji Bone marrow B Lymphocyte 17 

MRC-5 Human fetal lung fibroblasts Normal cell 18 

MNP-01 Non-neoplastic gastric epithelium Normal cell 19 

 

 
Materials and Methods 

Cell culture. For analyses of PARP1 gene expression, we utilized a 

panel of leukemia and normal cell lines for comparison, as shown 

in Table I. Cells lines derived from patients with chronic myeloid 

leukemia K-562, vincristine-resistant derivative K562-Lucena 1, and 

daunorubicin-resistant derivative FEPS were generously donated by 

Professor Vivian M. Rumjanek from the Federal University of Rio 

de Janeiro, Brazil. SUP-B15 and Jurkat cell lines derived from 

lymphoblastic leukemia, as well as Namalwa and Raji cell lines 

from Burkitt’s lymphoma, were kindly provided by Professor Lucas 

Eduardo Botelho de Souza from Regional Blood Center of Ribeirão 

Preto, University of São Paulo, Brazil. 

All leukemia cell lines were cultivated in RPMI; for resistant cell 

lines K562-Lucena 1 and FEPS, media were also supplemented with 

60 nM vincristine sulfate and 46 nM daunorubicin, respectively. 

Normal cell lines derived from the gastric epithelium (MNP-01) and 

lung fibroblast (MRC-5) were maintained in Dulbecco’s modified 

Eagle’s medium. All media were supplemented with 10% (v/v) fetal 

bovine serum (Gibco®, Carlsbad, CA, USA), 1% (v/v) penicillin 

(100 U/ml) and streptomycin (100 mg/ml) (Gibco®A), and cells 

were conditioned in a 5% CO2 air-humidified atmosphere at 37˚C. 

Total mRNA isolation and cDNA synthesis. Cells were plated in 12- 

well plates at 5×104 cells/welI for normal cells (MRC-5 and MNP-01) 

and about 7×104 cells/well for leukemia cells. Cell lines were 

maintained until 80% confluency (~48 hours for normal cells and 44 

to 48 hours for leukemia cells). After the cultivation time, cells were 

collected and RNA was extracted with TRIzol Reagent® 

(Invitrogen™, Carlsbad, CA, USA) according to the manufacturer’s 

instructions. After extraction, RNA concentration and quality were 

determined using NanoDrop (Thermo Scientific, Carlsbad, CA, USA) 

and 20 ng was used for cDNA confection using High-Capacity cDNA 

Reverse Transcriptase kit (Life Technologies, Carlsbad, CA, USA). 

cDNA was then stored at −20˚C until further expression analysis. 

Analysis of PARP1 expression by quantitative real-time reverse 

transcriptase polymerase chain reaction (qPCR). Quantitative real- 

time PCR was performed using the Power SYBR Green PCR 

Master Mix kit (Applied Biosystems®, Foster City, CA, USA). 

Relative expression levels of PARP1 (NM_001618.3) were 

normalized and determined using β-actin gene (ACTB; 

NM_001101.5) as an endogenous control. Primer efficiency was 

 

 
 

determined for all genes described. The detection method was the 

TaqMan® Gene expression assays system (Applied Biosystems) and 

qPCR was performed using QuantStudio® 5 Real-Time PCR system 

(Applied Biosystems). The experiments were performed in triplicate 

and the standard requirements for performing the technique were 

followed (20). For calculating the relative expression levels, the 

2−∆∆CT method was used (21), considering the sample from the 

normal cell line MRC-5 as the calibrator of the assays. 

Statistical analysis. Assays were performed in triplicate and results 

are shown as the mean±standard deviation, the relative expression 

of PARP1 in cell lines was compared to the expression in the MRC- 

5 sample by one-way analysis of variance followed by Bonferroni’s 

post-test. Significant differences were considered with an interval 

of confidence of 95% (p<0.05). GraphPad Prism 5.01 software 

(Merck®, Darmstadt, Hesse, Germany) was used for data analysis 

and graph design. 

Results 

Firstly, when we compared the expression of PARP1 in cell 

lines derived from chronic myeloid leukemia (CML) with the 

normal cell line MRC-5 (Figure 1), all those analyzed 

presented gene expression enhanced by more than 10-fold 

(K-562 and FEPS: p<0.0001; and K562-Lucena 1: p<0.05). 

When compared among themselves, FEPS showed higher 

expression than K-562 and K562-Lucena 1, at around 50- 

and 90-fold, respectively (p<0.0001). 

Next, we analyzed PARP1 expression in cell lines derived 

from acute leukemia. Both SUP-B15 (p<0.0001) and Jurkat 

(p<0.001) presented a significant increase in PARP1 

expression when compared to normal cells (approximately 

30- and 20-fold, respectively). However, when these cell 

lines were compared with each other, there was no difference 

in gene expression (Figure 2). 

We also evaluated PARP1 gene expression in cell lines 

derived from Burkitt’s lymphoma (BKL); Namalwa, and Raji 

cell lines presented a 90-fold increase and 70-fold in PARP1 

expression, respectively (p<0.0001) when compared to 

normal cell MRC-5 (Figure 3), did not differ statistically in 

PARP1 gene expression when compared with each other. 
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Figure 1. Expression of poly-ADP-ribose polymerase 1 (PARP1) in chronic myeloid leukemia cell lines. Data are presented as the mean±SD of three 

independent experiments. PARP1 gene expression was normalized by endogenous gene actin beta (ACTB). Expression in normal gastric cells MNP- 

01, and chronic myeloid leukemia cell line K-562, its vincristine-resistant derivative K562-Lucena 1, and daunorubicin-resistant derivative FEPS 

was compared to that of lung fibroblasts MRC-5, using analysis of variance and multiple Bonferroni comparisons. Significantly different at: *p<0.05 

and **p<0.0001 from MRC-5 cells; ##p<0.0001. 

 

 
 

Figure 2. Expression of poly-ADP-ribose polymerase 1 (PARP1) in acute leukemia cell lines. Data are presented as mean±SD of three independent 

experiments. PARP1 gene expression was normalized by endogenous gene actin beta (ACTB). Expression in normal gastric cells MNP-01 and cell 

lines of acute lymphoblastic leukemia (SUP-B15), and acute T-cell leukemia (Jurkat) was compared to that of lung fibroblasts MRC-5 using analysis 

of variance and multiple Bonferroni comparisons. Significantly different from MRC-5 cells at *p<0.001 and **p<0.0001. 

 

 

Discussion 

The utilization of cancer cell lines in research laboratories is 

of common practice due to their easy manipulation, when 

compared to in vivo models, and more ethically accepted usage 

(1). Even though the cellular genetic expression may diverge 

between similar lineages cultivated in different laboratories, it 

is essential to determine a lineage’s molecular profile for the 

correct conduction of anticancer drug tests and when searching 

for possible mechanisms of resistance (1, 22, 23). 

Characterization of PARP1 expression in cancer cell lines 

is becoming ever more relevant due to the increased use of 

PARPi in clinical practice for the treatment of different solid 

tumors and their promising activity in in vitro studies and 

clinical trials as a therapeutic option for leukemia and other 

hematological malignancies (24, 25). 

 
When analyzing the profile of CML lineages, it is not 

surprising that significant differences in PARP1 expression 

levels were detected, even though all lineages were derived 

from K-562, since previous literature reports already determined 

the main resistance mechanism of K562-Lucena 1 and FEPS to 

be through overexpression of ATP binding cassette subfamily B 

member 1 (ABCB1) transporter protein. More than 1,000 genes 

are differentially expressed between these cell lines (26), and 

we demonstrate PARP1 to be one of these genes. 

PARP1 was, however, overexpressed in all CML lineages 

analyzed when compared to the normal MRC-5 cell line. 

This observation corroborates previous data indicating 

PARPi effectiveness in the treatment of CML cell lines and 

patient samples harboring breakpoint cluster region–Abelson 

murine leukemia translocation (BCR–ABL), especially when 

combined in synergistic treatments (27-30). 

 

3 



 

  ANTICANCER RESEARCH 41: xxx-xxx (2021)  

 
 

Figure 3. Expression of poly-ADP-ribose polymerase 1 (PARP1) in Burkitt’s lymphoma cell lines. Data are presented as mean±SD of three 

independent experiments. PARP1 gene expression was normalized by endogenous gene actin beta (ACTB). Expression in normal gastric cells MNP- 

01 and Namalwa and Raji cell lines derived from Burkitt’s lymphoma was compared to that of lung fibroblasts MRC-5 using analysis of variance 

and multiple Bonferroni comparisons. *Significantly different from MRC-5 cells at p<0.0001. 

 

 

The expression profile in both acute leukemia lineages 

analyzed also demonstrates PARP1 overexpression in 

comparison to normal cells. While PARPi usage may not 

always be effective as a single agent against acute leukemia 

cells (31), its usage in synergistic treatments, alongside DNA 

damage-inducing drugs, demonstrated anticancer potential 

for different acute leukemia subtypes (32, 33), pointing to 

PARP1 overexpression as a possible supportive pathway to 

malignancy. 

Lastly, the two BKL cell lines presented some of the 

higher expression levels of PARP1 in those analyzed. 

Immunoglobulin heavy locus/MYC proto-oncogene 

translocation is the most common mutation in BKL cells and, 

while it is related to overexpression of MYC transcription 

factor, it also seems to be responsible for down-regulation of 

BRCA2 tumor-suppressor protein and accumulation of DNA 

double-strand breaks in these cells (34), which might explain 

PARP1 overexpression as being a compensatory mechanism 

for perturbed DNA damage-repair pathways. 

It is also relevant to note that, in accordance with the 

concept of synthetic lethality, the expression profile of BKL 

cells leads to them being sensitive to PARPi treatment as a 

total disruption of DNA damage-repair mechanisms induces 

apoptosis even in malignant cell phenotypes (34-36). 

Conclusion 

Overall, all malignant lineages in this study were found to 

overexpress PARP1. This observation is crucial for future 

studies exploring possible cellular oncogenic pathways and 

highlights the need for investigations into PARPi 

effectiveness against hematological disorders. 
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