UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA
FACULDADE DE MEDICINA
NUCLEO DE PESQUISA E DESENVOLVIMENTO DE MEDICAMENTOS
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM MEDICINA TRANSLACIONAL

CAIO BEZERRA MACHADO

ESTUDO TRANSLACIONAL DE UM INIBIDOR DA ENZIMA POLI-ADP-RIBOSE
POLIMERASE-1 (PARP1) EM MODELOS DE LEUCEMIA LINFOBLASTICA
AGUDA p190+

FORTALEZA
2023



CAIO BEZERRA MACHADO

ESTUDO TRANSLACIONAL DE UM INIBIDOR DA ENZIMA POLI-ADP-RIBOSE
POLIMERASE-1 (PARP1) EM MODELOS DE LEUCEMIA LINFOIDE AGUDA p190+

Dissertacdo apresentada ao Programa de
Pés-graduacdo em Medicina Translacional da
Universidade Federal do Ceara como requisito
parcial a obtencdo do titulo de mestre em

Medicina Translacional.

Orientadora: Profa Dr.2 Caroline de Fatima
Aquino Moreira Nunes

Coorientador: Prof. Dr. Lucas Eduardo Botelho
de Souza.

FORTALEZA, CE
2023



Dados Internacionais de Catalogagao na Publicagao
Universidade Federal do Ceara
Sistema de Bibliotecas
Gerada automaticamente pelo médulo Catalog, mediante os dados fornecidos pelo(a) autor(a)

M13e Machado, Caio Bezerra.
Estudo translacional de um inibidor da enzima poli-ADP-ribose polimerase-1 (PARP1) em
modelos de leucemia linfoblastica aguda p190+ / Caio Bezerra Machado. — 2023.
108 1. : il. color.

Dissertagcao (mestrado) — Universidade Federal do Ceara, Faculdade de Medicina,
Programa de Pés-Graduacgao em Medicina Translacional, Fortaleza, 2023.

Orientagao: Prof. Dr. Caroline de Fatima Aquino Moreira-Nunes.

Coorientagao: Prof. Dr. Lucas Eduardo Botelho de Souza.

1. BCR-ABL. 2. Leucemia Linféide Aguda. 3. Poli-ADP-ribose polimerase. |. Titulo.

CDD 610




CAIO BEZERRA MACHADO

ESTUDO TRANSLACIONAL DE UM INIBIDOR DA ENZIMA POLI-ADP-RIBOSE
POLIMERASE-1 (PARP1) EM MODELOS DE LEUCEMIA LINFOIDE AGUDA p190+

Dissertacdo apresentada ao Programa de
Pés-graduacdo em Medicina Translacional da
Universidade Federal do Ceara como requisito
parcial a obtencdo do titulo de mestre em

Medicina Translacional.

Aprovada em: /|

BANCA EXAMINADORA

Profa. Dra. Caroline Aquino Moreira-Nunes (Orientadora)
Universidade Federal do Ceara (UFC)

Prof. Dr. André Salim Khayat
Universidade Federal do Para (UFPA)

Prof. Dr. Wallax Augusto Silva Ferreira
Instituto Evandro Chagas (IEC)



Aos meus familiares e amigos.

Aos meus professores de uma vida inteira.



AGRADECIMENTOS

Aos meus pais, Gardénia Maria Chaves Bezerra e Alexandre Campos
Machado, que, diante de quaisquer alternativas, sempre priorizaram a minha
educacéo, dando vez as escolhas e oportunidades que culminaram neste trabalho.

Aos meus irméos e suas familias, a minha familia de sangue e de coracéo,
por todo o companheirismo ao longo do trajeto. Ao meu avd, Antbnio Lacerda
Machado, médico e pesquisador, pelo qual a paixao da investigacao cientifica nasceu
em mim.

A minha orientadora, Caroline Aquino Moreira-Nunes, que me recebeu
como aluno e amigo no decorrer deste trabalho e para além dele, cujas palavras
orientam o pensamento cientifico, mas também acalentam alma e coracdo nos
momentos mais necessarios.

Ao meu coorientador, Lucas Eduardo Botelho de Souza, que, para além da
orientacdo, me cedeu tremendo suporte técnico e cientifico através do acesso ao
Laboratério de Transferéncia Génica no Hemocentro de Ribeirdo Preto. A todos do
‘Lab TG”, meu muito obrigado, imensuravel em palavras, pelo apoio, hospitalidade,
paciéncia e lacos de amizade que perduram para além do distanciamento espacial.

Aos professores, participantes tanto da banca qualificadora quanto da
banca examinadora, André Salim Khayat e Wallax Augusto Silva Ferreira, por
aceitarem os convites e por contribuirem com o inicio, desenvolvimento e finalizagao
deste projeto.

Ao laboratério de Farmacogenética do NPDM, UFC, e a todos os seus
integrantes, em especial ao companheiro de bancada e amigo Emerson Lucena da
Silva, pela eterna disposicdo em ser Util e pelas iniciativas muitas vezes tomadas no
sentindo de ensinar os colegas e impulsionar o presente trabalho.

A todos os profissionais que trabalham no NPDM, & coordenagédo e
secretaria do Programa de Pds-Graduagdo em Medicina Translacional, pelo apoio
institucional e pelas condi¢bes essenciais para realizacéo deste projeto.

A todos os meus amigos, proximos e distantes, muitos previamente
citados, aos que caminham ao meu lado por muitos anos e aos feitos ao longo da
caminhada, obrigado pelo apoio emocional e pelo ensinamento de que o fardo divido

se torna mais leve.



Ao Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnologico —
CNPqg —e a Coordenacéo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior —- CAPES

— pelo apoio financeiro fornecido a esta pesquisa.



“‘Nenhuma grande descoberta foi feita jamais sem um palpite ousado.”

Isaac Newton



RESUMO

A Leucemia Linfoblastica Aguda (LLA) é um distirbio clonal de células
hematopoiéticas que pode apresentar diversos tipos de caracterizacdo genética. Um
dos piores prognésticos para LLA envolve a presenca de translocacdo do
cromossomo 9 para o cromossomo 22 (1(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 ndo responderem aos tratamentos classicos
com inibidores de tirosina-quinase disponiveis no mercado. Entretanto, estudos
recentes utilizando inibidores de poli-ADP-ribose polimerase-1 (PARP1) mostram a
efetividade destes farmacos sob a progressdo de tumores com altos niveis de
instabilidade gendmica, sendo essa uma das caracteristicas da presenca do gene
guimérico BCR-ABL p190+. Apesar disso, ainda ndo existe aprovacao para o uso de
inibidores de PARP (PARPi) no tratamento de nenhum subtipo leucémico. Neste
contexto, este estudo tem como objetivo avaliar o potencial de inibicdo de PARP como
terapia para o tratamento de modelos de LLA BCR-ABL p190+. O perfil de expressao
de PARP1 foi caracterizado através de PCR em tempo real em diferentes linhagens
representativas de malignidades hematoldgicas. A seguir, foi utilizada uma linhagem
representativa de LLA BCR-ABL pl190+ e outras linhagens representativas de
malignidades de linfocitos B para analise citotdxica com um PARPI, AZD2461, e com
o inibidor de BCR-ABL, Imatinibe. Foram avaliados parametros fenotipicos
associados aos tratamentos assim como a modulacdo da expressao de PARP1 e
BCR-ABL p190. Por fim, o nivel de expresséo de PARP1 foi mensurado em pacientes
portadores de LLA BCR-ABL p190+, sendo comparado a doadores saudaveis. O
tratamento com AZD2461 apresentou niveis de citotoxicidade similares aos de
Imatinibe no tratamento de malignidades BCR-ABL pl190+, além de apresentar
marcadores apoptoticos de maneira precoce e modular a expressao de BCR-ABL de
maneira similar. Analises em pacientes com um maior n amostral sdo necessarias,
entretanto os achados apontam para uma hiperexpresséao significativa de PARP1 em
coortes de pacientes BCR-ABL p190+. Assim, o estudo farmacologico da via de
inibicdo da enzima PARP1 tem potencial como alvo na terapia para LLA BCR-ABL
p190+, sendo capaz de limitar a viabilidade das células em linhagens leucémicas
representativas desta malignidade.

Palavras-chave: BCR-ABL; Leucemia Linféide 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 (1(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 PARPIi, 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.



11

LISTA DE ILUSTRACOES

Figura 1 — Caracteristicas fenotipicas inerentes a carcinogénese.........c..cccceeeeeeennnn. 23
Figura 2 — Mecanismos intrinsecos e extrinsecos de resisténcia no cancer............ 25
Figura 3 — Protocolos hyper-CVAD e mini-hyper-CVD............coovvveiiiiiiiiiiiiiiineieeeeen, 29
Figura 4 — Pontos de quebra e fusdes da translocagdo BCR-ABL..........ccccccevvvveeeeee. 34

Figura 5 — Representacao estrutural de Poli-ADP-ribose polimerase 1 (PARP1) e seus
AOMINIOS FUNCIONAIS ... .uuiiiiiiiiiiii s snsssnnsnnnsnsnnnnnes 36
Figura 6 — Modos de adicdo e alongamento de cadeias de ADP-ribose................... 38

Figura 7 — Mecanismo de acéo de poli-ADP-ribose polimerase 1 (PARP1) e fatores

(1T 0 T F= Lo o 1PN 39
Figura 8 — Modelo esquematico de parthanatos. ............cccccevviiiiiiie e, 43
Figura 9 — Aplicabilidade clinica do conceito de letalidade sintética......................... 45
Figura 10 — Diferencas estruturais entre Olaparib e o analogo AZD2461................. 49

Figura 11 — Comparacgédo da expresséo de PARP1 entre um painel de células

saudaveis e liINhagens IEUCEMICAS ........euuiiiiiiiiiiiiiieiiee e 62
Figura 12 — Comparacdo da expressao de PARP1 entre modelos de malignidades
[iNfOides € CElUIaS SAUAAVEIS .........uuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiei e 63
Figura 13 — Ganhos e perdas cromossomais na linhagem SUP-B15...........ccccccee.... 64

Figura 14 — Perfil de arrasto no ciclo celular da linhagem SUP-B15 ap0s tratamento

de 24 horas com AZD2461 ou IMatinibDe ...........ccoovviiiiiiiiiie e 68
Figura 15 — Inducao de apoptose precoce na linhagem SUP-B15 ap0s tratamento com
AZD2ABL ... 70

Figura 16 — Niveis de expressao do biomarcador BCR-ABL p190 e da proteina PARP1
na linhagem SUP-B15 ap0s tratamento com AZD2461 ou Imatinibe......................... 71
Figura 17 — Tratamento com AZD2461 revela maiores niveis de PARP1 em populacéo
[LSRr=T o10] 0] (0] (0% LN 72
Figura 18 — Comparacao da expressao de PARP1 entre pacientes portadores de LLA
BCR-ABL p190+ € doadores SAUAVEIS. ...........ccvvuiiiiiieeeeieeeeieie e 74



12

LISTA DE TABELAS

Tabela 1 — Taxas de incidéncia de leucemia pediatrica na primeira infancia (< 5 anos),
por milh&o, de acordo com o subtipo leucémico no Brasil de 1999 a 2010............... 27
Tabela 2 — IndicagOes para realizacdo de TCTH em primeira remissao de pacientes
de LLA pediatrica de acordo com o protocolo BFM-AIEOP 2009.............cccevvvvvvvnnnnn. 30
Tabela 3 — Citogenética e anormalidades moleculares em Leucemia Linfoblastica
AQUAA AE CEIUIAS Bi. ... .o e e e e e e e e 33
Tabela 4 — Inibidores de Poli-ADP-Ribose (PARP) aprovados e seus usos

ClINICOS. ettt 46
Tabela 5 — Inibidores de Poli-ADP-Ribose (PARP) investigados em malignidades
NEMALOIOGICAS ... et e e e e e e e e e eeeeaeeeeaaans 50
Tabela 6 — Caracterizacao das linhagens leucémicas humanas..............cccccevvvvnnnnn. 52
Tabela 7 — Concentracéo inibitéria minima para viabilidade de 50% das células (CI50)
de diferentes linhagens em 72 horas de incubagao com diferentes drogas, medido em
valores Nanomolares (NM). ......oooiiiiiiiiii e 65
Tabela 8 — Concentracéo inibitéria minima para viabilidade de 50% das células (CI50)
na linhagem SUP-B15 em 24 e 48 horas de incubacéo com diferentes drogas, medido
em valores NaN0MOIAreS (NM) .......uuuuuiiiiiiiiiiii e 66
Tabela 9 — Caracteristicas clinicas dos pacientes analisados portadores de LLA e
positivos para BCR-ABL P10 .........uiiiiiiiieeeeeie e e e e 72



7-AAD
ABCB
aCGH
ADM2
ADPRS
ANOVA
ANVISA
ART
ATM
BCR-ABL
BRCA
BRCT
CAR-T
CDKNI1A
cDNA
CI50
CNA
CNN
CT

CTD
DEK
DMSO
DNC
DRM
EBV
EMA
ERK2
ETV6
FDA
FITC
H2AX
HD

LISTA DE ABREVIATURAS

7-amino-actinomicina D

ATP binding cassette subfamily B

Hibridacdo Genbmica Comparativa
Aberration Detection Method 2
ADP-ribosilserina hidrolase

Analise de Variancia

Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
Subdominio Cataliticamente Ativo
Serina/Treonina quinase ATM

BCR ativador de RhoGEF e GTPase — ABL proto-oncogene
Gene associado ao reparo do DNA BRCA
Dominio de Auto-Modificacéo

Células T com Receptores de Antigenos Quiméricos
Inibidor de Ciclinas Dependente de Quinase 1A
DNA complementar

Concentracdao Inibitoria para 50% das Células
Alteracdo de Numero de Cépias

Células ndo-neoplasicas

Cicle Threshold

Dominio C Terminal

Proto-oncogene DEK

Dimetilsulfoxido

Doencas N&o-Comunicaveis

Doenca Residual Minima

Epstein-Barr Virus

European Medicines Agency
Mitogen-Activated Protein Kinase 1

ETS fator de transcricao variante 6

Food and Drug Administration

Isotiocianato de Fluoresceina

Histona Variante H2A.X

Subdominio Helicoidal

13



IKZF1
ITQ
JAK
KMT2A
LDGCB
LF
LHc
LLA
LLC
LMA
LMC
LNH
MDM2
MIF
MM
MYC
NK
NMP
OARD1
OMS
p53
PAR
PARP
PARPI
PARG
PBS
PBX1
PCR
Ph+
Pl
PI3K
gPCR
RAD51
RAS

Zinc finger 1 da familia IKAROS
Inibidor de tirosina-quinase

Janus Kinase

Lisina metiltransferase 2A

Linfoma difuso de grandes células B
Linfoma Folicular
Linfoma de Hodgkin classico
Leucemia Linféide Aguda
Leucemia linféide Cronica
Leucemia Miel6ide Aguda
Leucemia Mieldide Cronica
Linfoma nao-Hodgkin
Proto-oncogene MDM2

Mediana da Intensidade de Fluorescéncia
Mieloma Multiplo

MY C proto-oncogene

Natural Killers

Neoplasma Mieloproliferativo
O-acil-ADP-ribose deacilase 1
Organizacdo Mundial da Saude
Proteina Tumoral p53
Poli-ADP-Ribose
Poli-ADP-Ribose Polimerase
Inibidor de Poli-ADP-Ribose Polimera
Poli-ADP-Ribose Glicohidrolase
Tampéo Fosfato

PBX homeobox 1

Reacgédo em Cadeia da Polimerase
Philadelphia Positivo

lodeto de Propidio
Fosfatidilinositol 3-Kinase

PCR em Tempo Real Quantitativa
RAD51 Recombinase

RAS proto-oncogene

14



RDD
RPM
RRH
RUNX1
SNC
SUS
TCTH
TCF3
TCR
TLX1
TLX3
TP53
XRCC1
WGR
WNT
Zn

15

Resposta a Danos no DNA

Rotagbes por Minuto

Reparo por Recombinagdo Homologa

Fator de Transcricdo 1 da Familia RUNX
Sistema Nervoso Central

Sistema Unico de Salde

Transplantes de Células-Tronco Hematopoiéticas
Fator de Transcricdo 3

Receptor de Células T

Leucemia de células T homeobox 1

Leucemia de células T homeobox 3

Gene da Proteina Tumoral p53

X-ray repair cross complementing 1

Dominio Donservado de Aminoacidos Trp-Gly-Arg
Gene WNT

Zinc-Fingers



16

SUMARIO
1. INTRODUCAO 18
1.1 Problema a ser pesquisado 19
2. OBJETIVOS 21
2.1 Objetivo Geral 21
2.2 Objetivos Especificos 21
3. REVISAO DA LITERATURA 22
3.1 Cancer 22
3.2 Leucemia Linfoblastica Aguda 26
3.2.1 Etiopatogénese e Epidemiologia 26
3.2.2 Protocolos de Tratamento e Obstaculos 28
3.2.3 Caracterizagdo Molecular 32
3.2.4 BCR-ABL naLLA 33
3.3 Poli-ADP-Ribose Polimerases (PARP) 35
3.3.1 Estrutura de PARP1 e PARIilagao 35
3.3.2 InteracBes moleculares de PARP1 40
3.3.3 Mecanismos de inibicao e letalidade sintética 43
3.3.4 Inibidores de PARP naclinica 46
3.3.5 PARP e neoplasias hematoldgicas 50
4. MATERIAIS E METODOS 52
4.1 Modelos Celulares 52
4.2 Substancias Quimicas 53
4.3 Avaliagao Molecular 53
4.3.1 Extrac&o de RNA e Transcri¢do Reversa 53
4.3.2 Desenho de Primers e Validacédo da Expresséo Génica por Real-Time PCR
Quantitativo (QPCR) 54
4.3.3 Extracdo de DNA 55
4.3.44 Anadlise de hibridizacdo gendmica comparativa baseada em matriz (aCGH) 55
4.3.5 Alteracdo de Nimero de Copias (CNAS) 56
4.4 Avaliagao Fenotipica 57
4.4.1 Ensaio de Citotoxicidade por Alamar Blue 57
4.4.2 Perfil de Arrasto do Ciclo Celular por Citometria de Fluxo 58
4.4.3 Inducéo e quantificacdo de apoptose precoce por Citometria de Fluxo 59
4.4.4 Alteracao nos niveis de PARP1 intracelulares 59

4.4.5 Determinacéo de alteracao nos perfis de expressdo molecular 60



4.5 Pacientes
4.5.1 Aspectos Eticos e Coleta
4.5.2 Amostras Biolbgicas
5. RESULTADOS
5.1 CaracterizacGes Moleculares
5.1.1 Expressédo de PARP1 em linhagens leucémicas
5.1.2 Alteragcdes no numero de cOpias gendémicas por aCGH array
5.2 Avaliacdes fenotipicas em linhagens linféides
5.2.1 Determinacdo de concentragdes inibitdrias minimas
5.2.2 Avaliagéo de alteracédo do ciclo celular
5.2.3 Capacidade de inducéo de apoptose precoce
5.2.4 Alteracdes no perfil de expresséo e apresentacédo de PARP1
5.3 Validagao de biomarcadores em amostras de pacientes
6. DISCUSSAO
7. CONCLUSAO
7. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS
ANEXO A — APROVACAO COMITE DE ETICA EM PESQUISA
ANEXO B - ARTIGOS GERADOS

17

61
61
61
62
62
62
63
65
65
67
69
70
72
75
81
82
93
96



18

1. INTRODUCAO

Atualmente, a terapéutica oncoldgica tradicional, com a utilizacdo de
agentes citotoxicos, 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 oncoldgicos se torna imprescindivel no sentido de que
melhores progndésticos possam ser alcancados (TAYLOR; ESKANDER, 2017).

Um grande desafio ainda existente dentro do contexto das neoplasias € o
tratamento de pacientes adultos acometidos por leucemia linfoblastica aguda (LLA)
gue, mesmo quando tratados, apresentam taxas de sobrevivéncia de apenas 40%.
Alguns dos principais fatores envolvidos na baixa sobrevida estéo relacionados a uma
citogenética agressiva das células tumorais e uma baixa tolerancia dos pacientes aos
guimioterapicos (KANSAGRA; DAHIYA; LITZOW, 2018).

Um dos perfis mais agressivos na LLA ocorre na presenca do cromossomo
Filadélfia, uma translocacéo entre os cromossomos 9 e 22 que gera o oncogene BCR-
ABL e suas proteinas de isoformas p210 e p190, entretanto a isoforma pl190 é a
predominante em LLA. E sabido que, independente da isoforma, estas proteinas
estdo envolvidas em mecanismos que desregulam o ciclo celular e levam assim ao
processo carcinogénico (EL FAKIH et al., 2018).

O atual tratamento para pacientes cromossomo Philadelfia positivo (Ph+)
nos diferentes tipos de cancer envolve o uso de inibidores de tirosina-quinase (ITQ) e
apresenta resultados satisfatérios (JIAO et al., 2018). Entretanto, paciente adultos
portadores de LLA Ph+ ainda possuem mau prognéstico devido a baixa
responsividade da isoforma pl90 aos ITQ e, portanto, diversas abordagens
terapéuticas sdo necessérias para um tratamento eficaz (MISHRA et al., 2006).

Neste contexto surgem os inibidores de Poli-ADP-Ribose Polimerase 1
(PARP1), uma enzima responsavel 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 inibicdo de PARP1 por si ndo ser letal a célula,
guando associada a mutagdes nos genes associados ao reparo do DNA BRCA1/2
(BRCA1/2), reguladores da via de reparo por recombinagcdo homologa (RRH), a falta
de capacidade de reparo do material genético pode levar a 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).

Investigacdes recentes sobre a eficacia de inibidores de PARP1 (PARPI)
em diferentes malignidades identificaram que, mesmo na auséncia de mutagdes em
BRCA1/2, alguns tumores podem apresentar fenétipos de deficiéncia em RRH, um
estado celular nomeado de BRCAness em referéncia a perca de funcdes associadas
a BRCA. A presenca de translocacdes e rearranjos cromossomais, assim como outros
tipos de cicatrizes genGmicas, sdo grandes marcadores de instabilidade gendmica,
sendo indicativos de BRCAness, e estdo presentes em diversos casos de
leucemogénese, como em leucemias Ph+ (BYRUM; VINDIGNI; MOSAMMAPARAST,
2019; WATKINS et al., 2014).

Além disso, a translocacdo de BCR-ABL1 € uma grande indutora de
instabilidade genbmica devido, principalmente, a promocao de vias de reparo nao
conservativas, como a juncdo de extremidades nao-homologa, e, portanto, se
aproxima, ainda que hipoteticamente, de modelos celulares com fenétipo BRCAness
(ABDULMAWJOOD et al., 2021; NIEBOROWSKA-SKORSKA et al., 2012
SLUPIANEK et al., 2011).

Inibidores de PARP ja sdo aprovados para o uso como monoterapia no
tratamento de neoplasias de ovario e de mama e, em diversos estudos clinicos, os
resultados destes medicamentos se mostram superiores aos das quimioterapias
tradicionais (MCCANN; HURVITZ, 2018). Entretanto, o uso destes farmacos para o
tratamento de pacientes portadores de LLA Ph p190+ e refratarios aos tratamentos
tradicionais ainda ndo € investigado e a maioria dos estudos clinicos na area da
oncohematologia ainda sdo 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 progndstico para
pacientes adultos devido a baixa eficacia dos tratamentos e altas taxas de remissao.
Os principais medicamentos utilizados nos tratamentos padrdes sdo antigos e,
portanto, ndo acompanham os avangos observados no tratamento de outros tipos de
cancer. Sendo assim, o desenvolvimento de novas abordagens terapéuticas é

extremamente necessario 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
terapéutico no tratamento de pacientes LLA Ph p190+ e pacientes pediatricos em LLA

refrataria.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar o potencial de inibicdo da enzima Poli-ADP-Ribose Polimerase 1
(PARP1) em modelos de leucemia linfoblastica aguda como potencial terapia para
pacientes do subtipo BCR-ABL p190+.

2.2 Objetivos Especificos

e Caracterizar a expressao génica da enzima PARP1 em modelos in vitro de
leucemias e linfomas de diferentes subtipos;

e Avaliar o efeito fenotipico de um inibidor de PARP, AZD2461, em linhagens de
leucemia linfoblastica aguda, SUP-B15 (BCR-ABL p190+), e linfomas, Raji
(MYC-IGH) e Namalwa,;

e Analisar a expressao génica da enzima PARP1 em amostras de pacientes com
LLA de subtipo BCR-ABL p190+;

e Propor a enzima PARP1 como um potencial alvo terapéutico para pacientes
com LLA de subtipo BCR-ABL p190+.
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3. REVISAO DA LITERATURA

3.1 Cancer

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) reporta o cancer como sendo
uma das principais causas de morte mundialmente entre populacfes idosas. De
acordo com a OMS, doencgas nao-comunicaveis (DNC), que incluem cancer como um
dos maiores agentes, sdo responsaveis por 71% das mortes globalmente a cada ano,
€ 0 progresso nas metas globais para prevencéo e controle das DNCs ainda € lento.
Como uma clara barreira para melhora da expectativa de vida no mundo, € esperado
gue a prevaléncia do cancer aumente nos proximos anos e a estimativa € de que mais
de 28 milhdes de pessoas sejam afetadas em 2040 (BENNETT et al.,, 2018;
FITZMAURICE et al., 2019; SUNG et al., 2021).

Enquanto a incidéncia e as taxas de mortalidade possuem alta variancia
entre os diferentes subtipos de tumores, 18% de todas as mortes relacionadas ao
cancer em 2020 foram atribuidas a tumores de pulméo enquanto tumores de pulmao,
mama, colon, estbmago, figado e eso6fago foram, em conjunto, responsaveis por
aproximadamente 50% das taxas de mortalidade por cancer no mesmo ano (SUNG
et al., 2021).

Leucemias e linfomas sdo um grupo de diversas desordens de tecidos
hematoldgicos e linfoides, tendo como caracteristica a acelerada expanséo clonal de
populacdes neoplasticas de linhagens celulares imuno-hematoloégicas no sangue
periférico/medula 6éssea e nos linfonodos dos pacientes acometidos, respectivamente
(ARMITAGE et al., 2017; JULIUSSON; HOUGH, 2016). Linfomas ndo-Hodgkin estédo
entre os 10 tipos de cancer 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 leucémicos
(FITZMAURICE et al., 2019; JULIUSSON; HOUGH, 2016).

Enquanto estruturas bioldgicas, tumores sdo altamente dependentes da
hiperexpressao de mecanismos de proliferacédo celular e sobrevivéncia que amparam
0 crescimento tumoral mesmo em cenarios que seriam, em outras situacdes,
adversos (Figura 1). O status maligno de clones neoplasicos é atingido através de
eventos multifatoriais da fisiologia normal humana, estilo de vida, exposi¢ao a agentes
ambientais e predisposi¢cdes genéticas que, em conjunto, levam a falha na maquinaria

de reposta a danos no DNA (RDD) e, consequentemente, induzem o acumulo de
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mutacdes no material genético e anormalidades cromossémicas (HANAHAN, 2022;
MARTINCORENA; CAMPBELL, 2015; PETERS; GONZALEZ, 2018).

Figura 1. Caracteristicas fenotipicas inerentes a carcinogénese.
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Fonte: Adaptada de Hanahan, 2022.

As opcoes tradicionais em imuno-quimioterapia para o tratamento do
cancer focam no uso de agentes citotoxicos que sdo capazes de sobrepor os
mecanismos de sobrevivéncia dos clones neoplasicos, induzindo a apoptose, assim
como na habilidade de capacitar o sistema imune do hospedeiro para impedir 0
crescimento continuo das células malignas (BULK; VERDEGAAL; MIRANDA, 2018;
HAJDU; VADMAL, 2013; VARGAS; APETOH, 2017). Apesar de representarem
grandes marcos no manejo clinico de pacientes oncologicos, as terapias acima
mencionadas ainda enfrentam um grande obstaculo na ocorréncia de efeitos

colaterais severos devido aos seus perfis de toxicidade sobre a homeostase de
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populacdes celulares saudaveis (JASRA; ANAMPA, 2018; KENNEDY; SALAMA,
2020; PORTUGAL et al., 2017).

Outro grande obstaculo para a devida efetividade dos atuais tratamentos
para o cancer é a emergéncia dos casos altamente perigosos de multirresisténcia a
drogas, que sdo 0s maiores responsaveis pela refratariedade terapéutica no cancer.
Casos de multirresisténcia podem ser intrinsecos, existindo inerentemente em um
tumor mesmo antes de exposi¢cdo ao tratamento, ou adquiridos, emergindo como
resposta dos clones neoplasicos a pressdo seletiva exercida pelo perfil de
citotoxicidade farmacolégica, e ambos 0s mecanismos podem acontecer
simultaneamente e cooperar para a progressado da malignidade (BUKOWSKI; KCIUK,;
KONTEK, 2020; WANG; ZHANG; CHEN, 2019).

Independentemente de serem intrinsecas ou adquiridas, vias de
multirresisténcia conferem aos tumores a capacidade de escapar dos efeitos de
impedimento da proliferacdo e sobrevivéncia exercidos pelos tratamentos citotdéxicos
através de mecanismos como o aumento do efluxo de drogas pela hiperexpressao de
transportadores transmembranares, a regulacao positiva de proteinas da via de RDD,
realizacdo de alteracdes epigenéticas que modificam a expressdo de oncogenes e
por alteracfes diretas no microambiente tumoral (Figura 2) (MACHADO et al., 2021;
WANG; ZHANG; CHEN, 2019).
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Figura 2. Mecanismos intrinsecos e extrinsecos de resisténcia no cancer.
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Legenda: (1) MutacBes genéticas podem levar a alteragdes na expresséo de genes relacionados a resisténcia celular e monitoramento de ciclo. (2) Tumores
heterogéneos podem conter subpopulagdes resistentes a drogas citotoxicas, levando a remisso apos tratamento. (3) Alguns transportadores de membrana
protegem as células de toxinas ambientais, como drogas citotoxicas, e reduzem as suas concentragdes intracelulares. (4) Apos tratamento, novos oncogenes
podem ser ativados, levando ao aumento de taxas de proliferacéo e diminuicdo da responsividade aos tratamentos. (5) Mutacdes em genes que codificam
alvos de drogas podem reduzir a eficiéncia destas drogas em células mutadas. (6) O tratamento pode alterar o microambiente tumoral e levar a comunicac&o
entre células sensiveis e seus arredores. A troca de elementos de resisténcia com macrofagos associados ao tumor e outras células tumorais levam a maior

resisténcia a quimioterapia. Fonte: Adaptado de Machado et al, 2021.
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A necessidade de evitar os perfis altamente toxicos da imuno-quimioterapia
convencional e a urgéncia em superar 0s casos emergentes de multirresisténcia
tumoral tem instigado um interesse crescente nos campos da medicina de precisao e
de terapias moleculares alvo-especificas nas ultimas décadas. Apesar de serem
alternativas relativamente novas na pratica oncologica, a grande especificidade e os
resultados clinicos positivos alcancados através de terapias moleculares alvo-
especificas ja lhes consolidaram como uma perspectiva promissora para o futuro no
gerenciamento do cancer (LEE; TAN; OON, 2018; MACHADO et al., 2021).

3.2 Leucemia Linfoblastica Aguda

3.2.1 Etiopatogénese e Epidemiologia

Leucemia Linfoblastica Aguda (LLA) é uma neoplasia do sistema
hematopoiético que se caracteriza pela expansdo clonal anormal de células
precursoras de linhagens linfocitarias, levando a hiperproliferacédo de células B, T ou,
mais raramente, Natural Killers (NK). Enquanto as leucemias sao a malignidade mais
comum entre pacientes pediatricos, a LLA é o subtipo leucémico mais comum entre
estes mesmos pacientes e 85% dos casos de LLA apresentam fendtipo
hiperproliferativo de células B (LUCA, 2021).

Os eventos que levam a transformacdo maligna sdo complexos e
multifatoriais de modo que as taxas de incidéncia de LLA sofrem influéncia tanto de
fatores sdcio-econdmicos e ambientais como de fatores relacionados a miscigenacao
populacional e etnias. Rastreios epidemiolégicos em popula¢des dos Estados Unidos
demonstram uma maior incidéncia de LLA em populacbes de origem espanica,
seguido por populacdes caucasianas e uma incidéncia consideravelmente menor em
populacdes afro-americanas (FUJITA et al., 2021; RIES et al., 1999).

No Brasil, a analise de casos de leucemias na primeira infancia (< 5 anos)
demonstra uma taxa meédia de incidéncia 3 vezes maior de LLA comparado a outras
leucemias agudas nao-linfoides e uma maior frequéncia de acometimento de
pacientes do sexo masculino. Entretanto, os valores previamente mencionados se
referem a meédias nacionais e a Tabela 1 resume as intensas variagcbes que séo

observadas entre as regides geograficas do pais (REIS et al., 2016).
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Tabela 1. Taxas de incidéncia de leucemia pediatrica na primeira infancia (< 5 anos), por milhdo, de acordo com o
subtipo leucémico no Brasil de 1999 a 2010.

Gj)eggr;ci)ca RCBP (populagéo) n Razéao (M/F) Razao (LLA/LANL)
Norte Belém (1999-2003) 65 1.63 3.65
Manaus (2011-2005) 81 1.74 3.61
Aracaju (2004-2008) 12 2.73 -
Fortaleza (2002-2006) 71 1.68 2.73
Joéo Pessoa (2003-2007) 18 0.78 2.56
Nordeste 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
Campo Grande (2000-2003) 14 0.75 5.78
Centro.Oeste Cuiaba (2002-2006) 28 1.10 8.11
Distrito Federal (1999-2002) 38 1.07 5.41
Goiania (2005-2009) 45 1.44 6.39
Belo Horizonte (2001-2005) 45 1.01 3.48
Sudeste Grande Vitéria (2004-2008) 34 1.56 2.08
Séo Paulo (2006-2010) 198 131 3.39
Curitiba (2004-2008) 61 0.88 3.59
sul Porto Alegre (2002-2006) 42 2.14 2.53
Média 1.09 3.00

RCPB: Registro de cancer baseado na populacéo; LLA: Leucemia Linféide Aguda; LANL: Leucemias
agudas nao-linfoblasticas.
Fonte: Adaptado de Reis et al. 2016.

Tomando como referéncia levantamentos epidemiologicos de periodos
anuais prévios realizados nas capitais estaduais do Brasil, € constatada uma
crescente dos casos de LLA nas regibes Norte, Nordeste e Centro-Oeste e um
declinio do niumero de casos em S&o Paulo. A interpretacdo destes dados, entretanto,
deve ser feita com cautela, pois é provavel que estas variacdes estejam refletindo
tanto alteracbes ambientais e demograficas destas regides como também alteracdes
organizacionais do Sistema Unico de Saude (SUS), que vieram a proporcionar uma
maior notificacdo de casos em regides com prévia subnotificagdo e descentralizacdo
dos atendimentos em regides de alta densidade demogréfica, como Sao Paulo (REIS
et al., 2016).
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Apesar da grande incidéncia de casos de LLA pediatrica, os avangos em
diagndstico e tratamento das Ultimas décadas tornaram este um subtipo leucémico
de baixo risco de mortalidade, com taxas de sobrevivéncia em 5 anos maiores que
90% (INABA; MULLIGHAN, 2020). O progndstico, entretanto, piora conforme a idade
dos pacientes acometidos avanca, principalmente pelo perfil citotéxico agressivo dos
protocolos de quimioterapia intensa que estabelecem doses limitantes mais baixas
para pacientes mais velhos em relagdo a criancas (ALDOSS; STEIN, 2018;
COCCARO et al., 2019).

Entretanto, o progndstico para pacientes acometidos por LLA ¢é
notadamente pior em paises de baixo grau de desenvolvimento econémico. No Brasil,
mesmo casos de LLA pediatrica possuem taxas de sobrevida em 5 anos apés o
diagndstico abaixo de 70% e pacientes adultos portadores de malignidades linféides
possuem taxas de sobrevida ainda mais baixas, proximas a 46% considerando o
mesmo periodo de 5 anos. Além disso, as taxas de sobrevida no Brasil parecem
caminhar em sentido contrario aos avancos mundiais, permanecendo estagnadas ou
mesmo decaindo em relacédo a andlises epidemiolégicas de periodos anuais prévios
(ALLEMANI et al., 2018; DA SILVA; LATORRE, 2020).

3.2.2 Protocolos de Tratamento e Obstaculos

Protocolos de tratamento convencionais para LLA ndo seguem um padrao
unificado, sendo personalizados com base em fatores de risco do paciente e
preferéncias do centro de saude o qual realiza o tratamento. Entretanto, o principio
em comum se baseia nas fases do tratamento que se dividem em pré-remissional,
sendo esta a fase de inducdo que tem por objetivo levar a remissdo da doenca na
medula éssea, e a fase pés-remissional, que engloba as fases de consolidacdo do
tratamento, com uso de quimioterapia intensa para diminuir os niveis de doenca
residual minima, e a fase do tratamento de manutengcdo (NCCN GUIDELINES FOR
PATIENTS, 2021).

Agentes citotoxicos costumeiramente utilizados nos ciclos quimioterapicos
incluem antraciclinas, agentes alquilantes, antimetabolicos, alcaloides, terapias
enzimaticas e corticoesteroides. Protocolos combinatérios 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 € normalmente voltado para uso em pacientes em idade
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mais avancada e se baseia em hyper-CVAD, porém utilizando concentracdes mais
baixas de quimioterapicos 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.

Hyper-CVAD Mini-hyper-CVD

+ Ciclofosfamida: 150 mg/m? intravenosa a cada 12
horas dos dias 1 ao 3

+ Ciclofosfamida: 300 mg/m? intravenosa por 3 horas a
cada 12 horas dos dias 1 ao 3

+ Vincristina: 2 mg intravenosa nos dias 4 e 11 + Vincristina: 2 mg intravenosa nos dias 1e 8

+ Doxorrubicina: 50mg/m? intravenosa no dia 4 + Dexametasona: 20 mg diariamente dos dias 1 ao 4 e
dos dias 11 ao 14

+ Dexametasona: 40 mg diariamente dos dias 1 ao 4 e
dos dias 11 a0 14 + Metotrexato: 250 mg/m? intravenosa no dia 1

« Citarabina: 0,5 g/m? a cada 12 horas, sendo aplicada 4
vezes entre os dias 2 e 3

+ Metotrexato: 200 mg/m? intravenosa por 2 horas
seguido por 800 mg/m? intravenosa por 24 horas no dia 1

« Citarabina: 3 g/m? por 2 horas a cada 12 horas, sendo
aplicada 4 vezes entre os dias 2 e 3

+ Metilprednisolona: 50 mg intravenosa duas vezes ao
dia dos dias 1ao0 3

Legenda: Utilizados para fase de inducdo no tratamento de pacientes com leucemia linfoblastica
aguda, os protocolos descritos podem ainda sofrer variagdes de acordo com as preferéncias do centro
de salde ou do profissional responsavel pela prescricdo, como administracdo de mesma em conjunto
de ciclofosfamida, buscando atenuacao de efeitos adversos.

Fonte: Kantarjian et al., 2000; Jabbour et al., 2018.

A utilizacdo de ciclos quimioterapicos para o tratamento € acompanhada,
como ja bem descrito na literatura e na prética clinica, de diversos eventos adversos
relacionados a desregulacdo da homeostase tecidual e citotoxicidade sob células
saudaveis. Nausea, estomatite, pancitopenia, neuropatia e nefrotoxicidade sao
efeitos comuns em pacientes oncoldgicos sobre esquema quimioterapico, além de
eventos adversos considerados severos como infecc¢des, hepatotoxicidade e eventos
tromboticos (LOCATELLI etal., 2021; NURGALI; JAGOE; ABALO, 2018; WEST et al.,

2021). O prognéstico de pacientes adultos €, em geral, pior que o de pacientes

pediatricos devido a existéncia de toxicidades limitantes de concentragbes
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guimioterapicas que limitam a agressividade, e consequentemente a efetividade, do
esquema terapéutico (ALDOSS; STEIN, 2018).

Apesar das altas taxas de sobrevida alcancadas 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 gonadas. A preocupacao quanto a proliferacdo de células leucémicas no SNC
tornou, por muito tempo, a irradiagéo cranial profilatica em um padréo no tratamento
de LLA, entretanto, na ultima década, protocolos de tratamento intratecal utilizando
metotrexato mostraram-se capazes de atravessar a barreira hemato-encefélica e
substituir a irradiacdo cranial com efetividade comparavel, diminuindo efeitos
adversos e possiveis sequelas terapéuticas, principalmente em paciente pediatricos
(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 realizacdo de
transplantes de células-tronco hematopoiéticas (TCTH). Indicacbes para TCTH,
entretanto, continuam controversas e podem variar entre pacientes adultos e
pediatricos, e até mesmo entre subpopulacdes de pacientes pediatricos a depender
da idade. A Tabela 2 reune indicacbes para TCTH em primeira remisséo e, de
maneira geral, as recomendacdes baseiam na associacdo de fatores como
citogenética de alto risco, mensuracao da doenca residual minima (DRM) em dias
especificos do tratamento e resposta do paciente a prednisolona, podendo também
ser indicada em virtude de fatores individuais indicativos de mau progndstico, como
falha em remisséo sob primeiro protocolo de indugéo (DEFILIPP et al., 2019; MERLI
et al., 2019).

Tabela 2. Indicacdes para realizagdo de TCTH em primeira remissdo de pacientes de LLA pediatrica de acordo com o protocolo
BFM-AIEOP 2009.

Resultados de DRM por PCR
. . . Sem
Hierarquia de Critérios DRM PT22102a
DRM-RP DRM-RM 102 DRM PT2 2 102 resultados de
<10

DRM
Sem RC no dia 33 Né&o indicado DCNC DCNC DCNC DCNC

t(4;11) N&o indicado DC DC DCNC DC

Hipodiploidia o
N&o indicado DC DC DCNC DC
< 44 cromossomos
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RRP + LLA-T Nao indicado Nao indicado DC DCNC DC

Nenhuma das . - -
o ) N&o indicado N&o indicado DC DCNC N&o indicado
caracteristicas acima

DC: Transplante permitido com doador de HLA compativel; DCNC: Transplante permitido com doador
de HLA compativel ou nao-compativel; DRM: Doenca Residual Minima; DRM-RM: Doenca residual
minima — risco médio; DRM-RP: Doenca residual minima — risco padrao; LLA-T: Leucemia linfoide
aguda de células T; PCR: Polymerase Chain Reaction; PT2: Ponto de tempo 2 para mensuragéo de
DRM (dia 78 ap6s inicio 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 introducao de terapias alvo-especificas passou a
ser incorporada aos ciclos quimioterapicos em pacientes portadores de LLA com
fendtipos bem definidos. O uso de ITQs para pacientes BCR-ABL positivos e Ph-like
e combinacdes de protocolos de inducdo convencionais com novas opcoes de
imunoterapia no uso de rituximab, um inibidor de CD20, e blinatumomab, um inibidor
bi-especifico de CD19 e CD3, trouxe consideravel melhora a sobrevida de pacientes
refratarios e de pior prognostico (RAFEI; KANTARJIAN; JABBOUR, 2019;
VROOMAN; SILVERMAN, 2016).

Atualmente, a mais nova perspectiva no tratamento de casos de LLA
refrataria ou em relapso se pauta no uso de células T com receptores de antigenos
quiméricos (CAR-T) geneticamente direcionadas para atingir antigenos de membrana
como CD19, CD20 ou CD22 de células tumorais, ou at¢é mesmo em modelos
combinatérios com uma mesma célula T tendo mais de um antigeno como alvo.
Dificuldades da utilizacdo de CAR-T envolvem os altos custos de producao e o tempo
necessario para modificar geneticamente células autélogas de pacientes que, muitas
vezes, estdo em fases leucémicas avancadas. Na tentativa de mitigar esses
obstaculos, protocolos para producdo em larga escala de CAR-T halogénicos estdo
sendo estabelecidos e padronizados em centros de saude mundialmente (MARTINO
et al., 2021; PEHLIVAN; DUNCAN; LEE, 2018; SHAH et al., 2021).

O uso de protocolos quimioterapicos convencionais, apesar de altamente
efetivos em pacientes pediatricos, esta atualmente limitado pelas altissimas
concentragdes ja utilizadas, sendo inviavel a busca por taxas de sobrevida melhores
em pacientes com doenca refrataria ou em relapso através de maiores concentracoes
de drogas nesta Unica estratégia. Assim, as novas opc¢des de tratamento alvo-

especificos e de imunoterapia sdo 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 terapéuticas.

3.2.3 Caracterizacdo Molecular

Em sua maioria, casos emergentes de LLA infantil ndo possuem uma
causa unificada e bem definida, sendo muitas vezes associados a exposi¢do da mae
em periodo pré-natal ou do bebé, poés-natal, a fatores de risco como radiacdo
ionizante e pesticidas utilizados em agricultura (KUMAR; VASHIST; RATHEE, 2014).
O risco de incidéncia de LLA infantil também esta relacionado a presenca de
condi¢Bes genéticas como sindrome de Down, anemia de Fanconi e sindrome de
Bloom, apesar de as fungcdes que as alteragbes cromossdmicas relacionadas a estas
sindromes possuem na leucemogénese ainda ndo estarem bem caracterizadas
(BHOJWANI; YANG; PUI, 2015; TERWILLIGER; ABDUL-HAY, 2017).

Genomas de tumores de LLA pediatrico tendem a ser relativamente
simples, contendo poucas mutacBes em genes codificantes de proteinas. Grande
numero destas mutacdes, entretanto, ocorre em genes de elevada importancia para
a homeostase celular como TP53, genes da familia de Ras, Fosfatidilinositol 3-kinase
(PI3K) e Janus kinase (JAK). A perca de funcéo de genes supressores de tumor ou a
ativacao constitutiva de oncogenes acaba induzindo a desregulagéo do ciclo celular,
hiperativacdo de sinais de transcricdo e diminuicdo da capacidade de diferenciacao
linfocitaria, promovendo o fenétipo hiperproliferativo associado a leucemias agudas
(HUNGER; MULLIGHAN, 2015; PAGLIARINI; SHAO; SELLERS, 2015)

Alteracfes cromossdmicas podem ser detectadas em aproximadamente
75% dos casos LLA infantil e sdo importantes ferramentas no estabelecimento de um
progndstico confiavel. Em linhagens progenitoras de células B, alteracfes frequentes
incluem hiperdiploidia com mais de 50 cromossomos, que se configura como um bom
prognastico, hipodiploidia, com menos de 44 cromossomos, que indicam mutagdes
em TP53 e sdo de maior risco, e rearranjos cromossomais incluindo ETV6-RUNX1,
TCF3-PBX1, BCR-ABL1 e rearranjos de KMT2A com diversos possiveis sitios de
guebra (HUNGER; MULLIGHAN, 2015; MULLIGHAN, 2012).

Em LLA de linhagem de células T, mutagbes mais comuns envolvem
translocacdes de fatores de transcricdo, como TLX1 e TLX3, e genes de receptores
de células T (TCR), entretanto, mutacdes comuns a LLA de células B também podem

ser observadas, como ETV6-RUNX1 e rearranjos de KMT2A. Dentre todas as
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alteracdes descritas, rearranjos e transloca¢des cromossomicas sdo fatores cruciais
na leucemogénese e grandes marcadores da instabilidade genémica tumoral
(DEANGELO; JABBOUR; ADVANI, 2020; JABBOUR et al., 2015; MULLIGHAN, 2012;
SHAGO, 2017). A Tabela 3 agrega as alteragbes cromossdmicas mais comuns na

LLA de células B e suas frequéncias.

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

) . ) Frequéncia em Frequéncia em
Citogenética Genes envolvidos )
adultos (%) criancas (%)
Hiperploidia (> 50
Perp ( - 7 25-30
Cromossomos)
ETV6-RUNX1 (TEL-
t(12;21)(p13;922) 2 22-25
AML1)
t(9;22)(q34;q11) BCR-ABL1 25 2-4
t(4;11)(q21;923) e
outras translocacgbes KMT2A 5-10 <5
de KMT2A
] S TP53 em baixa
Baixa hipodiploidia L 8-10 2-3
hipodiploidia
t(1;19)(g23;p13) TCF3-PBX1 3 4
t(1;14)(q11), ex:
TCRa e TCRd 20-25 10-20
(p13;g11), (p15;q11)
BCR-ABL1-like;
Diversos 10-30 15
Philadelphia-like
Ikaros IKZF1 25-35 12-17

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

3.2.4 BCR-ABL naLLA

Apesar de possuir baixa frequéncia na populacdo pediatrica, a
translocacao t(9;22)(q34;q11), precursora do gene quimeérico BCR-ABL e originaria
do cromossomo Filadélfia, possui grande relevancia clinica devido ao mau
progndstico o qual induz. A proteina BCR-ABL, normalmente associada a leucemias
mieldides crdnicas (LMC), manifesta fenétipo diferente do convencional quando em
casos de LLA devido ao ponto de quebra mais curto na regido BCR, originando um
transcrito de menor peso molecular identificado como p190 (Figura 4) (NOGUEIRA
et al., 2019; SHAGO, 2017).
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Figura 4. Pontos de quebra e fusfes da translocacdo BCR-ABL.
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Legenda: A proteina BCR-ABL convencional da leucemia mieldide crbnica possui ponto de quebra

—pb3a2

entre os exons b2 e b3 da regido génica de BCR, originando um transcrito de 210 kDa, ou p210,
enquanto a forma mais observada em casos de leucemia linféide 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 fenétipos leucémicos raros.

Fonte: Adaptado de Nogueira et al., 2019.

O progndstico de pacientes portadores de LLA p190+ foi revolucionado
pelo surgimento das terapias alvo-especificas no inicio dos anos 2000. O uso de
mesilato de imatinibe, um ITQ com acéo direcionada para a proteina BCR-ABL1,
associado a protocolos de quimioterapia convencionais, proporcionou um aumento
consideravel nas taxas de sobrevida e remissdo molecular completa de pacientes
BCR-ABL positivos. As altas taxas de remissdo alcancadas permitem a um maior
numero de pacientes a realizacdo de transplantes alogénicos de ceélulas-tronco
hematopoiéticas e significam uma maior possibilidade de sobrevida livre de doenca
para este subtipo leucémico, até entdo, visto como um péssimo prognéstico (DALLE
et al., 2019; SAINI; BRANDWEIN, 2017).
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Obstaculos ainda envolvidos no uso de ITQ se relacionam diretamente com
efeitos ndo-especificos que estes medicamentos podem ter e, até mesmo, casos de
resisténcia emergentes. Buscando aumentar a especificidade de inibicdo, foram
desenvolvidos inibidores de segunda-geragédo, nilotinibe e dasatinibe, que possuem
menor forca de interacdo com outras tirosino-quinases, propiciando menos efeitos off
target ao seu uso, e, no intuito de transpassar mecanismos de resisténcia, o inibidor
de terceira-geragéo, ponatinibe, segue em estudos clinicos. A relagéo entre o uso de
inibidores de segunda-geracao, entretanto, e o melhor prognostico do paciente ainda
nao é totalmente estabelecida e o uso de ponatibe é relacionado a fatalidades
cardiovasculares que devem ser monitoradas atentamente na pratica clinica (DALLE
et al., 2019; MA et al., 2019; SAINI; BRANDWEIN, 2017).

Por fim, a presenca de BCR-ABL1 em células tumorais esta altamente
relacionado a maior instabilidade gendmica pelo acumulo de radicais livres de
oxigénio, através da desregulacdo do potencial de membrana mitocondrial, e
promocéo de vias de reparo ndo conservativas, como a jungao de extremidades nao-
homdéloga, sendo responsavel pelo consequente aumento da carga mutacional de
células tumorais e progressao leucémica 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 PARilacao

Poli-ADP-Ribose Polimerases (PARP) sdo uma grande familia contendo
mais de dezoito enzimas que sao responsaveis por diversos processos regulatorios
do ciclo celular. Entre todos os membros da familia, PARP1 é a melhor caracterizada
atualmente e representa a linha de frente no reparo ao dano do material genético
nuclear (PASCAL, 2018).

Atraves de ligagéo direta ao DNA, PARPL1 é capaz de reconhecer quebras
em fitas simples e duplas e recrutar mecanismos de reparo através da auto-adicdo de
cadeias de ADP-ribose, em um processo denominado como PARilagcdo (EL-
KHAMISY et al., 2003; FISHER et al., 2007). Este processo consiste em uma
modificacdo pos-traducional de proteinas onde a adi¢cdo de cadeias de ADP-ribose
aos seus aminoacidos acarreta em mudangas conformacionais e regulagao funcional
das mesmas (GIBSON; KRAUS, 2012; MCCANN; HURVITZ, 2018).
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PARP1 é constituida por diferentes dominios funcionais entre estes trés
subdominios de zinc-fingers responsaveis por reconhecer e ligar a enzima ao DNA
(Znl, Zn2 e Zn3), um dominio de auto-modificacdo onde substratos PAR sé&o
adicionados (BRCT), um dominio conservado de aminoacidos Trp-Gly-Arg e
responsavel por transferir o sinal de ativacédo dos zinc-fingers para o dominio catalitico
(WGR), um subdominio helicoidal inibitério da acdo catalitica de PARP1 (HD) e o
subdominio cataliticamente ativo e responsavel pela transferéncia das cadeias de
PAR (ART) (Figura 5) (LORD; ASHWORTH, 2017).

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

funcionais.
Dominio de ligacao do
DNA AMD WGR Dominio Catalitico
= o e
— WD
Zn1  Zn2 NLS Zn3 BRCT WGR HD ART
1942.12

Legenda: O gene codificante de PARP1 encontra-se no bra¢o longo do cromossomo 1 e é formado
por um dominio de ligagdo ao DNA constituido de trés zinc-fingers Znl, Zn2 e Zn3 e uma regido de
localizag@o nuclear NLS, um dominio de auto-modificacdo (AMD) formado pelo terminal carboxi-
protéico de susceptibilidade ao cancer de mama (BRCT), pelo dominio de transducéo de sinal WGR e
pelo dominio catalitico com sua regido inibitéria do subdominio helicoidal (HD) e sua regido catalitica
propriamente dita do subdominio de ADP-ribosil tranferase (ART).

Fonte: Adaptado de Machado et al, 2020.
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Quando dano no material genético é identificado, PARP1 se auto-PARila e
sinaliza para o recrutamento de outras enzimas responsaveis pela maquinaria de
RDD (LANGELIER et al.,, 2011; LEUNG, 2014). O processo de PARilacdo pode
acontecer através da formacdo de longas cadeias lineares de PAR ou através da
ramificacdo de cadeias ja existentes, sendo o alongamento de cadeias lineares o
mecanismo preferencial de acdo de PARP1 (Figura 6) (ALEMASOVA; LAVRIK, 2019;
ROLLI et al., 1997; RUF et al., 1998).

O mecanismo de auto-PARilagcdo de PARP1 ainda é controverso, com
duvidas existentes sobre se esta acdo acontece de maneira monomeérica, com uma
mesma enzima funcionando como catalisador e aceptor da reagcédo, ou através da
formacdo de dimeros, onde uma molécula de PARP1 funcionaria exclusivamente
como catalisadora e outra molécula como aceptora de cadeias de PAR. Evidéncias
para as duas hipoteses existem e, enquanto dominios de diferentes moléculas de
PARP1 possuem capacidade de se associar in vitro, ainda ndo é certa qual a
relevancia funcional desta associagéo in vivo (ALEMASOVA,; LAVRIK, 2019).

Apos sinalizacdo de dano do DNA, porém antes de a RDD poder iniciar,
PARP1 precisa se desligar do sitio de quebra do material genético para permitir a
ligagdo da maquinaria de reparo. Esse desligamento ocorre devido ao acumulo de
cargas negativas advindas das adi¢gbes sucessivas de ADP-ribose que interagem com
grande forca de repulsdo com as moléculas de DNA. Apos desvenciliacdo, o processo
de PARIilacdo é revertido e PARP1 retorna a sua conformacdo original e inativa
(LANGELIER et al., 2011; LEUNG, 2014; WANG et al., 2017).
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Figura 6. Modos de adi¢c&do e alongamento de cadeias de ADP-ribose.
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Legenda: RamificagcBes ocorrem através da ligagdo direta de grupamentos de ribose.
Fonte: Adaptado de Leung, 2014.
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Apesar de o acumulo de cargas negativas ser essencial para o mecanismo
geral de PARP1, durante o processo de alongamento das cadeias de PAR é
necessaria a presenca de proteinas acessoOrias de carga positiva e céations para
estabilizar as forcas eletroestaticas da regido de ligacdo ao DNA (Figura 7)
(ALEMASOVA; LAVRIK, 2019; KUN et al., 2004). Além da presenca de cofatores, a
atividade de sintese de PARP1 também € modulada por modificacdes pos-
traducionais, como metilacdo e acetilagdo, e por outras interacdes proteina-proteina,
como as mediadas por ERK2 e p53 (COHEN-ARMON et al., 2007; GIBSON; KRAUS,

2012; KASSNER et al., 2013).

Figura 7. Mecanismo de acdo de poli-ADP-ribose polimerase 1 (PARP1) e fatores regulatérios.
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Legenda: Dano ao DNA multifatorial gera quebras em fita-simples que séo reconhecidas por PARP1.
ApoOs ligagdo, PARP1 se auto-PARila e o acimulo de cargas positivas ao redor do sitio de quebra
estabiliza a ligagdo de PARP1 ao DNA. O processo continuo de PARIilacdo leva ao recrutamento de
enzimas envolvidas com o mecanismo de reparo. PARP1 entdo se desliga do DNA devido ao acumulo
de cargas negativas das cadeias de ADP-ribose e a forte interacao eletroestatica com as moléculas de
DNA, dando espaco 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-PARilacdo de PARP1 na sinalizagdo de RDD, vias de
adicdo de ADP-riboses participam também da regulacdo de outros processos
essenciais como regulacdo de expressao génica, remodelamento de regides de
cromatina, vias apoptoticas, regulacdo do ciclo celular, biogénese 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 InteracBes moleculares de PARP1

Entre todas as enzimas da familia das PARPs, o dominio catalitico se
apresenta majoritariamente conservado entre PARP1 a PARP6, entretanto, nem
todas as PARPs possuem capacidade para PARilacdo em longas cadeias, algumas
sendo capazes apenas de adicbes monoméricas de mono-ADP-ribose,
denominando-se MARIilacdo (ALEMASOVA,; LAVRIK, 2019; VYAS; CHANG, 2014).

Apesar da complementariedade e sobreposicdo de funcdes entre os
membros da familia, a atividade catalitica de PARP1 representa 90% da formacao
dos polimeros de PAR em uma célula sendo, juntamente a PARP2, a proteina mais
associada a sinalizacao para o RDD. A acdo de PARP2 na catalise de PAR age,
diferentemente de PARPL, preferencialmente ramificando as cadeias poliméricas e é
proposta como sendo dependente da acao inicial de PARP1, onde PARPL1 realizaria
a primeira ligacéo de ADP-ribose ao aminoacido alvo, assim como alongamento desta
cadeia inicial, e PARP2 coordenaria a ramificacdo desta cadeia, e das cadeias
subsequentes, de maneira acessoria (KUTUZOV et al., 2020).

Ademais a acdo dos proprios membros da familia de PARPs, PARP1
realiza interacdes covalentes e ndo-covalentes com diversas proteinas intracelulares,
com destaque para a atividade de p53. Interacdes diretas entre PARP1 e p53 sé&o
mediadas pelo dominio C terminal (CTD) de p53, que € extremamente basico e
apresenta maior afinidade por PARP1 auto-PARilada. Esta ligagdo inicial possui
carater ndo-covalente, baseando unicamente em interagfes eletrostatiscas,
entretanto € necessaria para que PARP1 possa covalentemente PARIlar p53 em
sitios aceptores (FISCHBACH et al., 2018).

Apesar de ndo possuir funcionalidade totalmente esclarecida, a PARilagao

de p53 acarreta em mudancgas estruturais com consequéncias como aprisionamento
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nuclear de p53 (KANAI et al., 2007) e diminuicdo da afinidade de p53 pelo DNA, além
do aumento da afinidade de p53 na formacao de complexos multiméricos de proteina-
proteina (FISCHBACH et al., 2018).

A ativacdo de p53, entretanto, possui efeitos de disruptivo sobre a
estabilidade de moléculas de PARP1, notadamente através da proteina
ubiquitinadora MDM2 (GIANSANTI et al., 2022). MDM2 participa em um processo de
auto-regulacao negativa com p53 onde a ativagao de p53 gera aumento da expressao
de MDM2, responsavel por ubiquitinar p53, marcando-o para degradacdo por
complexos de proteossomas (KOO; SHARMA; NARAYAN, 2022). A atividade de
MDM2 também é demonstrada como capaz de ubiquitinar e causar degradacao de
moléculas de PARPL1, induzindo progresséo de forquilhas de replicacdo do DNA e
acumulo de dano genético em modelos celulares de hiperexpressdo de MDM2
(GIANSANTI et al., 2022).

Diferentemente de func¢bes inibitérias atribuidas a fendtipos selvagens,
mutagcOes originando ganho de fungdo oncogénica em p53 estdo diretamente
associadas a maior afinidade de PARP1 pelo DNA e maiores niveis de PAR
intracelular (XIAO et al., 2020). A presenca de p53 selvagem €, portanto, um marcador
de resisténcia em células tumorais contra a efetividade de PARPIs, enquanto modelos
de cancer de mama expressando p53 com mutacdo em R273H se mostraram mais
sensiveis a tratamentos sinergéticos utilizando o inibidor de PARP talazoparibe
(IRENO et al., 2014; XIAO et al., 2020).

De maneira geral, a PARIlacdo catalisada por PARP1 é dependente da
existéncia de dominios especificos capazes de funcionar como aceptores de PAR nas
proteinas-alvo, sendo a maioria destas proteinas também portadoras de dominios
basicos funcionalmente semelhantes a CTD. Portanto, a hip6tese para predicao da
atividade PARIlativa de PARP1 consiste na existéncia de dominios nas proteinas-alvo
gue permitam interacao inicialmente ndo-covalente com polimeros de PAR para que
haja posterior adicdo e alongamento de ADP-ribose nos dominios aceptores
(FISCHBACH et al., 2018; TELONI; ALTMEYER, 2016).

Atualmente, 92 proteinas sdo descritas como aceptoras diretas de PAR
(DASOVICH et al., 2021), tendo atividade modulada diretamente por modificacdes
mediadas por PARPL1, incluindo importantes proteinas responsaveis pelo reparo e
arranjo estrutural do DNA, como XRCC1 (DEMIN et al., 2021), e proteinas
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responsdveis pela inducdo de apoptose em resposta a danos genotoxicos, como ATM
e DEK (AKI; UEMURA, 2021; KAPPES et al., 2008).

Por fim, ainda mais importante na regulacdo a atividade catalitica de
PARilacéo € o entendimento da cinética enzimatica entre PARPs e ADP-hidrolases,
enzimas que catalisam a quebra das ligacdes entre riboses, das quais poli-ADP-
ribose glicohidrolase (PARG) € a principal representante, tendo acdo 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 interacéo
elevada pela ligacao glicolisidica existente entre os grupamentos de ribose em um
polimero de PAR, mediando a quebra e liberacdo de sub-unidades de ADP-ribose
(PILLAY et al., 2021).

Durante o alongamento de PAR na auto-PARilacado de PARP1 em resposta
a dano genotéxico, a realizagcdo de ligacbes ndo-covalentes de proteina-proteina é
essencial para inibicdo da atividade de PARGs diretamente sobre o polimero em
alongamento (ALEMASOVA; LAVRIK, 2019). Entretanto, a atividade de PARG é
ainda essencial na manutencdo da homeostase celular devido ao perfil citotoxico de
morte, denominado como parthanatos, associado ao acumulo intracelular de PAR em
cenarios de dano genotoxico e hiperativacdo de PARP1 (Figura 8) (LIU et al., 2022
ZHOU et al., 2021).
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Figura 8. Modelo esquematico de Parthanatos.
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Legenda: Dano discreto ao DNA causa ativagdo de poli-ADP-ribose polymerase 1 (PARP1),
recrutamento da cascata de reparo e sobrevivéncia da célula. Danos extensos ao DNA causam
hiperativacdo de PARP1 e acimulo de polimeros de poli-ADP-ribose (PAR), com deplecdo de reservas
de nicotinamida adenina dinucleotideo (NAD) e conversdo em nicotinamida (Nam). Cadeias de PAR
interagem com o Fator Indutor de Apoptose (AIF) presente na membrana mitocondrial e causam sua
liberacdo para o citosol onde este € complexado juntamente ao Fator Inibidor da Migracdo de
Macréfagos (MIF) e ambos migram para o nacleo. O complexo recém-formado possui atividade de
endonucleases e medeia entdo a fragmentacdo do DNA e condensacdo da cromatina, induzindo a
morte celular via parthanatos.

Fonte: Adaptado de Liu et al., 2022.

3.3.3 Mecanismos de inibicao e letalidade sintética

Nos ultimos anos, inibidores de PARP (PARPi) foram aprovados para o
uso como tratamento em casos de cancer de ovario e de mama devido a
demonstracdo da sensibilidade de tumores com mutagbes em BRCA1/2 a estes
farmacos (MCCANN; HURVITZ, 2018). BRCA1/2 sao genes supressores de tumor
responsaveis por manter a estabilidade genémica através da modulacdo de reparo
por recombinagdo homodloga (RRH), um mecanismo conservativo de reparo em
guebras de fitas duplas do DNA (ZHAO et al., 2019).

Entretanto, diversos tumores que nao apresentam mutacdes diretas em

BRCA1/2 ainda podem apresentar um fendtipo correspondente a deficiéncia em
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BRCA, conhecido como BRCAness, devido a modulagdes por parte de outras vias
metabolicas que interagem diretamente com fatores de RRH e de estabilidade
genbmica (BYRUM; VINDIGNI; MOSAMMAPARAST, 2019; LORD; ASHWORTH,
2016). A presenca de cicatrizes gendmicas na forma de um acumulo de mutacdes e,
principalmente, de perda de heterozigose por rearranjos ou translocacoes
cromossomais podem ser indicativos de uma maquinaria celular com fendétipo de
BRCAness e consequente deficiéncia em RRH (WATKINS et al., 2014).

PARP1 é responsavel por sinalizar danos no DNA, especialmente quebras
em fitas-simples, portanto a sua inibicdo acarreta no agravamento dessas lesdes e
na sua conversdo em quebras de fitas-duplas. Tumores deficientes em mecanismos
de RRH, como tumores com fenétipo de BRCAness, sdo incapazes de reparar
corretamente e com eficiéncia as quebras de fitas-duplas, sendo muito dependentes
de vias de reparo mais propensas a erros como juncdes ndo homodlogas das
extremidades e, portanto, tendem a apoptose quando tratados com inibidores de
PARP1 devido ao aumento crescente da instabilidade gendmica celular (D’ANDREA,
2018; JIANG et al., 2019).

O uso de PARPI no tratamento de neoplasias representa, portanto, a
primeira aplicacao clinica do conceito de letalidade sintética, sendo este caracterizado
como a capacidade de explorar vias metabdlicas as quais uma célula é
intrinsicamente defeituosa e induzir a morte celular através da manipulacédo
farmacoldgica de outras vias as quais a célula se torna hiper-dependente (Figura 9)
(LORD; ASHWORTH, 2017).
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Figura 9. Aplicabilidade clinica do conceito de letalidade sintética.

Célula saudavel: Célula maligna:
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. . |
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Sobrevivéncia Sobrevivéncia reparo e morte Sobrevivéncia

Legenda: Durante o processo de carcinogénese, células previamente saudaveis podem perder
proficiéncia na via de reparo por recombinacdo homéloga (RRH), apresentando um fenétipo de
BRCAness, e passar a ser hiperdependentes de outras vias de reparo, como PARP1. No caso de dano
sofrido pelo DNA, uma célula saudavel possui uma gama de recursos disponiveis para lidar com esse
dano e ndo é tao afetada pela inibicdo de PARP1, que é apenas uma destas vias. Uma célula maligna
hiperdependente de PARP1 tende a apoptose quando exposta a inibidores de PARP devido a grande
instabilidade gendmica consequente da falta de vias de reparo alternativas e um acumulo exagerado
de mutacgdes.

Fonte: Autoria Proépria, (2023).

Além da inibicdo direta do processo de PARilacdo, outro meio pelo qual
PARPis exercem sua atividade citotoxica € através da formacdo de complexos
insoltveis 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
magquinaria de RDD néo consegue se ligar e agir sobre aquela sequéncia defeituosa,
impedindo o reparo do DNA e induzindo agravamento do dano genético. Alguns

PARPI sdo mais efetivos em aprisionar PARP1 do que outros, e alguns até induzem
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a liberacdo precoce de PARP1, entretanto essas diferencas de atividade nao
possuem correlacdo direta com a capacidade destes farmacos em inibirem o
processo de PARilacdo em si (MURAI et al., 2012, 2014; ZANDARASHVILI et al.,
2020).

3.3.4 Inibidores de PARP na clinica

Atualmente, quatro inibidores sédo aprovados para uso clinico, sendo estes
o olaparib, rucaparib, niraparib e talazoparib, além de diversos inibidores que seguem
em diferentes estagios de estudos clinicos. Entretanto, o uso terapéutico dos PARPI
aprovados ainda é bastante limitado e se concentra principalmente no tratamento de
cancer de mama e de ovario, com alguns usos em malignidades de proéstata e
pancreas 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

recomendacdes clinicas.

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

Inibidor de _ o Orgéos
Tipo Tumoral Recomendacéo Clinica
PARP Regulamentadores

Pacientes com mutacdo em BRCA ou RRH com resposta
R . completa ou parcial a tratamento baseados em platina;

Cancer de ovério ) . o o
Pacientes tratados com trés ou mais linhas prévias de

quimioterapia

R Pacientes com muta¢des em BRCA e tumor metastatico
Céancer de mama

Olaparib HER2-negativo FDA; EMA; ANVISA
Céancer de Manutencéo de pacientes com mutacdo em BRCA que
pancreas nao progrediram apdés tratamento baseado em platina
R Pacientes com mutagdes em RRH e cancer metastatico
Céancer de ) . ) .
] resistente a castracéo que progrediram apos tratamento
prostata

prévio

Manutencdo de pacientes em resposta completa ou parcial

R - a tratamentos baseados em platina; Pacientes com
Céancer de ovéario . o o )
mutacdo em BRCA e duas ou mais linhas de quimioterapia

Rucaparib prévias FDA; EMA
R Pacientes com muta¢des em BRCA e cancer metastatico
Céancer de ) ~ i i
) resistente a castragé@o que progrediram apos tratamento
prostata

prévio
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Manutencédo de pacientes em resposta completa ou parcial
. ) R . a tratamentos baseados em platina; Pacientes com

Niraparib Céncer de ovério . R o o ) FDA; EMA; ANVISA
mutacéo em BRCA e trés ou mais linhas de quimioterapia

prévias

] R Pacientes com mutacdes em BRCA e tumor metastatico
Talazoparib Cancer de mama . . FDA; EMA; ANVISA
ou localmente avangado que seja HER2-negativo

ANVISA: Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria; EMA: European Medicines Agency; FDA: Food and
Drug Administration; RRH: Reparo por recombinacdo homéloga.

Fonte: Autoria Propria

Os diferentes PARPI disponiveis podem ser classificados de acordo com a
capacidade de estabilizarem o subdominio inibitério da agéo catalitica, HD, e
consequentemente modular a afinidade de PARP1 pelo DNA através de interactes
entre sitios 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 ndo influenciam de maneira significante as interacfes alostéricas; Inibidores de tipo
3, como rucaparib e niraparib, atuam estabilizando o HD e promovendo seu efeito
inibitério, levando a liberacdo precoce de PARP1 das quebras em fitas-simples
(ZANDARASHUVILI et al., 2020).

A capacidade de um PARPi em aprisionar PARP1 ao DNA esta
diretamente relacionado com sua capacidade citotéxica e com o grau de promocao
de instabilidade genémica promovido pelo inibidor, tendo em vista que este
aprisionamento proporciona, além da continuidade do dano genético ndo reparado, o
escalonamento deste dano em fita-simples a um dano em fitas-duplas (SPIEGEL;
VAN HOUTEN; DURRANT, 2021; ZANDARASHJVILI et al., 2020).

O mecanismo de ac¢do dos PARPI convencionais consiste ho mimetismo
molecular de NAD, o qual PARPs utilizam como substrato para produgao das cadeias
de ADP-ribose. PARPis competem pelo sitio de ligacdo de NAD em uma cadeia de
ADP-ribose e, ap0s sua associacdo, impedem a continuacdo do crescimento da
cadeia e levam ao bloqueio da atividade enzimatica de PARPs. Devido a alta
conservacao da atividade catalitica entre as moléculas da familia de PARP, a maioria
dos inibidores aprovados na pratica clinica possuem interacdes 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 avancos da pesquisa oncoldgica, 0 uso
de PARPI ainda enfrenta obstaculos relacionados a resisténcia tumoral afetando
diretamente a efetividade dos tratamentos. A elevada atividade de transportadores de
membrana ABCB1, codificantes de glicoproteina-P, € uma via comum de
multirresisténcia tumoral relacionada a resisténcia cruzada entre quimioterapicos,
sendo responsavel pelo efluxo de drogas para o meio extracelular, e € um importante
fator inibitério da atividade citotoxica de olaparib, representando um desafio a ser
superado na pratica clinica (BAGLO et al., 2021; JIANG et al., 2019; LOMBARD et
al., 2019).

Andlises de transcriptoma de linhagens celulares sensiveis versus
linhagens resistentes a olaparib sugerem que a resisténcia a PARPi pode também
estar relacionada a hiperativacao da sinalizacdo canénica de WNT, uma via celular
gue desempenha papel pro-carcinogénico no crescimento de diversos tumores
através da interacdo entre WNT/B-catenina e fatores de transcricdo nuclear,
promovendo aumento de sinais proliferativos e de sobrevivéncia em células malignas
(HU et al., 2021; TACIAK et al., 2018; YAMAMOTO et al., 2019).

Atualmente, novos PARPiI menos suscetiveis a vias de multirresisténcia
tumoral passam por fases de estudos pré-clinicos no intuito de potencializar as
opcdes de tratamento disponiveis aos pacientes oncologicos. AZD2461 é uma droga
com estrutura analoga ao olaparib, porém com pequenas mudancas em grupos
funcionais que diminuem a sua afinidade por bombas de efluxo transmembranares
(Figura 10). Apesar de a atividade de AZD2461 ser comparavel a de olaparib em
linhagens de cancer de mama com mutacbes em BRCAL/2, em linhagens que
hiperexpressam glicoproteina-P, AZD2461 é capaz de manter sua atividade citotoxica

enquanto olaparib se mostra ineficaz (O'CONNOR et al., 2016).
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Figura 10. Diferencas estruturais entre Olaparib e o andlogo AZD2461.

AZD2461 Olaparib

Legenda: Alteragdes em grupos funcionais tornam AZD2461 menos suscetivel ao transporte para o
meio extracelular através da agéo de transportadores de membrana da familia ABCB1.
Fonte: Adaptado de O’Connor et al, 2016.

Em estudos clinicos, AZD2461 apresenta apenas uma entrada registrada
na plataforma clinicaltrials.gov onde foi investigado quanto a sua dose maxima
tolerada, efeitos adversos, eventos hematologicos, farmacocinética e
farmacodindmica no tratamento de pacientes com tumores sélidos refratarios. O
estudo foi conduzido pela empresa AstraZeneca e, apesar de concluido em 2011, ndo
possui resultados clinicos disponiveis na plataforma, gerando, portanto, uma lacuna
guanto a efetividade e tolerabilidade do seu uso em humanos (NCT01247168).

Por fim, mesmo com diversas recomendacdes clinicas, o uso de PARPis
ndo é isento efeitos colaterais aos pacientes. Devido aos perfis de inibicdo de
diferentes enzimas da familia das PARPs e as caracteristicas unicas de cada inibidor
em induzir PARP trapping, a acdo de PARPis muitas vezes esta associada a altas
taxas de mielosupressdo, anormalidades do sistema linfatico, anemias,
trombocitopenias, sindromes mieloproliferativas e até a eventos menos especificos
como desordens gastrointestinais e renais (LAFARGUE et al., 2019; TIAN et al.,
2022).

E importante ressaltar também que, em geral, o tratamento com PARPis é
associado ao uso de outras drogas citotoxicas no intuito de aumentar a eficiéncia dos
tratamentos e sobrepor possiveis vias de resisténcia. O resultado desta associagéo,
entretanto, aumenta a predisposicdo a eventos adversos severos que, por muitas

vezes, acabam por desencorajar a continuidade de investigagdes clinicas. Portanto,
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€ imperativo para investigadores o conhecimento prévio do perfil de toxicidade de
cada PARPi com o qual se pretende trabalhar e as possiveis interacfes
medicamentosas com outras opcdes terapéuticas no tratamento oncoldgico
(LAFARGUE et al., 2019; MADARIAGA et al., 2020).

3.3.5 PARP e neoplasias hematoldgicas

Na ultima década, os bons resultados obtidos com PARPI no tratamento
de neoplasias ginecoldgicas 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 s&o, atualmente, focos destes estudos de
redirecionamento farmacoldgico devido a alta presenca de rearranjos e translocacdes
cromossomais que atuam como drivers de neoplasias hematoldgicas, pressupondo
uma maior instabilidade gendmica e a presenca de possiveis erros de mecanismos
de reparo (FARAONI et al., 2019; MACHADO et al., 2020).

Um grande numero de PARPIs, incluindo os ja estabelecidos na clinica
assim como novas drogas experimentais, possuem investigacdes correntes ou
passadas em etapas pré-clinicas e estdo destacados na Tabela 5. De maneira geral,
a efetividade de PARPis em malignidades hematologicas se mostra correlacionada
com baixos niveis de atividade de RAD51 recombinase e altas taxas de fosforilacédo
da histona H2AX, o que ndo é surpreendente tendo em vista a acdo de ambos como
biomarcadores da presenca de quebras em fitas-duplas e da proficiéncia 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 hematolégicas.

Inibidor de PARP Outras Nomenclaturas Alvo Molecular Malignidade Hematolé6gica

LLA; LMA; LLC; LMC; Linfoma de

Olaparib AZD-2281; KU-59436 PARP-1/2/3
células T; MM; NMP; LNH
Rucaparib AG-14699; PF-01367338 PARP-1/2/3 LLA; LMA;
Niraparib MK4827 PARP-1/2 LMA; LNH
LLA; LMA; LLC; LMC; Linfoma de
Talazoparib BMN-673; MDV-3800 PARP-1/2

células T; NMP; LNH

LLA; LMA; LLC; LMC; Linfoma cutaneo
Veliparib ABT-888 PARP-1/2 de células T; Linfoma refratario; 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
PARP-1
5F02 - LMC
(n&o-NAD-like)
AG14361 - PARP-1 LMC
6-(5H)- NSC 11021; NSC 40943; NSC ) ]
o PARP-1 Linfoma de células T
phenanthridinone 61083; PHEN
Analogo de homopiperazina,
KU-0058948 1 PARP LMA; LMC
NU1025 NSC 696807 PARP LMC; Linfoma murino
AZD2461 1174043-16-3 PARP Linfoma de células T

LLA: Leucemia Linféide Aguda; LMA: Leucemia Mieldide Aguda; LLC; Leucemia Linféide Cronica;
LMC: Leucemia Linfoide Cronica; MM: Mieldma Mdltiplo; NMP: Neoplasma mieloproliferativo; LNH:
Linfoma nédo-Hodgkin; LDGCB: Linfoma difuso de grandes células B; LHc: Linfoma de Hodgkin
classico; LF: Linfoma folicular; LFt: Linfoma folicular transformado.

Fonte: Adaptado de Skelding e Lincz, 2021.

InvestigacBes clinicas sobre a efetividade de PARPis em tumores
hematoldgicos ainda sdo escassas e reunem baixos niameros de pacientes, existindo
resultados publicados apenas para os inibidores olaparib e veliparib. Os defechos
clinicos observados, entretanto, apontam para melhora modesta em pacientes
tratados com PARPIs, tendo como principal vantagem do seu uso a baixa toxicidade
guando administrados em forma de monoterapia e a capacidade de associacao a
outras estratégias terapéuticas (FRITZ et al., 2021; SKELDING; LINCZ, 2021).

Sendo assim, estudos utilizando PARPis para tratar malignidades
hematolégicas ainda possuem muitos campos a serem explorados, devendo-se
buscar cada vez mais sobre o real beneficio desta classe farmacolégica em um
contexto clinico e sobre biomarcadores que possam estar diretamente associados a

sua efetividade.
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Para o desenvolvimento deste projeto, serdo utilizadas a linhagens

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

gentilmente cedidas pelo Dr. Lucas Eduardo Botelho de Souza da Universidade de
Séao Paulo de Ribeirdo Preto, K562, FEPS e K-562 Lucena 1, gentiimente cedidas

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

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

Tabela 6. Caracterizacéo das linhagens leucémicas humanas

Nivel de
Linhagens Celulares Malignidade Tipo Celular Caracterizagao .
Biosseguranca
Pseudodiploide com
Leucemia Linféide ) )
SUP-B15 Linfécito B deteccdo de BCR- 1
Aguda
ABL1 (el-a2)
Hipotetraploide com
Raji Linfoma de Burkitt Linfécito B detec¢do de MYC-IGH,; 2
EBV-positivo
Pseudotriploide com
Namalwa Linfoma de Burkitt Linfécito B 2% de poliploidia; 2
EBV-positivo
Leucemia Linfoide ] ) Pseudodiploide com
Jurkat Linfocito T . 1
Aguda 5,3% de poliploidia
S Hipotriploide com
Leucemia Mieléide .
K562 . Blasto Granulocitico deteccdo de BCR- 1
Cronica
ABL1 (el14-a2)
o Derivada de K562
Leucemia Mieléide ) )
FEPS _ Blasto Granulocitico resistente a 1
Crobnica o
daunorrubicina
Leucemia Miel6ide ) Derivada de K562
K-562 Lucena 1 . Blasto Granulocitico ] o 1
Crobnica resistente a vincristina
MRC-5 CNN Fibroblasto Pulmonar CNN 1
MNP-01 CNN Epitélio Géstrico CNN 1

CNN: Células nao-neoplasicas.
Fonte: Autoria Prépria, 2023
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Os experimentos utilizando as linhagens foram realizados no laboratdrio
de Farmacogenética do Nucleo de Pesquisa e Desenvolvimento de Medicamentos
(NPDM) da Universidade Federal do Ceara e no laboratério de Transferéncia Génica
do Hemocentro de Ribeirdo Preto (HEMORP).

As linhagens leucémicas 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 trés vezes por semana. Em excecao 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 saudaveis 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 37°C com 5% de CO2, com passagens
regulares trés vezes por semana utilizando-se Tripsina-EDTA 0,5% diluida a 10X em

tampao fosfato (PBS) para desprendimento das células aderidas.

4.2 Substancias Quimicas

Os farmacos Mesilato de Imatinibe, Cloridrato de Doxorrubicina e a
molécula AZD2461 foram adquiridos através da empresa Sigma-Aldrich (EUA). Os
farmacos foram diluidos em Dimetilsulféxido (DMSO) em uma concentragdo estoque

de 100 uM, e armazenados no freezer -20°C até seu uso.

4.3 Avaliagao Molecular

4.3.1 Extracao de RNA e Transcricdo Reversa

RNA total foi extraido com o reagente TRIzol Reagent® (Invitrogen™) de
acordo com instrucdes do fabricante e quantificado por absorbéancia utilizando o
equipamento NanoDrop (ThermoFisher Scientific®).

A partir de 20ng de RNA total extraido foi sintetizado o DNA complementar
(cDNA) de acordo com o kit High Capacity cDNA Reverse Transcriptase
(ThermoFisher Scientific®). A etapa de conversdo foi realizada no termociclador
Veriti® thermal cycler (Applied Biosystems®).
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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

andlise.

4.3.2 Desenho de Primers e Validac&o da Expresséo Génica por Real-Time PCR
Quantitativo (QPCR)

A sintese de primers foi realizada pela empresa ThermoFisher™ Scientific
através da sequéncia transcrita completa dos genes PARP1 (Referéncia:
Hs00242302_m1), BCR-ABL p190 (ela2) (Referéncia: Hs03024844 ft) e do gene
ACTB (Referéncia: Hs01060665 g1), que foi usado como controle endégeno.

A reacgOes 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 TagMan® Gene
expression assays (Applied Biosystems®). Os fragmentos amplificados foram
guantificados pela andlise dos dados fluorescentes através do software versao 1.1 no
equipamento QuantStudio® 5 (Applied Biosystems®).

Na andlise de PCR em tempo real, a quantificacdo € baseada no Cicle
threshold (CT), que é inversamente proporcional ao logaritmo do nimero de cépias
iniciais (TYAGI; BRATU; KRAMER, 1998). O CT é definido como o primeiro ciclo de
amplificacdo no qual a fluorescéncia indica que os produtos de PCR se tornaram
detectaveis. Para determinar a linha de corte para a expressado génica alterada em
tecidos tumorais, o valor CT ser& determinado também em tecido normal.

Estabelecidos os CT de cada amostra, o calculo do nivel de expresséao é
realizado através do Método CT comparativo ou Método 2 - 22CT  dessa forma, o nivel
de expressao do gene de interesse € relatado em relagdo ao do gene de referéncia
para cada amostra (SCHMITTGEN; LIVAK, 2008):

Expressdo do Gene de Interesse = 2 - AACT
Onde ACT= (CTgene de interesse) — (CTendégeno) para cada triplicata
AACT = (ACTexperimentat) — (ACTcontrole)

Para que o método 2 *2CT seja validado, deve-se assumir que a eficiéncia
de amplificacdo do gene alvo e a eficiéncia de amplificacdo do controle interno devem
ser aproximadamente iguais (SCHMITTGEN; LIVAK, 2008).
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Cada amostra em andlise sera realizada em triplicata para a validagéo da
técnica e dos valores de CT, de acordo com os guidelines internacionais para
avaliagcéo de expresséo génica por PCR em Tempo real (BUSTIN et al., 2009).

A analise estatistica utilizada sera a analise de variancia de uma via
(ANOVA), para um nivel de significancia de 5% (p < 0,05). A linhagem modelo, SUP-
B15, e as linhagens linféides de maior expressao foram escolhidas para continuidade

dos experimentos.

4.3.3 Extragcao de DNA

Ao atingirem a confluéncia total, células da linhagem SUP-B15 foram
suspensas em PBS. O DNA foi extraido 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

namero de integridade de DNA (DIN) >7 para as analises posteriores.

4.3.4 Analise de hibridizacdo genémica comparativa baseada em matriz (aCGH)
A identificacdo de alteracdes cromossObmicas somaticas de ganhos e
perdas de segmentos foi realizada utilizando a técnica de hibridacdo genbmica
comparativa em microarranjos de oligonucleotideos (aCGH). Esta técnica permite a
deteccdo de variagcdes no numero de cépias de segmentos de DNA da amostra teste
em relacdo a uma amostra referéncia. 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 consércio ISCA
(International Standards for CytogenomicArrays).
De forma resumida e ordenada, estdo apresentados abaixo, 0s
procedimentos adotados para realizagédo o aCGH:
e Extracdo de DNA das células cultivadas, feita com o uso do Kit de
Extracédo lllustra — Tissue&Cells, GenomicPrep Mini Spin Kit, da GE
Healthcare, seguindo o protocolo do fabricante;
e Digestédo enzimatica do DNA extraido para a formacéo de fragmentos

entre 200 a 500 pb, sendo realizada com o DNA de referéncia
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(HumanReference DNA Male or Female), disponibilizado no kit SureTag
Complete DNA Labeling (Agilent Technologies, Santa Clara, CA);

e Marcacao do DNA gendmico digerido com Cy5-dUTP para as amostras
avaliadas e Cy3-dUTP para o DNA de referéncia, utilizando-se o
Labeling Master Mix, composto por &gua ultrapura, tampao de
reativacao 5x, 10x dNTPs, Cy3-dUTP ou Cy5-dUTP e Exo-Klenow (DNA
polimerase).

e Purificacdo das amostras, a partir de sua incubacéo na Hybridization
Master Mix, por 3 minutos a 95 °C, seguida da incubagdo em
umtermociclador por 30 minutos a 37 °C e centrifugacédo do material por
1 minuto a 6000x g.

e Hibridizacdo em uma laminula especifica, com adi¢cao de 100 pl da
solucdo em cada um dos pocos, encaixe da lamina de microarranjo
sobre a laminula e transferéncia desse conjunto para um forno de
hibridizacdo com estante rotativa (G2545A, Agilent Technologies, Santa
Clara, CA, USA) para incubacéo por 24 horas a 67°C com uma rotacao
de 20 rpm.

e Lavagens poés- hibridizacdo para minimizar a exposicdo do gDNA
marcado ao ozodnio a partir da incubacdo das laminas de aCGH em
cubas de vidro contendo os tampdes de lavagem aCGH/ChIP-on-Chip
Wash Buffer 1 e Agilent Oligo aCGH/ChIP-on-Chip Wash Buffer 2.
Posteriormente, laminas foram cobertas com uma laminula protetora de
oz6nio, e encaixadas em um estojo para dar seguimento a etapa de
escaneamento e extracdo de dados.

e A lamina 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 configuragdes padroes.

4.3.5 Alteracao de Numero de Copias (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 aberracdo com um numero minimo de sondas = 3 e um
AvgAbsLogRatio minimo = 0,25 no software CytoGenomics 5.0.2.5 (Agilent
Technologies, Santa Clara, CA). A caracterizagao das regides gendmicas (arquivos
BED) descritas como "ganho" ou "perda" foram extraidas e apenas regides > 1 kb
foram usadas para construir um arquivo de mapeamento de referéncia usando uma
combinagao das fungdes "intersetBed" e "multiintersectBed" do pacote BEDtools do
R. Todas as anotacbes gendmicas 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 analises estatisticas foram
realizadas utilizando o software GX 14.5 (Agilent Technologies, Santa Clara, CA) e o
Rv.3.6.2.

O ideograma mostrando as CNAs foram construidos usando o software
online PhenoGram (https://ritchielab.org/software/phenogram-downloads) (WOLFE et
al., 2013).

4.4 Avaliacao Fenotipica

4.4.1 Ensaio de Citotoxicidade por Alamar Blue

As linhagens SUP-B15, Raji e Namalwa foram semeadas em placas de 96
pocos em meio RPMI. A linhagem SUP-B15 foi semeada em concentracéo de 1,5x10*
células/poco e as linhagens Raji e Namalwa com 2x10* células/pocgo (100 uL/pogo) e
mantidas em estufa a 37°C com atmosfera de 5% de CO:z por 24 horas. Quando
plaqueada para tratamento de 24 horas, a linhagem SUP-B15 também foi semeada a
2x10% células/poco. As substancias Mesilato de Imatinibe, Cloridrato de Doxorrubicina
e AZD2461 foram diluidas em DMSO para solu¢éo de uso a 100 uM.

A partir da solucéo de uso, foi feita uma diluicdo em RPMI para obtencéo
de uma concentracao de 20 uM, a partir da qual foram realizadas as diluicdes seriadas
para a obtencdo das concentracbes de 10 uM, 2 uM, 0,4 uM, 0,08 uM, 0,016 uM e
0,0032 uM, que foram adicionadas na placa de 96 pogos (100 pL/pogo), além do
controle de crescimento positivo, ndo tratado, e do controle de crescimento negativo,
onde ndo h&a adicdo de células ou farmacos, apenas meio RPMI. Todas as
concentracOes foram testadas em triplicata para cada linhagem apds um periodo de
incubacéo de 72 horas, com excecao da linhagem SUP-B15 que também foi tratada

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


http://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgGateway)
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Posteriormente, foi adicionado 20 pyL da solugdo de Alamar Blue na
concentracéo de 0.02% diluido em meio RPMI e a placa foi incubada novamente em
estufa a 5% de CO:2 por 5 horas para a linhagem SUP-B15 e por 3 horas para as
linhagens Raji e Namalwa. A placa foi lida no espectrofotometro de placa a um
comprimento de onda de excitacdo a 560nm e emissdo a 590 nm (RAMPERSAD,
2012). A andlise dos dados foi realizada através de um regressao nao-linear do
percentual de inibicdo x log da concentragao, determinadas suas concentragdes
inibitérias para 50% das células (CI50) e seus respectivos intervalos de confianca (IC

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

4.4.2 Perfil de Arrasto do Ciclo Celular por Citometria de Fluxo

As células foram cultivadas em placas de 12 pocos numa densidade de
2x10° células/pogo 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 pl de meio RPMI
contendo concentragdes sub-inibitérias de AZD2461 ou Mesilato de Imatinibe, para
concentracéo final de ambos a 1,5 puM, e as células foram re-incubadas nos mesmos
parametros por 24 horas. O controle negativo ndo foi tratado, sendo adicionado
apenas 500 pl de RPMI com igual volume de DMSO.

Ap6s o término do tratamento, as células foram contadas em
hemocitdmetro para se certificar que ndo houve morte celular significativa e foram
entdo 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 solucdo de RNAse livre de DNA, contendo
PBS 1x e 5% de SFB, e adicionado lodeto de Propidio (Pl) em uma aliquota da
solugdo de RNAse de modo a atingir a concentragéao final de 25 ug/mL. As células
fixadas e permeabilizadas foram entdo resuspendidas em 100 ul da solucdo de
RNAse e PI preparada e foram incubadas por 2 horas a temperatura ambiente no
escuro. Apos o periodo de incubacao, as células foram centrifugadas a 1500 rpm por
5 minutos, o sobrenadante foi descartado e foram ressuspendidas em 400 pl de
solucéo de RNAse.

Dez mil eventos foram analisados por citometria de fluxo (BD
FACSymphony™). Os dados foram examinados a partir da média e do erro padrédo

de trés experimentos independentes, sendo analisados através do software Modfit
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LT™. Para verificar a ocorréncia de diferenca significativa entre os grupos, os dados
foram comparados por andalise de variancia (2way ANOVA) seguida por Teste de
Bonferroni, com nivel de significancia de 95% (p<0,05).

4.4.3 Inducao e quantificacdo de apoptose precoce por Citometria de Fluxo

As células foram cultivadas em placas de 12 po¢os numa densidade de
2x10° células/poco 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 pl de meio RPMI
contendo concentracdes sub-inibitérias de AZD2461 ou Mesilato de Imatinibe, para
concentracao final de ambos a 1,5 puM, e as células foram re-incubadas nos mesmos
parametros por 24 horas. O controle negativo ndo foi tratado, sendo adicionado
apenas 500 pl de RPMI com igual volume de DMSO.

Apos o término do tratamento, as células foram contadas em
hemocitdmetro para se certificar que ndo houve morte celular significativa e foram
entéo coletadas, centrifugadas e lavadas com PBS 1x. Foi preparada uma solucéo de
trabalho de buffer de ligag&o de anexina-V a partir do reagente 10x Annexin-V Binding
Buffer (Invitrogen™) e as células lavadas foram ressuspendidas em 100 ul desta
solucédo, sendo entdo adicionados 5 pl do reagente Annexin V, FITC conjugate
(Invitrogen™) e mantidas as amostras em incubagdo a temperatura ambiente por 15
minutos no escuro. Passada a incubagao, foram adicionados 5 ul do reagente 7-
amino-actinomicina D (7-AAD) (BD Pharmingen™) para distincdo de células nao-
viaveis e as amostras foram resuspendidas em mais 400 pl de solucéo de trabalho de
buffer de ligacédo de anexina-V.

A fluorescéncia emitida foi analisada em dez mil eventos por citometria de
fluxo (BD FACSymphony™). Os dados foram examinados a partir da média e do erro
padréo de trés experimentos independentes. Para verificar a ocorréncia de diferenca
significativa entre os grupos, os dados foram comparados por analise de variancia
(2way ANOVA) seguida por Teste de Bonferroni, com nivel de significancia de 95%
(p<0,05).

4.4.4 Alteracdo nos niveis de PARP1 intracelulares
As células foram cultivadas em placas de 12 pocos numa densidade de
2x10° células/poco 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 pl de meio RPMI
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contendo concentragfes sub-inibitérias de AZD2461 ou Mesilato de Imatinibe, para
concentracgao final de ambos a 1,5 pM, e as células foram re-incubadas nos mesmos
parametros por 24 horas. O controle negativo ndo foi tratado, sendo adicionado
apenas 500 pl de RPMI com igual volume de DMSO.

Apés o0 término do tratamento, as ceélulas foram contadas em
hemocitdmetro para se certificar que ndo houve morte celular significativa e foram
entdo 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 diluido em solucdo de RNAse livre
de DNA, contendo PBS 1x e 5% de SFB, em razéo de 1:1000, assim como o isotipo
controle Recombinant Alexa Fluor® 647 Rabbit IgG, monoclonal [EPR25A], sendo
entdo adicionados as amostras e incubados por 30 minutos no escuro. As amostras
foram centrifugadas, lavadas e ressuspendidas em solugcéo de RNAse.

A fluorescéncia emitida foi analisada em dez mil eventos por citometria de
fluxo (BD FACSymphony™). Os dados foram examinados a partir da média e do erro
padrao de trés experimentos independentes. Para verificar a ocorréncia de diferenca
significativa entre os grupos, os dados foram comparados por andalise de variancia
(2way ANOVA) seguida por Teste de Bonferroni, com nivel de significancia de 95%
(p<0,05).

4.4.5 Determinacdao de alteracao nos perfis de expressdo molecular

As células foram cultivadas em placas de 12 pocos numa densidade de
2x10° células/poco 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 pl de meio RPMI
contendo concentragfes sub-inibitérias de AZD2461 ou Mesilato de Imatinibe, para
concentracgéao final de ambos a 1,5 pM, e as células foram re-incubadas nos mesmos
paréametros por 24 horas. O controle negativo ndo foi tratado, sendo adicionado
apenas 500 pl de RPMI com igual volume de DMSO.

Apos o término do tratamento, as células foram contadas em
hemocitdmetro para se certificar que ndo houve morte celular significativa e foram
entdo coletadas e centrifugadas para retirada do sobrenadante. O RNA total das

células foi extraido utilizando o RNeasy® Mini Kit (Qiagen®), sendo seguidas as
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recomendacdes do fabricante. Os niveis de expressdo antes e ap0s os tratamentos
foram quantificados para os genes PARP1 (Referéncia: Hs00242302_m1), BCR-ABL
p190 (ela2) (Referéncia: Hs03024844 ft) e para o gene de controle endégeno, ACTB
(Referéncia: Hs01060665 gl), sendo a sintese de primers realizada pela empresa
ThermoFisher™ Scientific. Os parametros para deteccédo e analise dos dados da PCR

em tempo real foram como descritos previamente no tépico 4.3.2.

4.5 Pacientes

4.5.1 Aspectos Eticos e Coleta

Pacientes adultos diagnosticados com LLA atendidos no Hospital Geral de
Fortaleza (HGF), centro de referéncia ao tratamento do cancer do estado do Cear4,
foram submetidos a leituras e analise de Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(TCLE) e participaram da pesquisa mediante aceite do exposto e assinatura do
mesmo. O Projeto foi submetido a Plataforma Brasil e obteve aprovacao do comité de
ética em Pesquisa (CEP), sob numero de registro 119.649 (ANEXO A).

4.5.2 Amostras Bioldgicas

Foram analisados todos os pacientes que aceitaram participar do estudo,
em qualquer fase da doenca e de diferentes subtipos de acordo com as classificagcoes
imunofenotipicas e de caribtipo, totalizando 36 pacientes diagnosticados com LLA.
Foram feitas coletas de sangue periférico e as amostras de medula 6ssea foram
coletadas no momento da realizacdo do mielograma para o diagnéstico, descartando
gualquer inconveniente ao paciente.

As amostras tiveram as expressdes quantificadas por PCR em tempo real
utilizando primers para os genes PARP1 (Referéncia: Hs00242302_m1), BCR-ABL
pl90 (ela2) (Referéncia: Hs03024844 ft) e do gene ACTB (Referéncia:
Hs01060665 g1), que foi usado como controle enddégeno, sendo a sintese de primers
realizada pela empresa ThermoFisher™ Scientific. Os parametros para extracao de
RNA, deteccdo e analise dos dados da PCR em tempo real foram como descritos

previamente no tépico 4.3.
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5. RESULTADOS

5.1 Caracterizacbes Moleculares

5.1.1 Expressao de PARP1 em linhagens leucémicas

Foi feita a analise comparativa da expressdo de PARP1 em todas as
linhagens de neoplasias hematologicas de interesse em relacdo a linhagens de
células saudaveis, MRC-5 e MNP-01 (Figura 11). Quando comparados os niveis de
expressdo de PARP1 entre todas as linhagens analisadas, evidenciou-se que, a
linhagem SUP-B15 apresentou niveis de expressdo de 30 vezes maiores que 0S
niveis de expressdo da célula saudavel MRC-5 (p<0.0001). Namalwa, FEPS e Raji
foram as linhagens de maior expressao relativamente as células saudaveis, com
aumentos de 93, 88 e 71 vezes, respectivamente (p<0.0001). Quando comparadas
entre si, Namalwa ndo apresentou diferenca significante em niveis de expresséo
guando comparada a FEPS, mas apresentou expressdo discretamente aumentada
em relacdo a Raji (p<0.05). Nesta andlise, a célula gastrica MNP-01 e a linhagem K-
562-Lucena 1 ndo apresentaram diferenca estatistica significativa na expresséo de
PARP1 quando comparadas a MRC-5.

Figura 11. Comparacdo da expressdao de PARP1 entre um painel de células saudéaveis e
linhagens leucémicas.
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Legenda: Os dados sao representados como média do desvio padrdo de trés experimentos
independentes. A expressdo de PARP1 foi normalizada através do gene endégeno ACTB. Os niveis
de expresséo na linhagem MRC-5 foram comparados a linhagem MNP-01 e aos modelos in vitro de
leucemia mieldide cronica (K-562, FEPS e K-562-Lucena 1), leucemia linfoide aguda (SUP-B15 e
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Jurkat) e linfoma de Burkitt (Namalwa e Raji) utilizando o teste estatisticos ANOVA e comparacdes
multiplas de Bonferroni. NS: Nao significante; *p<0.05, ***p<0.0001.

Foram escolhidas as linhagens Namalwa e Raji para a continuidade dos
experimentos, concomitantemente a linhagem modelo, SUP-B15, devido a serem
todas representativas de modelos de malignidades linfoides com fendtipo de
linfoblastos B e pelos altos niveis de expressdo de PARP1. Quando comparadas entre
si e em relacdo as células saudaveis, as trés linhagens apresentaram expressao de
PARP1 significativamente aumentada em relacdo a MRC-5 (Figura 12) e, enquanto
Raji e Namalwa ndo apresentaram diferenca estatistica significativa na expresséao de
PARP1 quando comparadas entre si, ambas as linhagens demonstraram expressao

de PARP1 significativamente aumentada quando comparadas a SUP-B15
(p<0.0001).

Figura 12. Comparagdo da expressdo de PARP1 entre modelos de malignidades linféides e
células saudaveis.
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Legenda: Os dados sdo representados como média do desvio padrdo de trés experimentos
independentes. A expressdo de PARP1 foi normalizada através do gene endégeno ACTB. Os niveis
de expresséo na linhagem MRC-5 foram comparados a linhagem MNP-01 e aos modelos in vitro de
malignidades linféides com fenétipo de linfoblastos B (SUP-B15, Namalwa e Raji) utilizando o teste
estatisticos ANOVA e comparacdes mdltiplas de Bonferroni. NS: N&o significante; *p<0.05,
***n<0.0001.

5.1.2 Altera¢gbes no numero de cOpias gendmicas por aCGH array
Foi realizada caracterizacdo molecular mais extensa da linhagem
representativa do modelo deste estudo, SUP-B15, com objetivo de identificar

alteracdes citogenéticas que possam influenciar a expressao de genes alvo de
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interesse e predizer outros biomarcadores importantes. A Figura 13 descreve o0s
ganhos e perdas cromossO6micas detectadas, dando-se énfase no ganho do nimero

de coépias do brago longo do cromossomo 1, regido 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). Regides destacadas em azul-
escuro representam ganhos cromossomais enquanto regides destacas em vermelho representam
perdas. Regibes em azul claro representam heterocromatina condensada. Todas as andlises
estatisticas foram realizadas utilizando o software GX 14.5 (Agilent Technologies, Santa Clara, CA) e
o R v.3.6.2. O ideograma foi construido usando o software online PhenoGram
(https://ritchielab.org/software/phenogram-downloads).

5.2 AvaliacOes fenotipicas em linhagens linféides

5.2.1 Determinacdo de concentracdes inibitdrias minimas

A Tabela 7 descreve a CI50 das drogas Mesilato de Imatinibe, Cloridrato
de Doxorrubicina e AZD2461 apds 72 horas de incubacao com células das linhagens
SUP-B15, Raji e Namalwa. AZD2461 é um PARPI analogo ao Olaparibe, porém com
modificagdes em grupos funcionais que diminuem sua afinidade por bombas de efluxo
transmembranares da familia ABCB (O’'CONNOR et al., 2016). Mesilato de Imatinibe
€ um ITQ com acdo sobre a proteina quimérica BCR-ABL1 e € o medicamento
padrao-ouro para o tratamento de neoplasias Ph+ (DALLE et al., 2019). Cloridrato de
Doxorrubicina é uma droga quimioterapica altamente citotoxica, sendo um inibidor de
topoisomerases (BUKOWSKI; KCIUK; KONTEK, 2020), e foi utilizado para obtencao
de valores de referéncia de quimioterapicos convencionais em relacdo as terapias
alvo-dirigidas.

Tabela 7. Concentracdes inibitorias para 50% das células (CI50) de diferentes linhagens em 72 horas de
incubacédo com diferentes drogas, medido em valores nanomolares (nM).

Linhagem
SUP-B15 Raji Namalwa
Droga
344.3 nM 20938 nM
febzast (240.1-493.7) NA (16152 - 27143)
Imatinibe 329.2 nM 2509 nM 1296 nM
(215.7 -502.2) (1622 — 3882) (803.8 — 2089)
Doxorrubicina 20.32 nM 85 nM 75.93 nM
(11.41-36.19) (65.13-110.9) (49.63-116.2)

NA: Nao alcancado.

De maneira geral, Doxorrubicina, a droga citotoxica de referéncia,

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 10 nanomolar
(nM).

Na linhagem SUP-B15, os valores da CI50 em 72 horas de AZD2461 e
Imatinibe foram baixos e extremamente proximos, demonstrando efetividade similar
de inibicdo. Por ser Ph+, a efetividade inibitoria do uso de Imatinibe sobre a viabilidade
de SUP-B15 é esperada, porém a concentracdo inibitéria atingida com AZD2461
demonstra que o uso de PARPis pode ser tdo 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 inibitéria, muito provavelmente devido a sua
acao inespecifica sobre outras vias de tirosino-quinases que sao essenciais ha
manutencdo da capacidade proliferativa e na sobrevivéncia de células neoplasicas
(STEPANENKO; DMITRENKO, 2015). Entretanto, o uso de AZD2461 n&o apresentou
resultados de inibicdo significativa, sendo alcancada CI50 na ordem de 20 uM para a
linhagem Namalwa e nem mesmo sendo possivel de se determinar a CI50 na
linhagem Raji, pois as concentragdes utilizadas ndo apresentaram efeito inibitorio
significativo capaz de ser detectado por ensaio com Alamar Blue.

Devido a néo 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 sdo descritos na Tabela 8 e
0s padrdes de inibicdo se repetem em relacdo aos ja observados em 72 horas de
tratamento, com Doxorrubicina apresentando capacidade inibitéria
consideravelmente elevada em relacdo aos tratamentos alvo-dirigidos e com

equivaléncia nas concentracdes inibitérias de AZD2461 e Imatinibe.

Tabela 8. Concentracdes inibitérias para 50% das células (CI50) na linhagem SUP-B15 em 24 e 48
horas de incubacdo com diferentes drogas, medido em valores nanomolares (nM).

Periodo
24 horas 48 horas
Droga
3925 nM 1421 nM
AzD2461 (2502 — 6157) (766.9 — 2632)
N 3966 nM 1230 NM
(2398 — 6558) (747.5 — 2024)
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141.6 nM 57.33 nM

Doxorrubicina (93.92 — 213.6) (36.53 - 89.97)

Levando-se em consideracao os trés intervalos de tratamento, os valores
inibitorios da viabilidade de SUP-B15 tratada com AZD2461 ou com Imatinibe n&o
foram significativamente diferentes entre si quando comparados por teste t de
Student, demonstrando a equivaléncia das drogas no tratamento deste modelo de
LLA Ph+.

5.2.2 Avaliacao de alteracédo do ciclo celular

Caracteristicas fenotipicas associadas ao tratamento com a droga
AZD2461 foram mensuradas apenas para a linhagem SUP-B15, representativa de
modelos de LLA Ph+, devido a ndo responsividade das outras duas linhagens
analisadas ao tratamento proposto. As células foram tratadas em concentracéo sub-
inibitérias de 24 horas — 1,5uM — de AZD2461 ou Imatinibe, sendo este o controle
positivo de tratamento por ser um farmaco de referéncia, para evitar que houvesse
morte celular significativa previamente a analise, 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 GO/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 presenca de
células SUP-B15 em fase mitética corresponde ao ja reportado previamente na
literatura e é representativo do longo periodo do ciclo celular da linhagem SUP-B15,
de aproximadamente 46 horas (AL-AAMRI et al., 2019). Além disso, uma sub-
populacao tumoral de células aparentemente hipodiploides também foi identificada na
analise do ciclo controle, constituindo 4.21% dos eventos analisados, entretanto ndo
sendo possivel de se determinar as porcentagens de células dessa populacdo em
cada fase do ciclo devido as sobreposicées de fluorescéncia com a populagéo
pseudodiploide de maior frequéncia.

Nos experimentos tratados com AZD2461 e Imatinibe, foi observado
arrasto de ciclo significativo em fase GO/G1 em relagc&o ao controle (p<0.0001), com
72,6% e 75,12% das células em G0O/G1, respectivamente aos tratamentos, ndo sendo
estatisticamente significante a diferenca no arrasto em G0/G1 entre os dois tratados.

Ambos tratamentos apresentaram diminui¢do significativa de células em fase S em
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relacdo 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 nao
sendo estatisticamente significante a diferenca no arrasto em S entre os dois tratados.
Na andlise de fase G2/M, ndo houve diferenca 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 ap0s tratamento de 24 horas
com AZD2461 ou Imatinibe.
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Legenda: As células foram tratadas com concentragfes sub-inibitérias de 1,5 uM de AZD2461 ou
Imatinibe durante 24 horas e os graficos representam médias de trés experimentos distintos. O perfil
de arrasto do ciclo celular foi comparado entre os experimentos tratados e o controle utilizando o teste
estatistico ANOVA e comparacdes mltiplas de Bonferroni. Picos de emisséo de fluorescéncia foram
detectados apds processamento das amostras com o agente intercalante de DNA, iodeto de propideo
(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 apés tratamentos e comparacdo com o controle ndo tratado. Dip: Populagéo
pseudodipléide; Anl: Populacéo hipodiploide; NS: N&o significante; ***p<0.0001.

A mesma sub-populagdo de células tumorais hipodipldides vista na analise
do experimento controle foi também observada com pico de emisséo de fluorescéncia
melhor definido no tratado com Imatinibe, representando 8,92% do total de eventos
analisados, enquanto se demonstrou menos detectavel apos o tratamento com
AZD2461, representando apenas 1,7% dos eventos analisados. Entretanto, quando
submetidas a andlise de variancia, as diferencas na frequéncia de apresentagéo desta

sub-populacédo ndo se mostraram estatisticamente significantes.

5.2.3 Capacidade de inducédo de apoptose precoce

Quando mensurada a capacidade dos tratamentos de induzir apoptose
precocemente, foi utilizado o marcador anexina-V conjugado ao fluorocromo
isotiocianato de fluoresceina (FITC) para identificar células com fosfatidilserina
exposta na membrana plasmatica e em inicio de processo apoptético. Para
contramarcacao de células com membrana plasméatica permeabilizada e em apoptose
tardia ou passando por processo necrético, foi utilizado o agente intercalante de DNA
7-AAD. Células duplo negativas para ambos os marcadores representam populacdes
viaveis.

O tratamento fazendo uso de imatinibe se mostrou ainda similar ao
experimento controle dentro do periodo de tratamento estipulado de 24 horas e em
concentracdes sub-inibitérias, ndo possuindo diferenca estatistica significativa quanto
as porcentagens de cada populacéo identificada. Entretanto, o tratamento utilizando
AZD2461 nas mesmas condicfes mostrou acentuado aumento de populacdes em
apoptose precose e apoptose tardia/necrose em relacédo ao controle e ao tratamento
com imatinibe (p<0.0001) (Figura 15).
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Figura 15. Inducado de apoptose precoce na linhagem SUP-B15 apds tratamento com AZD2461

ou Imatinibe.
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Legenda: As células foram tratadas com concentragdes sub-inibitérias de 1,5 uM de AZD2461 ou
Imatinibe durante 24 horas e os graficos representam médias de trés experimentos distintos. As
porcentagens de células apoptéticas foram comparadas entre os experimentos tratados e o controle
utilizando o teste estatistico ANOVA e comparac¢des mdltiplas 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 trés experimento e significancia da variagcao
entre eles. NS: N&o significante; ***p<0.0001.
5.2.4 AlteracOes no perfil de expressao e apresentacdo de PARP1

Buscando determinar se o0s tratamentos propostos influenciam a
expressédo de PARP1 e os niveis intracelulares da proteina, realizou-se uma qPCR
de amostras tratadas concomitante a marcagéo de PARP1 por anticorpo conjugado
anti-PARP1 Alexa Fluor® 647, sendo feita a mensuracdo da fluorescéncia por

citometria de fluxo.
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Na analise por gPCR, os niveis de expressédo do biomarcador BCR-ABL
pl190, caracteristico da linhagem SUP-B15, também foram mensurados, e €
observado aumento significativo de expressao apos os dois tratamentos propostos
(p<0.01). Entretanto, o tratamento com AZD2461 ou Imatinibe ndo influenciaram a
expressdo de PARP1 na linhagem, permanecendo similar ao controle negativo de
tratamento (Figura 16).

Figura 16. Niveis de expressdo do biomarcador BCR-ABL p190 e da proteina PARP1 na linhagem
SUP-B15 apés tratamento com AZD2461 ou Imatinibe.
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Legenda: As células foram tratadas com concentragdes sub-inibitérias de 1,5 uM de AZD2461 ou
Imatinibe durante 24 horas e os gréaficos representam médias de trés experimentos distintos. As
expressdes de BCR-ABL p190 e PARP1 foram normalizadas através do gene enddgeno ACTB. Os
niveis de expressao foram mensurados na linhagem SUP-B15 comparando-se o experimento de
controle ndo-tratado com os experimentos apés utilizacdo dos tratamentos propostos. A andlise
estatistica foi feita pela andlise de variancia ANOVA e comparag8es multiplas de Bonferroni. NS: N&o
significante; **p<0.01, ***p<0.0001.

A andlise da marcacdo de PARPL1 por anticorpo conjugado leva em
consideracdo a mediana da intensidade de fluorescéncia (MIF) entre as amostras e
revela presenca significativa de maiores niveis da proteina em populacdo de células
tratadas com AZD2461 em relacdo ao experimento controle (p<0.05). Enquanto o
valor da MIF relativa ao experimento tratado com imatinibe n&o se mostra
estatisticamente significante em relagdo ao controle, é possivel de se observar uma
tendéncia a menores niveis de PARP1, evidente pelo aumento da significancia
guando realizada comparacao relativa a fluorescéncia dos dois experimentos tratados

(p<0.01) (Figura 17).
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Figura 17. Tratamento com AZD2461 revela maiores niveis de PARP1 em populacdo pré-

apoptatica.
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Legenda: As células foram tratadas com concentra¢gBes sub-inibitérias de 1,5 uM de AZD2461 ou
Imatinibe durante 24 horas e os gréaficos representam médias de trés experimentos distintos. Os niveis
de PARP1 foram mensurados através da mediana de intensidade de fluorescéncia (MIF) do
fluorocromo Alexa Fluor® 647 e comparados entre 0s experimentos tratados e o controle utilizando o
teste estatistico ANOVA e comparagbes mdltiplas de Bonferroni. As razdes das MIFs sao
representadas como porcentagens relativas a 100% da fluorescéncia do controle. NS: Nao significante;
*p<0.05; **p<0.01.
5.3 Validacéao de biomarcadores em amostras de pacientes

A partir de amostras de 36 pacientes portadores de LLA reunidos para este
estudo, a expressdo de BCR-ABL p190 foi quantificada e atestada como positiva para
8 pacientes, cujas caracteristicas clinicas se encontram reunidas na tabela 7. A
informacédo descrita na tabela provém da consulta dos prontuarios dos pacientes

analisados.

Tabela 9. Caracteristicas clinicas dos pacientes analisados portadores de LLA e positivos para BCR-ABL p190.

) o Contagem de i i
Paciente Caracteristicas o Imunofenotipagem Mielograma
leucécitos (WBC/mm3)

CD10, CD19, CD22, CD33,

) CD34, CD38, CD45, cyCD79a,
| masculino; 9.600 87% de blastos
CD123; Compativel com LLA de

Género

35 anos de idade ) )
linfécitos B
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CD19, CD10, CD79a, CD22,
Género
) CD33, CD38, CD123, CD45,
Il masculino; 25.200 i 96% de blastos
) CD13, CD58; Compativel com
54 anos de idade
LLA de linfocitos B
CD10, CD19, CD22, CD33,
Género feminino; CD34, CD38, CD45, CD58,
i 12.400 100% de blastos
36 anos de idade cyCD79a, CD81; Compativel com
LLA de linfocitos B
CD10, CD19, CD20, CD22,
Género CD33, CD34, CD38, CD45,
\Y masculino; 6.600 CD58, CD81, cyCD79a; 89% de blastos
29 anos de idade Compativel com LLA de linfocitos
B
CD10, CD19, CD20, CD22,
Género
. CD38, CD58, cyCD79a, CD81;
\Y masculino; 3.300 i o 65% de blastos
) Compativel com LLA de linfocitos
69 anos de idade B
Ga CD19, CD20, CD22, CD38, 11% de blastos. Aspirado
énero
) CD45, cyCD79a, CD81,; hipercelular a custas de
\ masculino; 224.500 ) . . o
] Compativel com LLA de linfocitos séries eritroides e
90 anos de idade o
B megacariociticas
Género feminino; 1,5% de blastos. Aspirado
Vi 12.200 -
33 anos de idade normocelular
CD10, CD19, CD20, CD34, o
Género 4% de células linféides
) CD45, CD81, HLA-DR; )
VIlI masculino; 2.200 ) _ andmalas. Aspirado
) Compativel com LLA de linfocitos )
40 anos de idade B hipercelular

A expressao de PARP1 nos pacientes foi determinada pela comparacéo a

expressdo de PARP1 de 8 doadores saudaveis. Devido ao baixo n amostral, as
analises foram conduzidas em pool, mas também individualmente entre pacientes e
doadores. Quando analisada em pool, a expressdao de PARP1 em amostras de
pacientes portadores de LLA BCR-ABL pl190+ se mostra significantemente
aumentada em um fator de duas vezes em relacdo aos pacientes saudaveis (p<0,05).
Entretanto, a analise individual demonstra a presenca de uma Unica amostra com
valor elevado de expressdo de PARP1, aproximadamente 10 vezes maior

comparativamente aos controles, e a comparagcdo com a expressao em doadores
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saudaveis passa a ser estatisticamente ndo-significante (Figura 18). A amostra de
expresséo diferencial representa o paciente VI.

Figura 18. Comparacado da expressdo de PARP1 entre pacientes portadores de LLA BCR-ABL
p190+ e doadores saudaveis.
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Legenda: Os dados séo representados como média do desvio padrdo de trés experimentos
independentes. A expressdo de PARP1 foi normalizada através do gene enddgeno ACTB. A)
Comparacao da expressédo de PARPL1 entre pools de amostras de pacientes LLA BCR-ABL p190+ e
doadores saudaveis. B) Comparacdo da expressdo de PARP1 considerando-se individualmente
amostras de pacientes LLA BCR-ABL pl190+ e doadores saudaveis onde cada ponto do grafico
representa os valores de expressao de uma Unica amostra. A analise estatistica entre os grupos foi
conduzida pela realizacdo de teste t de Student. NS: N&o significante; *p<0.05.
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6. DISCUSSAO

Populacdes adultas portadoras de LLA ainda sofrem com progndsticos
ruins e baixa sobrevida na pratica clinica. Enquanto isso, apesar das altas taxas de
cura obtidas em populacbes pediatricas, ja& ndo € mais possivel uma melhoria
continua no progndstico através de estratégias envolvendo o aumento das doses
guimioterapéuticas atuais (ALDOSS; STEIN, 2018; ALLEMANI et al., 2018). Além
disso, a presenca da translocagédo 9;22 dando origem ao gene quimérico BCR-ABL
p190, representa um pior prognéstico para ambas as populacbes de LLA
(DEANGELO; JABBOUR; ADVANI, 2020).

Uma das maiores caracteristicas da presenca de BCR-ABL € a grande
instabilidade gendmica associada a leucemogénese, promovendo altas taxas de
mutacdo tumoral devido a inducéo da atividade de vias ndo-conservativas do reparo
do DNA (NIEBOROWSKA-SKORSKA et al., 2012). Assim, este trabalho busca
evidéncias, através de ensaios in vitro, que suportem o redirecionamento de farmacos
inibidores PARP, com foco na enzima PARP1 pelo seu papel na sinalizacao do reparo
genético (PASCAL, 2018), para o tratamento de modelos de LLA BCR-ABL p190+
através da exploracao de vias de letalidade sintética.

Nos modelos celulares leucémicos analisados, PARP1 se mostra
predominantemente hiperexpressa em relacdo a linhagens celulares nao-
neoplasicas. Com excecdo da linhagem K562-Lucena-1, todas as linhagens
neoplasicas analisadas demonstraram hiperexpressdo de PARP1, caracterizando-o
como um biomarcador diferencialmente expresso entre modelos de LMC, LLA e
linfomas de Burkitt em comparacédo a modelos de linhagens ndo-neoplasicas.

Altos niveis de expressdo de PARP1, entretanto, ndo necessariamente se
traduzem em sensibilidade a inibidores de PARP. Apesar da alta expressao de
PARP1 nas linhagens Raji e Namalwa, o uso de um PARPi ndo teve efeito sob o
crescimento destas linhagens e a possivel explicagdo esta no entendimento de que
linfomas de Burkitt, 0 modelo o qual ambas as linhagens sao representativas, apesar
de possuirem uma alteracdo citogenética bem definida, na translocacdo do gene
MYC, sao tumores heterogéneos e que possuem co-expressao de diversas vias
oncogéncias capazes de sustentar a proliferagdo tumoral continua, mesmo sob efeito

de inibicdo farmacolégica de uma destas vias (SCHMITZ et al., 2012).



76

Um mecanismo leucemogénico importante compartilhado pelas duas
linhagens € a presenca de mutagdes em TP53, apontadas pela busca através do
biobanco DepMap Portal (https://depmap.org/portal) que revela a presenca de
mutacdes nos aminoacidos R213Q e R248Q do gene nas linhagens Raji e Namalwa,
respecitvamente. Em estudo por Zhang e colaboradores (ZHANG et al., 2014), R213Q
€ demonstrada como responsavel por diminuir a acdo de p53 na transcricdo do
inibidor de ciclinas dependente de quinase 1A (CDKN1A), importante fator na cascata
de regulacao do ciclo celular (ENGELAND, 2022), diminuindo o arrasto do ciclo celular
existente em resposta a danos do DNA. De maneira similar, mutacdes envolvendo
R248* de TP53 afetam diretamente seu dominio de ligagdo ao DNA, diminuindo
significantemente a afinidade da proteina por acidos nucléicos e reduzindo a
frequéncia de formacao de tetrameros de p53 com o0 DNA (BALASUNDARAM; DOSS,
2022).

Assim, enquanto em modelos de cancer de mama a presenca de TP53
selvagem é fator preditor de resisténcia a PARPis (IRENO et al., 2014) e a presenca
de mutacdes no dominio de ligacdo ao DNA induz maiores niveis de PARilacdo e
maior sensibilidade ao tratamento com o PARPI talazoparib (XIAO et al., 2020), o
mesmo nao pode ser extrapolado para modelos de linfomas a partir dos dados obtidos
neste estudo.

Outra caracteristica compartilhada entre as duas linhagens é a infeccao
por Epstein-Barr virus (EBV), altamente associado com a leucemogénese de
malignidades de linfécitos B, em particular linformas de Burkitt, sendo um fator de
risco de mau prognostico na pratica clinica (GUAN et al., 2017; SHANNON-LOWE;
RICKINSON; BELL, 2017). Morgan e colaboradores (MORGAN et al.,, 2022)
recentemente demonstraram a atividade de PARP1 na regulacdo da transcricdo de
genes virais do EBV, modulando perfis associados a infeccdo em fases latentes ou
ativas, entretanto, apesar de previamente proposta pelo mesmo grupo de pesquisa
como uma via de potencial terapéutico em neoplasias associadas a EBV (LUPEY-
GREEN et al., 2018), o tratamento com inibidor de PARP n&o demonstrou atividade
citotoxica relevante sobre nenhuma das duas linhagens.

Quando comparada as outras linhagens analisadas, SUP-B15 possui
expressao relativa de PARP1 néo tdo alta, porém foi altamente responsiva ao
tratamento com PARPI, em niveis comparaveis ao tratamento padréo-ouro com o uso

de Imatinibe. A translocacdo BCR-ABL1, caracteristica da linhagem SUP-B15, é
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descrita como capaz de, por si s0, iniciar o processo leucemogénico (BAVARO et al.,
2019), e tumores Ph+ costumam apresentar cariotipos simples, sendo
hiperdependentes da hiperexpressdao de BCR-ABL1, uma condicdo denominada
“vicio oncogénico” (STEPANENKO; DMITRENKO, 2015). Nesta situacao, e levando
em consideracao a instabilidade gendmica altamente associada a presenca de BCR-
ABL1 (NIEBOROWSKA-SKORSKA et al., 2012), a inibicdo de PARP por meio do uso
de AZD2461, e consequente desregulagéo de vias de sinalizagdo do RDD, se mostrou
altamente disruptiva a manutencédo da homeostase celular, favorecendo diminuicédo
consideravel de viabilidade neste modelo representativo de LLA Ph+.

Apesar de ndo possuir testes de tolerabilidade realizados em pacientes
com resultados divulgados, o uso de AZD2461 in vitro ndo apresenta atividade
citotoxica sobre o crescimento de linfécitos B, mesmo em concentracfes tdo altas
guanto 40 pM (ARENA et al.,, 2022). Portanto, o perfil observado de baixa
citotoxicidade sob células ndo-neoplasicas reforca o efeito especifico de inibidores de
PARP atrelados a vias de letalidade sintética (JIANG et al., 2019) e corrobora com a
proposta de que as alteracdes fenotipicas associadas a leucemogénese da LLA de
linfécitos B BCR-ABL p190+ que a tornam sensivel ao uso de PARPis, e ndo a
fisiologia inerente aos linfécitos B em si.

Andlises de arrasto no ciclo celular da linhagem SUP-B15 ap0s os
tratamentos propostos demonstram um perfil muito similar entre o uso de AZD2461 e
Imatinibe, com significativo arrasto em fase GO/G1 em ambos os tratamentos em
detrimento de células em fase S. Em analise do ciclo controle, uma subpopulagéo
hipodipléide pbde ser claramente detectada e esta mesma subpopulacédo continua
presente ap0s o tratamento utilizando Imatinibe, tendo até mesmo um aumento
percentual em frequéncia, enquanto, apos o tratamento utilizando AZD2461, esta
subpopulacdo € quase indetectavel, representando apenas 1,7% dos eventos
analisados.

A presenca de subpopulac¢des dentro de modelos de linhagens celulares é
bem descrita na literatura devido as altas frequéncias de mutacdo em células
neoplasicas (NGUYEN et al., 2016). Apesar de nao ter sido possivel a caracterizacéo
molecular das duas subpopulacdes identificadas neste estudo, a populacéo
hipodiploide se mostra altamente sensivel ao tratamento utilizando PARPI e pouco
afetada pelo uso de Imatinibe. E possivel se teorizar a perca de fungido de BCR-ABL

como mecanismo de resisténcia da linhagem, o que demonstraria a vantagem no uso
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de AZD2461 como alternativa a resisténcia adquirida, entretanto, investigacbes mais
extensas precisam ser conduzidas.

Ao avaliar o uso de anexina como marcador apoptoético, o tratamento com
AZD2461 induz morte celular precoce de maneira significativa em relacdo ao
tratamento com Imatinibe. As respectivas farmacodinamicas devem ser entendidas
para interpretacdo dos dados pois, apesar de os valores citotoxicos de ambas as
drogas serem bastante proximos, AZD2461 inibe a acdo 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 transcricdo e modificador pds-traducional (SUN et
al., 2018), e gerara dano citotoxico pelas suas aplicacbes downstream, de maneira
tardia.

Além disso, a presenca de maior frequéncia de marcadores de morte nos
experimentos tratados com AZD2461 é possivel reflexo da sua atividade sobre as
subpopulacdes tumorais detectadas. Comparando-se 0s experimentos de ciclo
celular e apoptose precoce, € possivel de se interpretar que as células marcadas
precocemente em analise de anexina-V sao representativas da mesma populacéo
hipodiploide que diminui drasticamente em frequéncia na analise de ciclo celular,
significando que AZD2461 induz morte celular precoce, comparativamente ao
Imatinibe, ndo sobre a linhagem SUP-B15 de maneira geral, mas sim sobre suas
subpopulacdes. A partir dos resultados obtidos, a caracterizagdo das subpopulacdes
formadoras da linhagem através de andlises transcriptdmicas de células Unicas ou de
marcacao diferencial de antigenos de membrana € de extrema importancia para
estratificacdo de grupos de risco dentro do modelo leucémico e predicdo de
responsividade ao tratamento com inibidores de PARP.

Ademais, a mensuracao de alteragbes na expressédo dos genes-alvo de
interesse, BCR-ABL e PARPL, revela, mais uma vez, correlagao direta entre a agéo
de AZD2461 e Imatinibe. Os dois tratamentos propostos promovem aumento na
expressdo de BCR-ABL p190 de maneira significativa em relagéo a controles néo-
tratados, existindo inclusive diferenca estatistica significante nos niveis de expressao
entre os dois tratamentos, favorecendo a hiperexpressao apés uso de Imatinibe
(p>0,05). Entretanto, os niveis de expressao de PARP1 permanecem inalterados

apos exposicao a ambos os tratamentos.
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A hiperexpressdo de BCR-ABL apds o tratamento com Imatinibe € bem
reportado na literatura e representa um mecanismo compensatorio de tentativa de
evasao de morte celular e obtengdo de resisténcia, tendo sido previamente
demonstrado em modelos de LMC (KC et al., 2019), e sendo inclusive um fator de
predicdo de resposta a acdo de inibidores de tirosina-quinase entre populacoes
tumorais (KARIMIANI et al.,, 2014). Portanto, o aumento aqui demonstrado na
expressdo de BCR-ABL p190 apos os tratamentos propostos corrobora com o ja
descrito previamente na literatura e expande o conceito de inducdo de maiores niveis
de expressdao como via compensatoria de sobrevivéncia também para modelos de
LLA Ph+.

A capacidade de AZD2461 em modular a expressdo de BCR-ABL de
maneira correspondente ao tratamento com Imatinibe refor¢ca a acéo citotoxica do
composto e a estratégia similar dos clones neoplasicos para contornar a inducdo da
apoptose. Nenhum dos dois tratamentos, entretanto, apresentou atividade
modulatéria sobre a expressdao de PARPL1, que permaneceu ndo significante em
comparacao ao controle ndo tratado.

A andlise dos niveis intracelulares de PARP1 apds os tratamentos revela
gue populacbes pré-apoptoticas tratadas com AZD2461 apresentam maior
guantidade da proteina em questdo em relacdo a experimentos de controle ndo
tratado e a experimentos tratados com Imatinibe, que, entre si, ndo apresentaram
diferenca estatistica. Correlacionando com os dados previamente apresentados de
morte celular precoce e ndo-variancia na expresséo de PARP1, o aumento na MIF de
populacdes tratadas com AZD2461 possivelmente representa a maior resisténcia ao
tratamento em células que inerentemente possuem maiores niveis de expressao de
PARP1, enquanto células com niveis mais baixos tendem a induc¢do da apoptose
precoce e sao representadas pelo aumento do arrasto no grafico do tratamento com
AZD2461 (Figura 17).

A hiperexpressédo de PARPL1 é reportada na literatura como mediadora da
resisténcia ao tratamento com inibidores de PARP, mais especificamente olaparibe,
em modelos de cancer de mama (GILABERT et al., 2014) e, pelos nossos achados,
segue a mesma tendéncia em modelos hematologicos. A modulacdo da expressdo
de PARPL1 por tratamentos, entretanto, é pouco descrita, gerando uma lacuna para
comparacao de dados, mas nos permitindo afirmar que a inibicdo da expressao de

PARP1 nédo € 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 correlacdo do efeito dos farmacos sobre a
atividade catalitica de PARP1, analises adicionais sdo necessarias mensurando-se
os niveis intracelulares de polimeros de PAR ou a protedmica de proteinas PARiladas
apos os tratamentos.

Por fim, buscou-se validar a hiperexpressdo de PARP1 em pacientes
portadores de LLA BCR-ABL p190+, entretanto, o baixo n amostral obtido dificulta a
obtencdo de comparagdes estatisticamente significantes. A partir de 36 amostras de
pacientes adultos portadores de LLA, a presenca da translocacéo 9:22 originaria de
BCR-ABL foi detectada em 8 destes pacientes, em concordancia com a frequéncia
de 25% de apresentacdo em pacientes adultos observada na literatura (DEANGELO,;
JABBOUR; ADVANI, 2020).

Quando analisados a partir de pool amostral, os niveis de PARP1 séo
significativamente hiperexpressos em pacientes portadores de LLA Ph+ em
comparacao a doadores saudaveis, em niveis aproximadamente duas vezes mais
altos. A andlise individual, entretanto, revela a presenca de uma amostra outlier em
comparacao as demais que anula a significancia estatistica previamente obtida, assim
como, quando retirada, torna o restante da analise em pool néo significante (dado ndo
apresentado). Contudo, o baixo n amostral obtido ndo nos permite afirmar que essa
amostra seja verdadeiramente uma outlier em comparacéo ao total da populacgéo,
representando um viés a ser contornado em analises posteriores.

A literatura descreve extensamente a associacao entre maiores niveis de
expressao de PARPL1 e piores prognésticos em pacientes portadores de malignidades
de tumores sélidos, traduzindo-se em piores taxas de sobrevida geral e, até mesmo,
maiores incidéncias de metastase (BERTUCCI et al., 2019; DONIZY et al., 2020; ZUO
et al., 2022). Nos voltando para esta amostra de expresséao diferencial, representativa
do paciente VI na tabela 9, a hiperexpressao de PARP1 nos casos aqui descritos se
mostra associada a um perfil leucémico mais agressivo e diferenciado, com altissimo
namero de leucécitos no sangue periférico e menor presenca de blastos na medula,
comparativamente aos outros pacientes apresentados.

A partir da correlagdo com os dados de citotoxicidade in vitro, a
hiperexpressdo de PARP1 potencialmente representa um fator de risco de mau
progndstico em casos de neoplasias hematolégicas, sendo indicativa de células
menos responsivas ao tratamento utilizando inibidores de PARP e de fenoétipos mais

agressivos em pacientes portadores de LLA BCR-ABL p190+.
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7. CONCLUSAO

Este estudo classifica PARP1 como um marcador diferencialmente
expresso entre modelos de LLA, LMC e linfomas de Burkitt, com hiperexpresséo
predominante comparativamente a linhagens de células ndo-neopléasicas. O uso de
AZD2461 mostra efetiva atividade citotoxica no tratamento de modelos de LLA BCR-
ABL p190+, ao mesmo tendo que nao se mostra capaz de induzir a morte em modelos
celulares de linfoma de Burkitt, com a hiperexpressao de PARP1 potencialmente
sendo uma preditora de resisténcia ao tratamento. O uso de AZD2461 induz arrasto
no ciclo celular da linhagem SUP-B15 de maneira similar ao tratamento com
Imatinibe, o padrédo-ouro no tratamento de tumores BCR-ABL positivos, além de
induzir elevada apresentacdo de marcadores de morte precoce e modular a
expressdo de BCR-ABL de maneira analoga. Em amostras de pacientes, 0 baixo n
amostral obtido configura um obstaculo no estabelecimento de comparacfes
estatisticas relevantes, contudo, a hiperexpressdo de PARP1 esta potencialmente
associada a fenétipos de doenca mais agressiva e elevada presenca de leucdcitos no
sangue periférico.

Assim, 0 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 investigacdes utilizando modelos in vivo para
confirmar o efeito e as implicacdes citotdxicas deste esquema terapéutico. Anélises
comparativas entre coortes de pacientes maiores também sdo demandadas com

intuito de efetivamente validar os achados e hip6teses 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.
Znl: 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).
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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.

myeloid leukemia (CML) due to the high frequency of New Therapeutic Strategies
expression of the chimeric TK breakpoint cluster region -

Abelson murine leukemia (BCR-ABL) in this subtype. The development of alternative therapeutic approaches is
Currently, the roles of many TKs in carcinogenesis have been  extremely necessary in the goal of tackling the inevitable
well characterized for other leukemia subtypes and are used  cases of resistance originated from the selective pressure of
as targets of inhibition for the treatment of neoplasms. The  conventional and targeted therapies (32).

development of TKIs astoundingly changed the prognosis of Even though some mechanisms remain to be elucidated,
patients suffering from TK-dependent leukemia by drastically  the utilization of PARPi has been shown to be a promising
increasing the rates of cure and overall survival (25-27). therapeutic strategy in the treatment of many leukemia

However, malignant cells are easily mutated and the  subtypes (22). It is also important to note that some PARPI
selective pressure exerted by treatment with TKIs usually — may have off-target effects beyond inhibition of PARylation
results in emergence of resistant tumors, especially in relapsed ~ and PARP trapping and may interfere directly with kinase
leukemias. The mechanism involving resistance may vary  activity pathways (33). In this review, we aimed to evaluate
depending on the drugs used and the leukemia subtype being  experimental data in the literature regarding in vitro studies
treated with strategies to overcome resistance mostly  utilizing PARPI as a treatment for TK-dependent leukemia.
consisting of increases in TKI dosage or utilization of second Table | comprises a humber of relevant studies from 2015
generation TKIs. Both strategies represent more risks to the  to 2019 reporting in vitro PARPI activity against leukemia
patients, due to the increased drug toxicity, and will not cell lines and in samples of patients with different leukemia
necessarily provide a longer overall survival (28-31). subtypes.
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Table 1. In vitro studies of poly-ADP-ribose polymerase inhibitors (PARPI) in leukemia cells and samples from patients described in the literature.

Leukemia Genetic PARPI Synergy Mechanism Cell Reference
mutation lines
AML RUNX1-ETO; Olaparib Avapritinib Synthetic lethality Kasumi-1; patient Nieborowska-
cKIT; CBFB-MYH11 by HR samples from Skorska et al.,
down-regulation primary AML 2019 (34)
MDS/CMML ASXL1; FLT3-ITD; Talazoparib  APE1 inhibitor IlI; - Bone marrow Kohl et al.,
and AML JAK2; RUNX1 decitabine samples 2019 (35)
DLBCL LMO2 Olaparib Doxorubicin Synthetic lethality VAL; OCI-LYS; Parvin et al.,
and T-ALL by DSB-induction OCI-LY19; 2019 (36)
in HR-deficient cells DOHHZ2;
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 Hernandez-
PARP1 inhibition and Rodriguez et al.,
redox alterations 2019 (38)
MPN JAK2VE17F, 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, KGlo; Li et al.,
daunorubicin HR and NHEJ Kasumi-1 2019 (40)
deregulation
AML NPM1; FLT3-ITD; Talazoparib NL101 Impairment of Samples from Lietal.,
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 MOLTS3; Jurkat; Piao et al.,
and ALL veliparib of HR and NALMS6; 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
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Table 1. 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 Nalmé; REH 2016 (51)
arrest and
induced apoptosis
MPN JAK2V617F: BRCAL,; 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-RARa; 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 etal., 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 factorl—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
cKITpyT 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 (WEEL), impaired HR in
FLT3-1TD-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 FLT3-1TD, JAK2V61’F 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 BRCAL 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).
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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  BRCAL1/2 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

*These Authors contributed equally to this work

Correspondence to: Caroline Aquino Moreira-Nunes, Federal
University of Ceara, Coronel Nunes de Melo st, n 1000, Rodolfo
Teofilo, CEP: 60416-000 Fortaleza, CE, Brazil. Tel.: +55
8533668033, e-mail: carolfam@gmail.com

Key Words: Cultured cells, PARP polymerase, hematological
malignancies.

investigations into the effectiveness of PARPL1 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 Ribeirdo
Preto, University of S&o 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% CO: air-humidified atmosphere at 37°C.

Total mMRNA isolation and cDNA synthesis. Cells were plated in 12-
well plates at 5x104 cells/well for normal cells (MRC-5 and MNP-01)
and about 7x104 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 p-actin gene (ACTB;
NM_001101.5) as an endogenous control. Primer efficiency was

determined for all genes described. The detection method was the
TagMan® Gene expression assays system (Applied Biosystems) and
gPCR 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
27AACT 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 meanzstandard 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.
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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 When analyzing the profile of CML lineages, it is not

surprising that significant differences in PARP1 expression
The utilization of cancer cell lines in research laboratories is  |evels were detected, even though all lineages were derived
of common practice due to their easy manipulation, when  from K-562, since previous literature reports already determined
compared to in vivo models, and more ethically accepted usage  the main resistance mechanism of K562-Lucena 1 and FEPS to
(1). Even though the cellular genetic expression may diverge e through overexpression of ATP binding cassette subfamily B
between similar lineages cultivated in different laboratories, it~ member 1 (ABCBL1) transporter protein. More than 1,000 genes
is essential to determine a lineage’s molecular profile for the  are differentially expressed between these cell lines (26), and
correct conduction of anticancer drug tests and when searching  we demonstrate PARP1 to be one of these genes.
for possible mechanisms of resistance (1, 22, 23). PARP1 was, however, overexpressed in all CML lineages
Characterization of PARP1 expression in cancer cell lines  analyzed when compared to the normal MRC-5 cell line.
is becoming ever more relevant due to the increased use of  This observation corroborates previous data indicating
PARPI in clinical practice for the treatment of different solid  PARPi effectiveness in the treatment of CML cell lines and
tumors and their promising activity in in vitro studies and  patient samples harboring breakpoint cluster region—Abelson
clinical trials as a therapeutic option for leukemia and other  murine leukemia translocation (BCR—ABL), especially when
hematological malignancies (24, 25). combined in synergistic treatments (27-30).
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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  locussMYC  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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