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RESUMO

SILVA, Juan Luiz Coelho da. Prospeccao clinica e molecular de novos alvos
terapéuticos em neoplasias mieloides. 2021. Tese (Doutorado em Oncologia
Clinica, Células Tronco e Terapia Celular) — Faculdade de Medicina Ribeiréo
Preto, Universidade de S&o Paulo, Ribeirdo Preto, 2021.

A implementacdo de novas estratégias terapéuticas é dependente da elucidacao
de mecanismos nao explicitos e da identificacdo de fatores clinicos e bioldgicos
que particularizem pacientes para terapias ajustadas ao risco. Apesar do
crescente interesse na implementacao de terapias alvo, o reposicionamento de
drogas tem ganhado notoriedade como estratégia para encurtar o tempo e 0s
custos envolvidos na implementacao de novas terapias. Através de investigacao
multi-experimental, objetivamos identificar novos preditores clinicos e
fornecemos as evidéncias pré-clinicas para novas oportunidades terapéuticas
em neoplasias mieloides. Utilizando modelo murino knockin com expressao
condicionada da expressao Jak2V617F, investigamos os efeitos do tratamento
com metformina na célula tronco hematopoiética (CTH) de neoplasia
mieloproliferativa (NMP). O tratamento com metformina reduziu a
esplenomegalia, frequéncia de progenitores eritroides precoces no baco e
contagem de plaquetas no sangue periférico e a capacidade clonogénica de
células mononucleares de medula Ossea. Setenta e sete genes foram
diferencialmente expressos entre células Kit enriqguecidas de animais tratados
com metformina em comparac¢ao aos tratados com veiculo, dos quais 30 tiveram
expressdo diminuida e 47 aumentada. Sumariamente, o tratamento com
metformina reduziu a esplenomegalia em modelo murino de NMP, mas néo
emerge como estratégia terapéutica curativa ao nado afetar a frequéncia dos
progenitores da NMP. Através de estratégia transcriptdmica, desenvolvemos um
indice prognostico para pacientes com sindrome mielodispléasica (SMD) baseado
na expressao de genes envolvidos nos processos de glicélise, fosforilacdo
oxidativa e ciclo dos &cidos tricarboxilicos, por conveniéncia chamados de
processos de energética celular. O indice molecular (MBS), foi capaz de
estratificar pacientes em trés grupos de risco distintos, sendo o risco adverso
independentemente associado a sobrevida global inferior. O indice baseado em
energética celular foi capaz também de distinguir molecularmente os pacientes
utilizando analise de enriguecimento génico, em que 0 aumento do risco esteve
associado a progresséao do ciclo celular, proliferacdo e indiferenciacdo da CTH.
O MBS emerge como escore molecular de risco para pacientes com SMD e
indica potenciais alvos para intervencéo terapéutica. A via de sinalizacao do fator
de crescimento semelhante a insulina 1 (IGF1R) e dos substratos do receptor de
insulina 1 e 2 (IRS1/2) tem importante funcéo no desenvolvimento de diversas
neoplasias, mas foram pouco estudados em leucemia mieloide aguda (LMA). A
expressdo de IGF1R, IGF2R, IRS1 e IRS2 foi determinada nas coortes de LMA
do atlas do genoma do cancer (n=173) e do consoércio internacional de leucemia
promielocitica aguda (n=105). A alta expressdo de IGF1R e da razdo de
expressdo de IGF1R/IGF2R identificaram pacientes com prognostico
desfavoravel para LMA e LPA. A expresséo diminuida de IRS1 foi associada a
prognoéstico desfavoravel em pacientes com LMA. As linhagens celulares de



LMA NB4, NB4-R2, Kasumi-1, THP1, Molm13 e MV4;11 foram tratadas com os
inibidores de IGF1R-IRS1/2 linsitinibe e NT157 e submetidas a ensaios de
citotoxicidade e funcionais. Coletivamente, o linsitinibe atuou como inibidor
citostatico e induziu autofagia como mecanismo limitante de sua eficiéncia,
superado pela combinagdo com o inibidor de autofagia cloroquina. O NT157 foi
um agente citotoxico em todas as linhagens, reduziu a proliferacdo celular,
induziu apoptose, producdo de espécies reativas de oxigénio e despolarizacdo
da membrana mitocondrial. Molecularmente, ambos 0os compostos inibiram as
vias de IGF1R-IRS1/2, PISK/AKT/mTOR, MAPK, induziram dano no DNA e
clivagem de caspase 3. A ativacdo da via de MAPK de estresse celular foi ativada
apenas em resposta a terapia com NT157, sugerindo ser um mecanismo nao
explicito especifico desse composto. Em concluséo, a inibicdo farmacoldgica de
IGF1R-IRS1/2 € uma oportunidade terapéutica promissora para LMA com
eficiéncias e mecanismos distintos segundo o ponto de intervencéo, receptor ou
efetores citoplasmaticos.

Palavras-chave: Sinalizacdo de IGF1R-IRS1/2; Metabolismo; Metformina; Célula
tronco hematopoiética; Prognostico



ABSTRACT

SILVA, Juan Luiz Coelho da. Clinical and molecular prospection of new
therapeutic targets for myeloid neoplasms. 2021. Thesis (Doctorate program in
clinical oncology, stem cells and cell-based therapy) — Ribeirdo Preto Medical
School, University of Sdo Paulo, Ribeirdo Preto, 2021.

The implementation of new therapeutic strategies is dependent on the elucidation
of non-explicit mechanisms and the identification of clinical and biological factors
that distinguish patients for risk-adjusted therapies. Despite the growing interest
in implementing target therapies, drug repositioning has gained notoriety as a
strategy to shorten the time and costs involved in implementing new therapies.
Through multi-experimental investigation, we aimed to identify new clinical
predictors and provide preclinical evidence of new therapeutic opportunities in
myeloid neoplasms. Using a knockin murine model with a conditioned expression
of Jak2V617F expression, we investigated the effects of treatment with metformin
on the hematopoietic stem cell (HSC) of myeloproliferative neoplasm (MPN).
Treatment with metformin reduced splenomegaly, frequency of early erythroid
progenitors in the spleen, platelet count in peripheral blood, and the clonogenic
capacity of bone marrow mononuclear cells. Seventy-seven genes were
differentially expressed between Kit-enriched cells from metformin-treated
animals in comparison to those treated with vehicle, of which 30 were
downregulated and 47 upregulated. In summary, treatment with metformin
reduced splenomegaly in a murine model of MPN, but it does not emerge as a
curative therapeutic strategy as it does not affect the MPN progenitors’ frequency.
Through a transcriptomic strategy, we have developed a prognostic index for
patients with myelodysplastic syndrome (MDS) based on the expression of genes
involved in the processes of glycolysis, oxidative phosphorylation, and the
tricarboxylic acids cycle, hereafter called cellular energetics processes. The
molecular index (MBS) was able to stratify patients into three different risk groups.
The adverse risk was independently associated with inferior overall survival. The
score based on cellular energetics was also able to molecularly distinguish
patients using gene-set enrichment analysis, in which the increased risk was
associated with cell cycle progression, proliferation, and undifferentiation of HSC.
MBS emerges as a molecular risk score for patients with MDS and indicates
potential targets for therapeutic intervention. The signaling pathway of insulin-like
growth factor 1 receptor (IGF1R) and insulin receptor substrates 1 and 2 (IRS1/2)
has an important role in the development of several neoplasms but were
underexplored in acute myeloid leukemia (AML). The expression of IGF1R,
IGF2R, IRS1, and IRS2 was determined in the AML cohorts of the cancer
genome atlas (n=173) and the international consortium of acute promyelocytic
leukemia (n=105). The high expression of IGF1R and the expression ratio of
IGF1R/IGF2R identified patients with unfavorable prognosis for AML and APL.
The decreased expression of IRS1 has been associated with an unfavorable
prognosis in patients with AML. AML cell lines NB4, NB4-R2, Kasumi-1, THP1,
Molm13, and MV4; 11 were treated with IGF1R-IRS1/2 inhibitors linsitinib and
NT157 and subjected to cytotoxicity and functional assays. Collectively, linsitinib
acted as a cytostatic inhibitor and induced autophagy as a limiting mechanism of



its efficiency, surpassed by the combination with the chloroquine autophagy
inhibitor. NT157 was a cytotoxic agent in all cell lines, reduced cell proliferation,
induced apoptosis, production of reactive oxygen species, and depolarization of
the mitochondrial membrane. Molecularly, both compounds inhibited the IGF1R-
IRS1/2, PI3BK/AKT/mTOR, MAPK pathways, induced DNA damage, and caspase
cleavage 3. Activation of the MAPK pathway of cell stress was activated only in
response to therapy with NT157, suggesting that it is a non-explicit mechanism
specific to this compound. In conclusion, the pharmacological inhibition of IGF1R-
IRS1/2 emerges as a promising therapeutic opportunity for AML with different
efficiencies and mechanisms according to the point of intervention, receptor, or
cytoplasmic effectors.

Keywords: [IGF1R-IRS1/2 signaling pathway, Metabolism, Metformin,
Hematopoietic Stem Cell; Prognosis
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1. INTRODUCAO
1.1 Neoplasias mieloides

A classificacdo de entidades clinicas tem o objetivo de reconhecer
doencas claramente definidas, clinicamente distintas e mutuamente
exclusivas, permitindo a padronizacao do diagnéstico, tratamento e estudos.
Segundo preconizado pela organizacdo mundial da saude (OMS), a
classificacdo das neoplasias mieloides € baseada em caracteristicas
morfoldgicas, citoquimicas e imunofenotipicas das células neoplasicas,
definicdo da linhagem celular, grau de maturacdo e na determinacdo dos
aspectos citoloégicos como normais ou displasicos (i.e. morfologicamente
alterados). A implementacdo de estudos genéticos moleculares permitiu o
reconhecimento de entidades geneticamente definidas, bem como é um
importante parametro para definicdo de progresséo ou resisténcia da doenca
(SWERDLOW et al., 2017).

As neoplasias mieloides compreendem um conjunto heterogéneo de
doencas e sao classificadas segundo a OMS em (SWERDLOW et al., 2017):

0] neoplasias mieloproliferativas;

(i) mastocitose;

(i)  neoplasia mieloide/linfoide com eosinofilia e rearranjo génico

(PDGFRA, PDGFRB, FGFR1 e PCM1-JAK2);

(iv)  neoplasia mieloproliferativas/mielodisplasia;

(V) sindromes mielodisplasicas;

(vi)  neoplasia mieloide com predisposi¢cao germinativa;

(vii)  leucemia mieloide aguda;

(viii) neoplasia blastica de células dendriticas plasmocitoides;

(ix)  leucemia aguda de linhagem ambigua.

As classes supracitadas compreendem grupos de doencas que
comprometem o mecanismo fisiolégico de diferenciacdo do componente
mieloide da hematopoiese humana, mas que diferem quanto a origem, curso
clinico e abordagens terapéuticas. Em razdo de suas prevaléncias,
particularidades do curso clinico e aspectos fisiopatolégicos, as neoplasias
mieloproliferativas (NMP), sindromes mielodisplasicas (SMD) e leucemia

mieloide aguda (LMA) sdo as classes mais amplamente estudadas entre as
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neoplasias mieloides e foram escolhidas para o desenvolvimento do presente

projeto.
1.1.1 Neoplasias mieloproliferativas

As neoplasias mieloproliferativas sdo doencas clonais da célula tronco
hematopoética (CTH) que conduzem a producdo aumentada e irresponsiva
aos mecanismos reguladores dos elementos celulares terminais da linhagem
mieloide. Esta proliferacdo exagerada é causada pela aquisicéo de alteracbes
genéticas recorrentes e especificas, que, incorporadas a classificacao
preconizada pela OMS, individualiza as entidades em: leucemia mieloide
cronica (LMC), policitemia vera (PV), trombocitemia essencial (TE),
mielofibrose primaria (PMF), leucemia neutrofilica cronica, leucemia
eosinofilica cronica e NMP inclassificavel (SWERDLOW et al., 2017).

A LMC constitui uma entidade biologicamente distinta em razao de
sua fisiopatologia estar relacionada a translocacédo reciproca e balanceada
entre os cromossomos 9 e 22 [t(9;22)(q11;934)], produzindo o gene de fuséo
BCR/ABL1 (MOLICA; MASSARO; BRECCIA, 2017; SWERDLOW et al.,
2017). O mesilato de imatinibe, protétipo farmacolégico dos inibidores
tirosinoquinases competitivos, revolucionou o tratamento da LMC induzindo
respostas hematol6gicas duraveis e aproximando a expectativa de vida dos
pacientes diagnosticados ao da populacdo geral (DRUKER et al.,, 1996;
HOCHHAUS et al., 2017). Coletivamente chamadas de NMP BCR/ABL1
negativas, a PV, TE e MFP sdo as neoplasias mieloproliferativas mais
frequentes e compartilham a ativacado desregulada da via de sinalizagéo de
JAK/STAT como base de sua fisiopatologia molecular (BARBUI et al., 2015).
A seguir, serdo abordados o0s aspectos pertinentes sobre o panorama
molecular, diagndstico, estratificacdo de risco e tratamentos disponiveis para
as NMP BCR/ABL1 negativas.

Mutacbes somaticas no gene JAK2, que codifica a proteina Janus
quinase 2 e esté localizado no braco curto do cromossomo 9 (9p24) séo
responsaveis pelo desenvolvimento de policitemia vera em virtualmente todos
os pacientes com PV (BAXTER et al., 2005; KRALOVICS et al., 2005; LEVINE
et al., 2005; SCOTT et al., 2005). Aproximadamente 96% dos pacientes
apresentam a mutacdo pontual ativadora JAK2 p.V617F (c.G1849T),
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localizada no éxon 14, e 3% mutacBes adicionais distribuidas no éxon 12
(SCOTT et al, 2007). A mutacdo JAK2V617F ¢é identificada em
aproximadamente 55% e 65% dos pacientes com TE e MFP,
respectivamente, sendo raras mutagées em outras regides do gene (RUMI et
al., 2014; VAINCHENKER; KRALOVICS, 2016).

A Calreticulina € uma proteina codificada pelo gene CALR, localizado
em 19pl3.2, e trata-se de uma chaperona multifuncional ligante de ions
Ca?*com localizacdo no reticulo endoplasmaético (FUCIKOVA et al., 2021;
MICHALAK et al., 1992). A implementacdo de métodos de sequenciamento
de larga escala permitiu a identificacdo de mutac6es em CALR em 25% — 35%
dos pacientes com MFP e 15% — 24% dos pacientes com TE, sendo raras em
pacientes com PV (KLAMPFL et al., 2013; NANGALIA et al., 2013). As
mutagBes em CALR sdéo localizadas no éxon 9 e induzem mudancga da matriz
de leitura (frameshift), resultando em aquisicdo de carga elétrica positiva da
porcdo C-terminal da proteina mutante. O desbalanco eletrostatico causado
pela mutacao induz a associagao permanente da Calreticulina ao receptor de
trombopoetina (TpoR), ativando-o constitutivamente (ELF et al., 2016, 2018).
Mutacfes missenses adicionais no MPL, gene responsavel pela codificacédo
do TpoR e localizado em 1p34, sado identificados em 4% dos pacientes com
TE e 8% dos pacientes com MFP (PARDANANI et al., 2006; PIKMAN et al.,
2006). Estas mutacdes ocorrem preponderantemente no éxon 10, sendo as
mais frequentes MPL p.W515L/K, e tornam a sinalizacdo do receptor de
trombopoetina independente do ligante. Os pacientes com TE e MFP que ndo
possuem mutagdes em JAK2, CALR e MPL s&o chamados de triplo negativo
e estdo associados a mutacdes adicionais em reguladores da via JAK2/STAT
(VAINCHENKER; KRALOVICS, 2016).

O diagndstico da policitemia vera e trombocitemia essencial é
baseado em achados clinicos e laboratoriais, destacando-se a poliglobulia
(aumento da massa eritroide) e plaquetose (aumento da contagem de
plaguetas), respectivamente (SWERDLOW et al.,, 2017). A detecgdo da
mutacdo em JAK2V617F em sangue periférico € 97% sensivel e virtualmente
100% especifica na distincdo da PV de outras causas de poliglobulia. A
dosagem de eritropoietina sérica € um exame complementar relevante a

avaliacdo de PV, sendo esperada em niveis subnormais para 85% dos



22

pacientes (MOSSUZ et al., 2004). A deteccéo de mutacdo em JAK2, CALR ou
MPL em paciente com trombocitose confirma a presenca NMP, entretanto, a
auséncia nao exclui o diagnéstico de TE, uma vez que até 20% dos pacientes
podem ser triplo-negativos. O diagndstico de TE exige a avaliacdo
histopatolégica da medula éssea e a exclusdo de outras causas de
plaguetose, uma vez que a apresentacao clinica € compartilhada por outras
neoplasias mieloides. O diagndstico diferencial adequado entre as causas de
plaguetose possui implicagBes prognosticas relevantes (TEFFERI; BARBUI,
2020).

Estudos realizados em populacdes norte americanas e europeias
determinaram que a sobrevida mediana de pacientes com TE e PV foi de 20
e 14 anos, respectivamente, e indicaram reducdo da expectativa de vida
quando comparado a populagéo ajustada para idade e sexo (TEFFERI et al.,
2014). Os principais fatores de risco incluem idade avancada, aumento da
contagem de leucécitos (leucocitose), historico de trombose e presenca de
risco cardiovascular. Recentemente, mutagcbes em SF3B1, SRSF2 e TP53
impactaram negativamente a sobrevida global de pacientes com TE
independente de idade e sexo (PASSAMONTI et al., 2012; TEFFERI et al.,
2013). Para PV, mutacbes em SRSF2 e cariotipo alterado identificam
pacientes com prognéstico desfavoravel (TEFFERI et al., 2017a, 2020).
Ambas PV e TE possuem risco aumentado para progressao para mielofibrose
e leucemia mieloide aguda, com incidéncia estimada de aproximadamente
10% e 5% em 20 anos, respectivamente (TEFFERI; BARBUI, 2020). Em
virtude do curso clinico crénico das entidades, os principais sinais e sintomas
sdo relacionados a manifestacdes hemorragicas ou trombdéticas e prejuizo da
qualidade de vida por sintomas constitucionais (BARBUI et al., 2018).

A mielofibrose, primaria, pés-TE ou p6s-PV, pode se apresentar ao
diagnéstico nas fases pré-fibrética ou fibrética. Uma vez que as NMP
compartiham o panorama clinico e molecular, as caracteristicas
histopatolégicas da medula 6ssea sdo o principal achado para a definicdo
diagnéstica (SWERDLOW et al.,, 2017). Entre as caracteristicas clinicas
principais, destacam-se a anemia, hepatoesplenomegalia, sintomas
constitucionais (febre, fadiga, suor noturno e prurido) e risco aumentado de

sangramento ou trombose (TEFFERI, 2021). A estratificacdo de risco €&
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baseada na idade avancada (>65 anos), gravidade das citopenias (anemia
com necessidade transfusional e plaquetopenia), leucocitose (>25x103/uL)
com blastos em sangue periférico, presenca de sintomas constitucionais e
alteracdes citogenéticas (CERVANTES et al., 2009). Mutacfes adicionais em
ASXL1, SRSF2, EZH2, IDH1, IDH2 e U2AF1 foram recentemente
incorporadas a estratificacéo de risco da MFP (GUGLIELMELLI et al., 2018).
As principais causas de Obito incluem progressédo para LMA, acometendo
aproximadamente 20% dos pacientes, e comorbidades que incluem eventos
cardiovasculares e as consequéncias das citopenias, tais como infec¢céo ou
sangramentos (TEFFERI, 2021).

Em virtude do curso clinico heterogéneo, a adequada estratificacao
de risco é essencial para maximizar os beneficios terapéuticos e evitar
toxicidade desnecesséria. Os objetivos terapéuticos para as NMP BCR/ABL1
negativas sédo o controle dos sintomas, reducdo dos eventos hemostaticos e
prevencao da evolugéo para mielofibrose ou LMA (TEFFERI, 2021; TEFFERI;
BARBUI, 2020). O tratamento da PV é baseado em flebotomia com o objetivo
de manter o hematdcrito abaixo de 45% para homens e 42% para mulheres,
associado ou nado a hidroxiureia para controle da leucocitose ou plaquetose
(CHIEVITZ; THIEDE, 2009; MARCHIOLI et al., 2013). Pacientes com TE
assintomaticos ndo requerem tratamento, enquanto aqueles que requerem
citorreducdo podem ser tratados peg-interferon ou hidroxiureia (TEFFERI;
BARBUI, 2020). Para pacientes com PV e TE com risco cardiovascular
associado, a aspirina € efetiva para evitar episédios microvasculares como
enxagueca, ataque isquémico transitério ou eritromelalgia (MICHIELS et al.,
2006). O tratamento genotéxico utilizando quimioterapicos ndo apesentou
beneficio no controle da hematopoiese extramedular ou prolongamento da
sobrevida para os pacientes com MFP (TEFFERI, 2021). O interferon é a
Gnica opcao terapéutica que atua especificamente na célula tronco
hematopoiética (CTH) em pacientes com NMP. Em estudos clinicos, o peg-
inteferon foi capaz de aliviar sintomas constitucionais, reduziu a
esplenomegalia e induziu remissdo hematolégica em 18% dos pacientes com
PV e TE, enquanto reduziu a fibrose da medula 6ssea em parte dos pacientes
com MFP (KILADJIAN et al., 2008; QUINTAS-CARDAMA et al., 2009).

Entretanto, o tratamento com interferon ndo € uniforme entre os pacientes e
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efeitos colaterais ndo despreziveis, que incluem imunossupressao, toxicidade
mieloide e neurotoxicidade, limitam sua aplicacao clinica (TEFFERI; BARBUI,
2020).

Em virtude do papel pivotal da via de sinalizagdo JAK2/STAT para a
fisiopatologia das NMP, a implementacdo de terapia alvo contra a via é
claramente promissora (PASQUIER et al., 2014). O ruxolitinibe, primeiro
inibidor seletivo de JAK1/2 aprovado para uso clinico em pacientes com
mielofibrose de alto risco, é eficiente em reduzir a carga de sintomas,
esplenomegalia e contagens hematimétricas (DEININGER et al.,, 2015;
HARRISON et al.,, 2016). Ademais, o ruxolitinibe & capaz de suprimir a
producdo de citocinas inflamatérias e induzir proliferacdo dos progenitores
hematopoiéticos (KHOURY et al., 2018; SLOSTAD et al., 2018; ZANDVAKILI
et al., 2018). Em contrapartida, as células tronco hematopoiéticas ndo sao
particularmente afetadas pelo ruxolitinibe, o que limita seu potencial curativo,
nao inibe a transformacéo leucémica, ndo atenua a fibrose da medula 6ssea
ou reduz a carga alélica da mutacdo (HARRISON et al., 2016). Coletivamente,
o tratamento das NMP BCR/ABL1 ndo é uniformemente eficiente e a
existéncia de necessidades clinicas nao atendidas, tais como opcoes
terapéuticas curativas, reforcam a importancia de identificar novos agentes

terapéuticos.

1.1.2 Sindromes mielodisplasicas

As sindromes mielodisplasicas (SMD) compreendem um grupo
heterogéneo de neoplasias mieloides com histérias naturais muito distintas.
Consideradas como sendo resultado da desregulacdo do processo de
apoptose, a reducdo das contagens hematimétricas no sangue periférico
(citopenias) € o principal achado ao diagnostico. Atualmente, esta
demonstrado que a SMD decorre de alteracbes da CTH decorrentes de
desregulacédo inflamatéria e da imunidade inata e mudltiplos eventos
gendmicos. A combinacdo dessas alterages resulta em risco aumentado de
infeccdo, sangramentos e transformacdo para LMA (SWERDLOW et al.,
2017).

A classificacdo morfologica preconizada pela OMS subdivide o grupo

em: SMD com displasia de uma linhagem, SMD com displasia de multiplas
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linhagens, SMD com sideroblasto em anel, SMD com excesso de blastos,
SMD com del(5q) isolado e SMD inclassificavel (SWERDLOW et al., 2017). O
diagnoéstico exige a avaliacdo da medula 6ssea por biopsia, determinando
aspectos arquiteturais e a celularidade, e aspiracdo, percentagem de blastos
e morfologia das células, sendo necesséria a observacao de displasias. A
citogenética da medula 0ssea € informativa e especialmente importante para
estratificacdo de risco e como marcador de evolucao clonal. A maior parte dos
pacientes com SMD apresentam muta¢des somaticas em genes envolvidos
em processos epigenéticos, de splicing, reparo de DNA e transducédo de
sinais. Entretanto, apenas mutacées em SF3B1 possui implicacao diagndstica
para a SMD com sideroblasto em anel, sendo as demais mutacdes
complementares ao diagnéstico e na determinacéo do risco (BEJAR et al.,
2011, 2014; BEJAR; LEVINE; EBERT, 2011; MALCOVATI et al., 2020).
Mutacbes em RUNX1, TP53 ou EZH2 s&o notavelmente associadas a
desfecho clinico desfavoravel (BEJAR et al., 2012; BERNARD et al., 2020;
HAASE et al., 2019; HAFERLACH et al., 2014; PAPAEMMANUIL et al., 2013).

A estratificacdo de risco da SMD € particularmente relevante em
virtude da heterogeneidade clinica e porque dela depende o sucesso da
terapia ajustada ao risco. O sistema de pontuacdo progndstico internacional
revisado (IPSS-R, do inglés Revised-International Prognostic Score System)
€ a ferramenta padrdo para estratificacdo de risco em SMD por ser
clinicamente disponivel e reprodutivel em contextos diferentes. S&o
considerados a percentagem de blastos, nUmero e grau de citopenias e o risco
citogenético (GREENBERG et al., 2012). As principais limitacdes da aplicacao
do IPSS-R séao relacionadas a baixa performance entre os pacientes de baixo
risco e ndo ser indice dinamico (restrito ao diagnostico). A inclusdo de
informacgdes adicionais é relevante para refinamento do IPSS-R, com dados
consistentes para mutacfes (BEJAR et al., 2012; HAFERLACH et al., 2014;
NAZHA et al., 2016) e dados clinicos (DAVER et al., 2014).

Em virtude de afetar principalmente idosos a partir da sexta década
de vida, a maior parte dos pacientes com SMD né&o toleram abordagens
terapéuticas intensivas como o transplante alogénico de células tronco
hematopoiéticas (Alo-TCTH) (PLATZBECKER, 2019). O conhecimento da
complexidade fisiopatolégica da SMD ainda ndo se converteu em beneficio
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terapéutico, e € de grande interesse para a proposi¢cao de terapias menos
toxicas e mais eficientes. Para os pacientes de baixo risco, a terapia objetiva
a melhoria das citopenias, necessidade transfusional e melhora da qualidade
de vida. As opgles terapéuticas incluem agentes estimuladores da
eritropoiese, quelagdo de ferro para pacientes politransfundidos,
imunomodulagdo com lenalidomida ou imunossupressores (GARCIA-
MANERO; CHIEN; MONTALBAN-BRAVO, 2020). Para os pacientes de alto
risco, o tratamento objetiva modificar a histéria natural da doenca, limitando a
progressdo da doenca e aumentando a sobrevida, sendo, portanto, tratados
com protocolos intensivos de quimioterapia semelhante aos de LMA ou
submetidos ao Alo-TCTH. Para os pacientes inelegiveis, a utilizacdo de
agentes hipometilantes representam a Unica opc¢do terapéutica aprovada,
entretanto, possuem resposta clinica limitada e os preditores clinicos e
moleculares de resposta s&o controversos (GARCIA-MANERO; CHIEN;
MONTALBAN-BRAVO, 2020; PLATZBECKER, 2019).

1.1.3 Leucemia mieloide aguda

A leucemia mieloide aguda resulta da expanséao clonal, acimulo de
células mieloides imaturas na medula éssea e potencial de escape para outros
sistemas e substituicdo da hematopoiese com consequente insuficiéncia
hematopoética (DOHNER et al., 2017; DOMBRET,; GARDIN, 2016). Trata-se
de condicao clinica grave de rapida evolucao para 6bito com taxa de sobrevida
inferior a 25% em 5 anos (BENICIO et al., 2017; FAGUNDES et al., 2006;
SILVEIRA et al., 2020; STEIN et al., 2018).

Assim como as demais neoplasias mieloides, as LMA compreendem
um grupo heterogéneo de doencas classificadas pela OMS segundo
alteracdes genéticas recorrentes. Estas alteracfes podem ser classificadas
em: LMA com translocagfBes citogenéticas balanceadas ou LMA com
mutacbes génicas (SWERDLOW et al.,, 2017). Para o primeiro grupo
destacam-se a t(8;21)-RUNX1/RUNX1T1, Inv(16;16)-CBFB/MYH11, t(15;17)-
PML/RARA e translocacgdes envolvendo o KMT2A (11g23.3). A iniciativa atlas
do genoma do cancer (TCGA, do inglés The Cancer Genome Atlas),
determinou que, em média, cada paciente com LMA possui 13 mutacdes e ao
menos 23 genes sdo recorrentemente mutados (CANCER GENOME ATLAS
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RESEARCH NETWORK et al., 2013). Estdo incluidas como entidades
também as LMA associadas a mutacbes em NPM1, mutacdes bialélicas em
CEBPA e mutacdes em RUNX1 (SWERDLOW et al.,, 2017). Mutacdes
adicionais sao muito relevantes para a estratificacdo de risco e
subclassificagdo dos pacientes, destacando-se as mutagbes em FLT3-ITD
(duplicacdes in tandem) e KIT (ARBER et al., 2016; DOHNER et al., 2017;
SWERDLOW et al., 2017). Notavelmente, a complexidade molecular para os
pacientes com LMA é bastante superior a citada, entretanto, em favor da
clareza, restringimos aos aspectos gerais mais relevantes.

Os pacientes apresentam ao diagnéstico sintomas relacionados a
insuficiéncia hematolégica, tipicamente anemia, hemorragia e infeccdo. A
OMS estabelece a presenca de ao menos 20% de blastos no sangue
periférico ou medula 6ssea como critério diagndstico. A determinacao das
translocacdes t(8;21), Inv(16;16) ou t(15;17) permitem o diagndstico em
pacientes com menos de 20% de blasto (SWERDLOW et al., 2017). Exames
complementares incluem imunofenotipagem por citometria de fluxo ou
coloracdes citoquimicas para definicdo de linhagem mieloide. A identificacéo
de alterac6es moleculares adicionais é relevante para estratificacdo de risco
e definicdo de protocolo terapéutico.

A proteina de fusdo PML/RARA impede a diferenciacdo granulocitica
terminal e induz estimulos antiapoptéticos aos progenitores mieloides, sendo
responsavel pelo desenvolvimento de leucemia promielocitica aguda (LPA)
em aproximadamente 98% dos pacientes. Os pacientes com LPA apresentam
ao diagnostico risco de desenvolvimento de coagulopatia, associada a
coagulacao intravascular disseminada e fibrindlise. O tratamento com o acido
transretinoico total (ATRA) é especialmente eficiente para os pacientes com
LPA pois induz diferenciagdo das células imaturas, tendo se tornado o
paradigma da terapia de diferenciacdo para as leucemias e constituindo a
base terapéutica atual da LPA. Coletivamente, o protocolo de tratamento,
alteracdo molecular especifica e os cuidados clinicos que a coagulopatia ao
diagnéstico demandam, tornam a LPA um subtipo especifico de LMA, em
geral estudado a parte das demais LMA (REGO et al., 2013; SILVA et al.,
2019). A estratificacdo de risco € baseada na presenca de leucocitose e/ou
plaguetopenia (SANZ et al., 2000). O estado da arte para o tratamento da LPA
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nao inclui quimioterapia, conjugando o ATRA com trioxido de arsénico (ATO).
Apesar dos resultados superiores, muitos paises nao dispdem do ATO, sendo
substituido por antraciclinas (REGO et al., 2013).

A estratificacdo de risco para os pacientes com LMA nao LPA (por
conveniéncia, a partir deste ponto, o termo LMA exclui pacientes com LPA),
pode ser realizada através de dados clinicos, idade avancada e contagem de
leucdcitos sdo notavelmente relevantes, pesquisa de células residuais apos
tratamento ou através da combinagdo de dados moleculares. A principal
referéncia para a determinacdo do risco € a preconizada pela rede europeia
para leucemia (ELN, do inglés European LeukemiaNet) que classifica os
pacientes em trés riscos de acordo com mutacdes e alteracdes citogenéticas,
destacando-se que os pacientes com t(8;21) ou Inv(16;16) séo assinalados
como sendo de progndstico favoravel (DOHNER et al., 2017). Entretanto, ha
consenso que a classificacdo da ELN é demasiadamente simplista e tende a
superdimensionar o grupo de risco intermediario, sendo informativa a adi¢ao
de dados a respeito da expressao génica ou perfil proted6mico, especialmente
para inclusdo de dados de células Unicas (HAUBNER et al., 2018; PRADA-
ARISMENDY; ARROYAVE; ROTHLISBERGER, 2017; TYNER et al., 2018;
VAN GALEN et al., 2019).

A decisao terapéutica entre protocolos mais ou menos intensos
depende de diversos fatores que computam o risco de mortalidade
relacionada a terapia, sendo, sempre que possivel, objetivado o
prolongamento da sobrevida (KANTARJIAN et al., 2006; KRUG et al., 2010;
SORROR et al., 2017; WALTER et al., 2011). O regime tipico de inducdo a
remissao da LMA consiste na combinacéo de altas doses de citarabina com
antraciclicos, sendo o padrdao ha mais de 40 anos (WALTER; APPELBAUM,;
ESTEY, 2020; YATES et al.,, 1973). Pacientes em remissdo precisam de
terapia adicional para evitar recidivas precoces, indicando-se transplante de
células tronco hematopoiéticas ou quimioterapia como terapias de
consolidacdo. O Alo-TCTH apresenta menor frequéncia de recidiva,
entretanto, conta com elevada morbidade e mortalidade nao relacionada a
recaida (MRR). Os protocolos classicos citados permitem sobrevida de longo

prazo para uma fracdo de pacientes de risco favoravel (aproximadamente
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50%), enquanto para pacientes de risco desfavoravel, os resultados séo
frustrantes (ESTEY, 2016).

A heterogeneidade ndo aleatéria e previsivel da resposta a terapia
lanca luz sobre o conceito de que a classe das LMA é composta por diversas
doencas, com demandas terapéuticas particulares. A introducéo de novas
opcOes terapéuticas para o tratamento da LMA tem como alvos uma miriade
de processos celulares, tais como sinalizacao de tirosinoquinases, regulacéo
epigenética do DNA e cromatina ou antigenos preferencialmente expressos
em células tronco leucémicas com uso de anticorpos monoclonais (ABDEL-
WAHAB; LEVINE, 2013; DINARDO; CORTES, 2015; DOHNER; WEISDORF;
BLOOMFIELD, 2015; GASIOROWSKI et al., 2014; ROSNER;
HENGSTSCHLAGER, 2012; WANDER; FATHI; LEVIS, 2014). A alta
frequéncia de mutacbes em FLT3 (aproximadamente 25% dos pacientes)
motivou a producdo de inibidores tirosinoquinases seletivos. A adicdo do
midostaurin ao protocolo de inducdo a remissdo melhorou a sobrevida global
de pacientes com LMA com mutacdo em FLT3 em comparagdo ao grupo
tratado com placebo (STONE et al., 2017). Mais recentemente, o gilteritinibe,
inibidor seletivo de FLT3 de segunda geracao, foi aprovado para pacientes
com LMA recidivada FLT3 mutada (PERL et al., 2019). A despeito da
implementacdo desses inibidores, a histéria natural desse grupo de pacientes
nao foi significativamente alterada e permanece relevante para pesquisa de

opcOes terapéuticas.

1.2 Desregulagdo do metabolismo e da energética celular como fatores

oncogénicos

Em condicdes fisiologicas, células ndo transformadas, em sua maioria
em proliferacdo reduzida ou mesmo quiescentes, a mitocondria representa a
principal fonte da producdo de energia através do ciclo de &cidos
tricarboxilicos acoplado a fosforilagdo oxidativa, ambos sediados na matriz
mitocondrial. Varias fontes de carbono, tais como piruvato, glutamina e acidos
graxos podem alimentar os ciclos de energia por meio da producdo de
equivalentes redutores (fosfato dinucleotideo de adenina e nicotinamida:
NADH e dinucleotideo de adenina e flavina: FADH?2), utilizados em sequéncia

como doadores de elétrons na cadeia transportadora de elétrons e resultando
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na producdo de adenosina trifosfato (ATP) (CHANDEL, 2014; SANCHO,;
BARNEDA; HEESCHEN, 2016).

O processo de transformacdo € dependente da reprogramacéao do
metabolismo celular induzida direta ou indiretamente pelas alteracbes
oncogénicas subjacentes. As alteracdes dos metabdlitos intracelulares e
extracelulares causadas pela reprogramacao metabdlica induzida pelo cancer
tém efeitos na expressdo génica, diferenciacdo e modulacdo do
microambiente. Os principais efeitos metabdlicos desta reprogramacéao
podem ser agrupados em: | incorporacdo desregulada de glicose e
aminoécidos, Il uso de modos oportunistas de aquisicdo de nutrientes, Il uso
de intermediarios metabdlicos provenientes dos processos de glicdlise e ciclo
dos é&cidos tricarboxilicos, IV aumento da demanda por nitrogénio, V
alteracdes na regulacdo da expresséo génica induzida pelos metabdlitos e VI
interacdes metabdlicas com o microambiente (PAVLOVA; THOMPSON, 2016;
STEVENS et al., 2018). Adicionalmente, as células tumorais devem evadir-se
dos controles que impedem a progressao do ciclo celular, especialmente em
condicdbes metabdlicas desfavoraveis, tais como as observadas em
microambientes tumorais (HEIDEN; CANTLEY; THOMPSON, 2009). Em
razdo dessas particularidades, cada tumor apresenta requerimentos
diferentes de cada processo citado.

O acesso celular a glicose € um passo limitante importante para o
crescimento oncogénico indiscriminado e a regulacdo desse processo é
compartilhada por diversos sinais de crescimento. Em contraste a contraparte
normal, que requer fatores de crescimento para manutengao da viabilidade e
proliferacdo celular, células neoplasicas acumulam alteragcBes oncogénicas
gue lhes conferem relevante independéncia desses fatores extracelulares.
Pontos moleculares de convergéncia desses sinais de crescimento sao,
portanto, reguladores relevantes da reprogramacdo metabolica. A via de
sinalizacao PI3K/Akt induz a expressao do transportador de glicose GLUT1 e
sua translocacao para a superficie celular (BARTHEL et al., 1999; WIEMAN;
WOFFORD; RATHMELL, 2007). Adicionalmente, Akt potencializa a atividade
de hexoquinase (HK), prevenindo o efluxo de glicose para o ambiente
extraceular (GOTTLOB et al., 2001). A expressao exogena de Akt é suficiente
para estimular a glicOlise, restabelecer a viabilidade celular, potencial de
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membrana mitocondrial e o0s niveis de adenosina trifosfato (ATP) em
condic@es restritivas de cultivo (PLAS et al., 2001; RATHMELL et al., 2003).
A expressdo de Ras também é capaz de induzir a expressdo de GLUT1 e
aumentar o consumo de glicose (MARTINEZ; SCAFOGLIO, 2020;
MURAKAMI et al., 1992).

Os requerimentos metabdlicos de uma célula em proliferacéo diferem
em grande medida daqueles de células quiescentes (HEIDEN; CANTLEY;
THOMPSON, 2009). A principal utilizacdo de carbonos reduzidos em células
em proliferacéo é a sintese de uma diversidade de macromoléculas, entre as
quais acidos graxos, colesterol, derivativos carboidratos de pentoses e
hexoses, glicerol, nucleotideos e aminoacidos ndo essenciais. Em razéo
disso, a célula tumoral deve converter os nutrientes em conjuntos diferentes
de intermediarios estruturais a depender da demanda metabdlica e do balanco
da capacidade de oxidacdo/reducdo (LUNT; VANDER HEIDEN, 2011). A
utilizacao preferencial da glicolise em detrimento da respiracao celular aerdbia
sediada na mitocéndria por meio do ciclo do &cidos tricarboxilicos, fenbmeno
conhecido como efeito de Warburg (WARBURG, 1956), é parcialmente
explicado pelo balanco desses requerimentos. Em contrapartida, a
demonstracao de que as mitocondrias de células tumorais eram capazes de
realizar fosforilagéo oxidativa e que a deplecdo do DNA mitocondrial reduziu
o potencial tumorigénico das células neoplésicas (CAVALLI; VARELLA-
GARCIA; LIANG, 1997; MORAIS et al., 1994; TAN et al., 2015) indicam que a
presenca de mitocdndrias funcionais sdo necessarias ao crescimento celular.
Essas observagcfes sugerem que, ao invés de se tratar de uma adaptacao a
defeitos na capacidade de respiracao, o efeito Warburg trata-se de um estado
metabdlico que atende a demanda para sintese de intermediarios necessarios
a proliferacdo celular e exemplifica como as células tumorais subvertem
processos celulares necessarios a transformacao.

Embora a glicolise seja classicamente retratada como um evento
molecular de cadeia Unica que resulta na producdo de lactato, uma
diversidade de intermediarios glicoliticos sao utilizados como precursores
para sintese de outras macromoléculas. Como exemplo, a primeira da série
de vias colaterais, a via das pentoses-fosfato que a partir de glicose-6-fosfato
produz NADPH e ribose-5-fosfato, um componente estrutural de nucleotideos.
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A enzima chave para esse processo € a transaldolase (TALDO) e esta
frequentemente hiperexpressa em diversos canceres (WANG et al., 2011;
XIAOJUN et al., 2009). O ultimo passo da glicélise consiste na converséao de
fosfoenolpiruvato em piruvato, precursor do CAT, em uma reacdo mediada
por piruvato quinase (PK) (NOGUCHI; INOUE; TANAKA, 1986). A mais
amplamente expressa isoforma de PK € a muscular que possui duas variantes
por splicing, PKM1 e PKM2, a primeira € mais eficiente na producdo de
piruvato, enquanto a segunda é expressa em células em proliferacdo e em
virtualmente todas as células de cancer (CHRISTOFK et al., 2008). A
transducdo de sinais de proliferacdo celular inibe a funcdo de PKM2,
facilitando o acumulo dos intermediarios glicoliticos para provimento do
aminoécido serina. Alinhado com essa observacgéo, a reintrodugdo de PKM1
compromete a proliferacdo de células cancerigenas e tumorigénese através
da regulacdo negativa de biossintese dependente de serina (CHANETON et
al.,, 2012; CHRISTOFK et al.,, 2008; YE et al.,, 2012). Coletivamente, a
disponibilizagdo de metabdlitos intermediérios ou dos substratos para o CAT
provenientes da glicdlise € regulado em mudltiplos passos e atende
requerimentos energéticos e de producdo de biomassa especificos para a
demanda celular de células em proliferacéo.

Em contraste ao conjunto de células proliferativas em um tumor,
subpopulacdes quiescentes sdo marcadamente menos glicoliticas e mais
dependentes da respiracdo mitocondrial, aqui incluidos o CAT e a fosforilagéo
oxidativa, e estao associadas a um perfil semelhante a célula tronco (LEBLEU
etal., 2014; VIALE et al., 2014). A respiracdo mitocondrial € preferencialmente
utiizada para producdo de bioenergética celular, mas também prové
precursores para biossintese de macromoléculas. A ativacao de PI3K/Akt por
fatores de crescimento aumenta a disponibilidade de acetil-CoA, substrato
para producéo de acidos graxos de novo, atraves de citrato em acetil-CoA e
oxaloacetato pela enzima ATP-citrato liase, codificada pelo gene ACLY
(BAUER et al., 2005; BERWICK et al., 2002). Outra funcdo estrutural da
respiracdo mitocondrial se refere a producdo de aminoacidos ndo essenciais,
sendo especialmente critica para producdo de aspartato e asparagina
(BIRSOY et al, 2015; SULLIVAN et al, 2015). Conceitualmente, os

requerimentos metabolicos podem ser dicotomizados em provimento de
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intermediarios  para  biossintese de  macromoléculas, utilizando
preferencialmente a glicélise, ou producao de bioenergia, com a fosforilacéo
oxidativa sendo prioritaria.

Assim como em outros modelos de canceres, as neoplasias mieloides
possuem desregulagbes do metabolismo celular (DEBERARDINIS et al.,
2008; HEIDEN; CANTLEY; THOMPSON, 2009; WARBURG, 1956). De
maneira ilustrativa, a descoberta de mutacdes nos genes que codificam a
isocitrato desidrogenase (IDH1 e IDH2) representaram uma prova de conceito
de que a elucidacdo das anormalidades metabdlicas podem ser uma
oportunidade terapéutica em neoplasias mieloides. Estas mutacfes induzem
a conversao anormal de a-cetoglutarato (a-CG) em 2-hidroxiglutarato, um
oncometabdlito que inibe a fungcdo de enzimas dependentes de a-CG, tais
como as proteinas da familia TET (WARD et al., 2010). Como resultado, h&
alteracéo do padréao de metilacdo do DNA, modificacBes de histonas, inibi¢do
da atividade de citocromo C oxidase na cadeia transportadora de elétrons e
aumento do requerimento de glutamina pelas células leucémicas (CHAN et
al., 2015; EMADI et al., 2014; FIGUEROA et al., 2010). O tratamento com
inibidores de IDH1/2 é capaz de induzir resposta hematologica em pacientes
com LMA refrataria ou recidivada e promove a diferenciacdo das células
leucémicas (STEIN et al., 2017; WANG et al., 2013).

O aumento da atividade glicolitica é implicado na leucemogénese
induzida pelos oncogenes BCR/ABL1 e MLL/AF9, em que a inibicdo de PKM2
ou da lactato desidrogenase (LDH) impede o estabelecimento do fenétipo
leucémico (WANG et al.,, 2014). As células iniciadoras da LMA sé&o
dependentes do fluxo glicolitico de maneira dependente de AMPK, cuja
inibicdo resulta na diminuicdo de absor¢céo de glicose através da expressao
reduzida de GLUT1, aumento do estresse oxidativo e dano no DNA (SAITO
et al., 2015). O aumento da glicolise esta também associado a diminui¢cdo do
fluxo autofagico, maior agressividade em modelos in vivo e resisténcia a
drogas (CHEN et al., 2014; SONG et al., 2016; WATSON et al., 2015). Em
contrapartida, as células tronco leucémicas da LMA sdo dependentes da
respiracdo mitocondrial aerébica de maneira dependente de BCL2, sugerindo
que a inibicAo desse processo por inibidores de BCL2 pode erradicar
seletivamente essa fracao de células (LAGADINOU et al., 2013). A inibicdo da
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fosforilacdo oxidativa com metformina, um hipoglicemiante oral, induziu
apoptose de maneira independente de AMPK através da inibicdo do complexo
| da cadeia transportadora de elétrons (SCOTLAND et al., 2013).
Adicionalmente, células de LMA resistentes a citarabina sdo dependentes da
fosforilacdo oxidativa e a inibicdo da funcdo mitocondrial amplifica os efeitos
antineoplasicos da monoterapia com citarabina (PARDEE et al., 2018). Os
requerimentos do metabolismo celular das demais neoplasias mieloides foram
menos explorados, especialmente no que se refere as alteragdes restritas a
fracdo celular fundadora que serve de reservatério para evolucao clonal das

neoplasias mieloproliferativas e sindromes mielodisplasicas.

1.2.1 Reposicionamento terapéutico da metformina como agente

antineopléasico

A metformina (N,N-dimetilbiguanida) é o protétipo farmacologico e
tratamento de primeira linha para pacientes com diabetes tipo 2, seu efeito
terapéutico é devido a reducdo da gluconeogénese hepética resultando em
aumento da sensibilidade a insulina. Um estudo epidemioldgico retrospectivo
reportou originalmente a associagéo entre o uso da metformina para controle
da glicemia e reducdo da incidéncia de cancer (EVANS et al.,, 2005).
Posteriormente, ficou demonstrado que pacientes com cancer que faziam uso
de metformina possuem sobrevida superior aqueles que né&o utilizavam a
droga (DOWLING et al., 2012), e sucedido por uma série de avaliacdes pré-
clinicas que demonstraram 0s mecanismos da metformina com agente
antineoplasico (ALGIRE et al., 2011; BUZZAI et al., 2007; HIRSCH et al.,
2009; MEMMOTT et al., 2010; TOMIMOTO et al., 2008). A eficacia da
metformina em estudos clinicos prospectivos vem sendo extensamente
avaliada com alguns resultados promissores ja registrados. Em um estudo
clinico de fase Il, a combinacédo de metformina com inibidores de EGFR em
pacientes com adenocarcinoma de pulmdo aumentou significativamente a
sobrevida livre de progressédo e sobrevida global (ARRIETA et al., 2019).
Metformina também foi eficaz em prolongar a sobrevida global de pacientes
com cancer de ovario (BROWN et al., 2020). Os resultados de um estudo

clinico canadense que recrutou 3476 mulheres com cancer de mama séao
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aguardados para o proximo ano, mas os dados preliminares sdo animadores
para o uso adjuvante de metformina (NCT01101438) (GOODWIN et al., 2015).

Existem dois mecanismos mais amplamente aceitos da acéo
antineoplasica da metformina que ndo sdo necessariamente mutuamente
exclusivos (BIRSOY; SABATINI;, POSSEMATO, 2012). Primeiramente, a
metformina reduz os niveis de insulina, um mitdgeno importante em alguns
tumores. Ambos insulina e fator de crescimento semelhante a insulina (IGF)
estimulam a via de sinaliza¢éo pré-tumorigénica de PI3K/Akt (POLLAK, 2012).
Entretanto, este mecanismo s0 se aplica a tumores que expressam O0S
receptores de insulina e de IGF. O segundo mecanismo proposto se relaciona
com a inibicho do complexo | da cadeia transportadora de elétrons
mitocondrial (EL-MIR et al.,, 2000; OWEN; DORAN; HALESTRAP, 2000).
Estudos in vivo posteriores demonstraram que a inibicdo do complexo | da
cadeia transportadora de elétrons € necessaria para a acao antineoplasica da
metformina (WHEATON et al., 2014). Demonstrou-se através de analise
metabolémica de tumores de ovario que a metformina afeta o metabolismo
mitocondrial tumoral (LIU et al., 2016). Em cancer de mama, a metformina
reduziu a producéo de intermediarios do CAT (JANZER et al., 2014) e alterou
majoritariamente duas vias metabdlicas: aumentou a absor¢éo de glicose e a
transcricéo de genes relacionados a fosforilagéo oxidativa (LORD et al., 2018).

O tratamento com metformina atenuou significantemente a producao
de espécies reativas de oxigénio pelas células tronco hematopoiéticas de
camundongos apos irradiacdo total do camundongo, demonstrando que a
metformina pode inibir o estresse oxidativo induzido pela radiacdo. Apds o
tratamento com a metformina, os camundongos irradiados mostraram
recuperacado consideravel e aumento da capacidade clonogénica das células
tronco hematopoiéticas, sem induzir citotoxicidade. Em modelo de transplante
secundario competitivo para avaliacdo das capacidades de enxertia,
autorrenovacao e diferenciacdo das CTH apés irradiacéao, o tratamento com
metformina aumentou 0 quimerismo em comparacdo ao grupo veiculo,
indicando que a metformina pode preservar a capacidade funcional das CTH
apos estresse (XU et al., 2015). Quando usada para tratar modelo murino de
anemia de Fanconi, em que ha faléncia de medula 6ssea e risco aumentado

de desenvolvimento de leucemia e tumores solidos, a metformina corrigiu
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defeitos na hematopoiese e retardou a formagao de tumores. A metformina
teve efeito benéfico ao reestabelecer o numero de CTH apds o nascimento de
camundongos portadores de anemia de Fanconi. A administracao cronica de
metformina aumentou significantemente a frequéncia e a quiescéncia de CTH
em camundongos adultos (ZHANG et al.,, 2016). Em LMA, observou-se
grande atividade antineoplasica in vitro e in vivo da metformina. A droga
reduziu a proliferacdo, o crescimento de progenitores hematopoiéticos e
induziu apoptose in vitro. A metformina foi bem tolerada e aumentou
significativamente a sobrevida global em modelo murino xenogréafico de LMA
(GREEN et al., 2010).

Nosso grupo de pesquisa observou que o uso da metformina
apresentou atividade antineoplasica através da inibicdo da proliferacéo, atraso
da progressao do ciclo celular, reducdo da capacidade de formacéo de
colénias e inducédo de apoptose em modelos celulares de NMP JAK2V617F
(SET2, HEL e Ba/F3-EPOR). O tratamento com metformina modulou as vias
STAT3/5, MAPK e de pRB de maneira AMPK e mTOR independentes. Em
modelo murino knockin para JAK2V617F, o tratamento foi bem tolerado e
reduziu a esplenomegalia e frequéncia de precursores eritroides no baco,
enquanto diminuiu a progressdo tumoral em modelo alografico ortotépico
induzido por Ba/F3 (MACHADO-NETO et al., 2018). Entretanto, o potencial
curativo da metformina para as NMP nao foi avaliado, uma vez que né&o foi

avaliada a acdo antineoplasica sobre CTH no estudo original.

1.3 Via de sinalizagdo can6nica e ndo canodnica do receptor do fator de
crescimento semelhante a insulina e dos substratos do receptor da

insulina

As funcdes fisioloégicas e patolégicas dos fatores de crescimento
semelhantes a insulina (IGF) sdo mediadas por seus receptores. Existem dois
tipos de receptores de IGF, nomeados receptor tipo 1 (IGF1R) de IGF e tipo 2
(IGF2R). IGF1R é um receptor tirosinoquinase que medeia os efeitos
estimulatorios de IGF1 e IGF2 para a proliferacéo celular, migracdo e invasao.
Em contraste, IGF2R nao possui atividade quinase intrinseca e exerce fungao
através da degradacao lisossomal de IGF2 (MARIS et al., 2015). O IGF1R

consiste em uma subunidade a extracelular € uma subunidade £
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transmembrana. Ambas as subunidades a e 3 sdo codificadas por um gene
localizado no braco longo do cromossomo 15 (15926.3). Apés traducao do
RNA mensageiro de IGF1R, forma-se um produto de 210kDa chamado de
pro-IGF1R, que, ap6s submetido a clivagem endoproteolitica por convertases
pro-proteinas, origina as subunidades (KHATIB et al., 2001). O IGF1R é um
heterotetramero constituido por duas cadeias a e  (LEROITH et al., 1995).
IGF1R possui alta homologia com o receptor de insulina, que possui, por sua
vez, duas isoformas InsR-A e InsR-B. A primeira € produto de splicing
alternativo com remocéo do exon 11 no InsR (SEINO; BELL, 1989). Enquanto
o homodimero de InsR-A é capaz de ligar com alta afinidade tanto a insulina
guanto ao IGF2, o homodimero de InsR-B ou o heterodimero de InsR-A/B ndo
€ capaz de ligar-se a IGF. Ha ainda associacao entre IGF1R e InsR-A/B, com
capacidade de ligacdo a IGF1 e IGF2 (SEINO; BELL, 1989; TANIGUCHI;
EMANUELLI; KAHN, 2006).

A associacao de IGF a seu receptor induz mudancas conformacionais
que resultam na abolicAo das restricbes da atividade quinase por seu
ectodominio, conduzindo a transfosforilacdo de seus dominios quinases (LIU;
RUTTER; WANG, 1993). A fosforilacdo do dominio triplo-tirosina 1131, 1135
e 1136 da subunidade B amplifica a atividade quinase de IGF1R (LEE et al.,
2018; TAHIMIC et al., 2016). As alteragBes conformacionais criam sitios de
ancoragem para proteinas adaptadoras, tais como Shc e os substratos do
receptor de insulina (IRS), que retransmitem a sinalizacéo para vias efetoras
(DE MEYTS; SHYMKO, 2000). Como resultado, a ativacédo de IGF1R fosforila
IRS1/2 em residuos tirosina promovendo sua associacdo e amplificando a
ativacdo de PI3K e PDKL1. A ativacéo total de Akt mediada pela fosforilacéo
dos sitios treonina 308 e serina 473, por PDK1 e mTORC2, respectivamente,
é responsavel pelo metabolismo de glicose, sintese proteica, proliferacéo e
sobrevivéncia celular e inibicdo da apoptose (HUA et al., 2019). A ativacao da
via de sinalizacdo de Ras-Raf-MEK-ERK (MAPK) é um efetor importante para
controle da proliferacdo celular mediado por IGF1IR em um processo
dependente de Grb2 e SOS (QIN et al., 2019).

As fun¢des candnicas desempenhadas por IGF1R sdo dependentes
de sua localizacdo na membrana plasmatica, entretanto, em determinadas

condi¢cbes, tais como cancer, o receptor pode ser translocado para o
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citoplasma ou nucleo (ALEKSIC et al., 2010a; ASLAM et al., 2013; ASMANE
et al., 2012). Este processo € dependente da SUMOilacdo de um residuo
conservado entre espécies de lisina nas posi¢cdes 1025, 1100 e 1120 e da
enzima Ubc9 (DENG et al., 2011; SEHAT et al., 2010). Quando no nucleo, o
IGF1R é capaz de ligar-se ndo apenas ao proprio promotor (SARFSTEIN et
al., 2012), mas também de recrutar a RNA polimerase Il e induzir a expressao
dos fatores de transcricdo JUN e FAM21 (ALEKSIC et al., 2018). A interacéo
com fator de célula T, IGF1R promove a expressao de ciclina D1 e outros
alvos de B-catenina (WARSITO et al., 2012). A atividade tirosinoquinase de
IGF1R é conservada apds sua translocacdo ao nucleo. Como exemplos,
IGF1R fosforila os residuos tirosina 60, 130 e 250 de PCNA, induzindo
ubiquitinacéo e degradacéo proteassomal, e prevenindo a replicacdo do DNA
apos dano (WARAKY et al.,, 2017) e é capaz de fosforilar histonas para
regulacédo da expressao génica (WARSITO et al., 2016).

A expressdo de IGF1R é frequentemente aumentada em diversos
tipos de cancer. Em aproximadamente 50% dos casos de cancer de mama ha
aumento da expresséo da atividade de IGF1R, especialmente o luminal tipo-
A sendo raro nos luminais tipo B e triplo negativos (FARABAUGH; BOONE;
LEE, 2015). O aumento da expressdo ou da ativacdo da via de IGF1R
identifica pacientes com prognéstico desfavoravel em céncer de mama
(CREIGHTON et al.,, 2008; LAW et al., 2008; PEIRO et al., 2011;
YERUSHALMI et al., 2012). Digno de nota, a assinatura molecular de ativacéo
de IGF1R é associado com prognostico desfavoravel em cancer de mama
(CREIGHTON et al.,, 2008). Similarmente, a expressdo de IGF1R ¢é
aumentada em 1/3 dos pacientes com cancer de prostata e carcinoma
escamoso de cabeca e pescoco, e estd associada com aumento do risco de
recidiva, metastase, estagio avancado e sobrevida global inferior (ALEKSIC
et al., 2017; DALE et al., 2015).

A identificacdo de IGF1R como proteina importante para promocéao de
diversos tipos de cancer estimulou o desenvolvimento de agentes
direcionados para sua inibicdo, com destaque para os anticorpos monoclonais
e inibidores seletivos, muitos desses compostos ja foram testados em ensaios
clinicos. Entretanto, a maior parte dos ensaios com anticorpos monoclonais

falhou quando utilizando em monoterapia e em pacientes nédo selecionados
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(RAMALINGAM et al., 2011; SCLAFANI et al., 2015). Em uma meta-analise
que incluiu 311 pacientes com sarcoma de Ewing tratados com os anticorpos
anti-IGF1R figitumumabe ou ganitumabe determinou uma taxa de resposta
completa de 0,7%, respostas parciais em 11% e doenca estavel em 21% dos
casos (VAN MALDEGEM et al., 2016). O ganitumabe foi aprovado como
droga orfa para tratamento de pacientes com sarcoma de Ewing pela agéncia
reguladora dos Estados Unidos da Ameérica em 2017. Como estratégia
alternativa, foram desenvolvidos anticorpos monoclonais para IGF1 e IGF2,
com resultados de estudos clinicos de fase 2/3 aguardados para 0s proximos
anos (HALUSKA et al., 2014; IGUCHI et al., 2015).

Diversos inibidores farmacoldgicos de IGF1R foram produzidos,
sendo 0 mais extensivamente estudado o linsitinibe, um inibidor seletivo de
IGF1R-InsR (AIKEN et al., 2017; BARATA et al., 2018; BENDELL et al., 2015;
CHIAPPORI et al., 2016; FASSNACHT et al., 2015; VON MEHREN et al.,
2020). Linsitinibe ndo foi eficaz no tratamento de pacientes com cancer de
pulmdo de células pequenas, com eficiéncia terapéutica inferior a
quimioterapicos utilizados na pratica clinica, tais como inibidores de
topoisomerase (topotecan) (CHIAPPORI et al., 2016). Linsitinibe também nao
demonstrou atividade clinica em pacientes com cancer de prostata ou
carcinoma adrenocortical (BARATA et al., 2018; FASSNACHT et al., 2015).
Os resultados de estudos clinicos testando as combinacées de linsitinibe com
o inibidor de mTOR everolimus, em pacientes com cancer colorretal, e o
inibidor tirosinoquinase de EGFR erlotinibe, para pacientes com cancer de
pulméo de células ndo pequenas foram frustrantes (BARATA et al., 2018;
BENDELL et al., 2015).

Conforme descrito anteriormente, os efeitos celulares da insulina e
IGF séo intermediados por proteinas citoplasméaticas que iniciam vias de
sinalizagdo, sendo conhecidos ao menos nove substratos dos receptores de
InsR e IGF1R. Quatro desses substratos compdem a familia de proteinas IRS
(LAVAN; LANE; LIENHARD, 1997; SUN et al., 1991, 1995). Outros substratos
diretos incluem Gab-1, DOK1, Cbl, SH2B2, SHP2 e vérias isoformas de Shc,
cada substrato € responséavel pela ativacdo de uma via (BAUMANN et al.,
2000; GUSTAFSON et al., 1995; LECHLEIDER; FREEMAN; NEEL, 1993;
LEHR et al., 2000; LIU et al., 2002; WICK et al., 2001). Cada substrato €
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fosforilado em residuos tirosina em sequéncias motivo especificas, e entdo
ancoram proteinas que possuem dominios SH2 (SALTIEL; KAHN, 2001). Os
dominios conservados entre 0s substratos sdo o dominio de ligacdo a
fosfotirosina (PTB) que os liga a sitios de autofosforilacao juxtamembrana dos
receptores (LIU et al., 2002, 2003).

A fosforilacdo de proteinas IRS mediada por InsR e IGF1R ocorre em
ao menos 9 dominios tirosina que reconhecem e ativam PI3K e proteinas
quinases efetoras. Ambas IRS1 e IRS2 sdo amplamente expressos, enquanto
a expressao de IRS3 e IRS4 é limitada a tecidos especificos (MYERS; WHITE,
1995). Apesar da elevada homologia e semelhancas nos dominios funcionais,
estudos com modelos animais nocautes sugerem funcdes complementares
para IRS1 e IRS2. Animais nocautes para IRS1 retardo do crescimento pré- e
pés-natal devido a resisténcia a IGF1, assim como resisténcia a insulina e
comprometimento do metabolismo da glicose no tecido muscular e adiposo
(ARAKI et al., 1994; YAMAUCHI et al., 1996). Animais nocaute para IRS2
possuem resisténcia hepatica a insulina, defeitos no desenvolvimento do
cérebro, células B pancreaticas e retinas (WITHERS et al., 1998). As proteinas
IRS também podem ser fosforiladas em residuos serina, estando geralmente
associada com reducao da acdo da insulina (ZICK, 2005) por meio da reducéo
da fosforilagcdo dos dominios tirosina e da interacdo com proteinas 14-3-3
(CRAPARO; FREUND; GUSTAFSON, 1997). Diversas quinases
intracelulares sdo implicadas a esse processo, entre as Akt, INK, ERK e PI3K,
em um mecanismo de regulacéo negativa retroalimentado (BIRNBAUM, 2001;
DE FEA; ROTH, 1997; HIROSUMI et al., 2002; LI; DEFEA; ROTH, 1999;
SAMUEL; SHULMAN, 2012; TANTI et al., 1994).

Dados de nosso grupo de pesquisa identificaram que IRS2 é a
isoforma mais abundante em células progenitoras hematopoiéticas CD34+,
enquanto IRS1 é mais abundante em linfécitos T. Em camundongos, a Irs2 é
a isoforma predominante no tecido hematopoiético (SUN et al., 1995, 1997).
A diferenciacdo eritroide, granulocitica e megacariocitica aumenta a
expressao de IRS2 in vitro (MACHADO-NETO et al., 2012). Os receptores de
eritropoietina e trombopoietina séo capazes de ativar IRS2, e a ativagcédo de
IGF1R é relevante para a diferenciacdo granulocitica e eritroide (KURTZ et
al., 1988; MERCHAV; LAKE; SKOTTNER, 1993; MIYAKAWA et al., 2001;
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SCHACHER et al.,, 2000; VERDIER et al.,, 1997). Apds estimulo com as
interleucinas (IL) 2, IL4, IL7 e IL15, ambas IRS1 e IRS2 séo fosforiladas em
residuos tirosina (JOHNSTON et al., 1995). Coletivamente, as proteinas IRS
exercem funcdo relevante na mediacdo do processo fisiolégico de
hematopoiese.

Em células K562, uma linhagem derivada de paciente com leucemia
BCR/ABL1, nosso grupo de pesquisa previamente demonstrou que IRS1 esta
constitutivamente fosforilada e associada com BCR-ABL1; IRS1 é capaz de
associar-se a GRB2 e ativar ERK. O silenciamento de IRS1 reduziu a
proliferacéo celular e inibiu a via PI3K/Akt/mTOR e MAPK (MACHADO-NETO
etal., 2011; TRAINA et al., 2003). Em outro trabalho, nosso grupo de pesquisa
observou que a expressdo génica de IRS2 € maior em células CD34+ de
sangue periférico de pacientes portadores da mutacdo JAK2V617F em
relacdo aqueles detentores de JAK2 selvagem. Foi descrita também a
associacao entre IRS2 e JAK2 em linhagem celular com a mutacéao JAK2V617
(HEL), mas ndo em linhagens JAK2 selvagem (U937 e NB4) (CAMPOS et al.,
2016). Em células HEL, o silenciamento de IRS2 foi suficiente para diminuir a
fosforilacdo de STATS5, viabilidade celular, capacidade clonogénica e
aumentar as taxas de apoptose, além de apresentar efeito cumulativo ao
tratamento com inibidor seletivo de JAK1/2 ruxolitinibe (CAMPQOS et al., 2016).

Em 2013 foram desenvolvidos inibidores farmacoldgicos com objetivo
de degradarem as proteinas IRS1/2 seletivamente, sendo o NT157, ou
Tyrphostin, o0 mais promissor em modelo celular de melanoma. O processo
farmacoldgico inicialmente descrito descreveu que NT157 dissocia as
proteinas IRS1/2 do IGF1R deslocando-as para o citoplasma e induzindo
fosforilacdo em residuos serina. Adicionalmente, a ativacdo de ERK1/2,
viabilizada pela associacao de Shc com IGF1R, ativaria um eixo de regulacao
negativa de IRS1/2 através da ubiquitinacdo e posterior degradacao
proteassomal (REUVENI et al., 2013). A oportunidade terapéutica do NT157
foi avaliada em modelos pré-clinicos de cancer de colon, hepatocarcinoma,
cancer de prostata e sarcoma de Ewing com resultados animadores (IBUKI et
al., 2014; REUVENI et al., 2013; SANCHEZ-LOPEZ et al., 2016). Nosso grupo
de pesquisa tem se dedicado a avaliacdo pré-clinica de NT157 em modelos
de neoplasias hematoldgicas. O tratamento com NT157 foi citotoxico e reduziu
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a viabilidade celular, a proliferacao, induziu apoptose e alterou a progresséo
do ciclo celular em diferentes modelos que incluem neoplasia
mieloproliferativa associada a mutacdo em JAK2V617F e leucemia associada
ao oncogene BCR/ABL1. Em linhagens celulares de leucemia linfoblastica
aguda B e T, NT157 foi também citotdxico e mais eficiente que o inibidor
farmacoldgico de IGF1R/InsR linsitinibe. Molecularmente, o tratamento com
NT157 inibiu a via de sinalizacdo de PI3K de maneira consistente em todos
os modelos testados (FENERICH et al., 2020; RODRIGUES ALVES et al.,
2019; SCOPIM-RIBEIRO et al., 2021).
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2. OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Identificar novos preditores clinicos e oportunidades terapéuticas para
metformina e inibidores farmacoldgicos de IGF1R-IRS1/2 em neoplasias

mieloides.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Em modelo murino de neoplasia mieloproliferativas knockin para
JAK2V617F:

- Avaliar a eficacia terapéutica de metformina quanto a modulacéo do
fendtipo clinico, distribuicdo e efeitos moleculares em progenitores

hematopoiéticos em NMP murina;

Em uma coorte de pacientes com sindromes mielodisplasicas:

- Identificar genes relacionados a energética celular diferencialmente
expressos entre células CD34+ de pacientes com SMD e individuos
saudaveis;

- Elaborar um indice progndstico baseado em expressado génica que
refine a estratificacéo de risco para pacientes com SMD;

- Investigar os mecanismos moleculares relacionados ao indice

prognastico.

Em coortes de pacientes com leucemia mieloide aguda:

- Investigar a expresséo génica de IGF1R e IGF2R em LPA,;

- Investigar a expressao génica e 0s mecanismos moleculares
associados a expressao de IGF1R, IGF2R, IRS1 e IRS2 em LMA nao LPA.

Em modelos celulares de leucemia mieloide aguda:

- Avaliar os efeitos citotdéxicos dos inibidores farmacolégicos de
IGF1R-IRS1/2 linsitinibe e NT157;

- Investigar as vias de sinalizacdo moduladas pelos inibidores
linsitinibe e NT157;
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- Investigar as vias de sinalizacdo reguladas pelos inibidores
farmacoldgicos de FLT3 midostaurin e quizartinibe;

- Investigar os efeitos citotéxicos combinados dos inibidores de
IGF1R-IRS1/2 linsitinibe ou NT157 e inibidores farmacolégicos de FLT3;
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3. MATERIAL E METODOS

Os principais métodos aplicados a cada etapa de desenvolvimento da

presente tese estdo sumarizados no quadro 1.

Quadro 1: Organograma dos planejamentos experimentais dos projetos desenvolvidos

Ensaio in vivo tratamento de modelo murino com metformina
Linhagens murinas Drogas Ensaios funcional e Fenétipo
molecular
C57BI6/J: Citometria de fluxo
transgénico com para progenitores
expressao de Metformina: Clonogenicidade ertroides e células
Jak2V617F e Cre 125mg/kg/dia via PCR-Array tronco e
recombinase intraperitoneal progenitoras
Camundongo hematopoiéticas
Pep/Boy Hemograma
Peso do baco
Dados clinicos
Coortes Drogas Ensaio molecular Desfechos clinicos
IC-APL Reguladores do Anélise de Expressao génica
SMD: GSE58831 metabolismo celular enriquecimento diferencial
LMA: TCGA IGF1R elGF2R génico Poder preditivo
IRS1 elRS2
Ensaios in vitrolinhagens celulares
Linhagens celulares Drogas Ensaios funcionais Expressdo e
Viabilidade celular ativacdo proteica
Linsitinibe: 1,25, 5, Apoptose
NB4 10, 20 e 40 uM (AnexinaV/Pl)
NB4-R2 NT157: 0,5, 1, 2, 4, Autofagia: laranja
Kasumi-1 8e 16 uM de acridina Western blotting
THP1 Midostaurin: 2,5, 5 Metabolismo
Molm13 e10nM mitocondrial:
MV4;11 Quizartinib: 05, 1 e DCFDA,
2nM Mitotracker, JC-1e
mitosox

Notas: IC-APL: consorcio internacional de Leucemia Promielocitica Aguda; SMD: sindrome
mielodisplasica; LMA: Leucemia Mieloide Aguda; TCGA: O Atlas do Genoma do Cancer;
PI: iodeto de propideo e DCFDA: Diacetato de diclorofluoresceina.

3.1 Estabelecimento de modelo murino de neoplasia mieloproliferativa
para tratamento com metformina

O modelo murino transgénico de expresséao condicionada e fisiol6gica
da mutacdo Jak2V617F foi estabelecido pelo grupo de pesquisa de Dr.
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Benjamin Ebert do Brigham and Womens Hospital e do Dana Farber Cancer
Institute, Harvard Medical School e estabelecido em nossa instituicdo pela
Profa, Dr2. Lorena Lobo de Figueiredo Pontes. Neste modelo, a expressao de
Jak2 é regulada por seu promotor endégeno e condicionada a presenca da
enzima Cre-recombinase (MULLALLY et al., 2010). Todos os experimentos
realizados foram revisados e autorizados pelo Comité de Etica no uso de
animais da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto (CEUA/FMRP: protocolo
02/2016; Anexo A).

Cinco milhdes de células totais da medula déssea obtidas do
camundongo knockin para mutacdo Jak2V617F (CD45.2; Jak2WT/V617F)
foram transplantadas em camundongos PepBoy fémeas (CD45.1; B6.SJL-
Ptprca Pepcb/BoyJ, The Jackson Laboratory, EUA) letalmente irradiados com
700 cGy de raios X. ApoOs o transplante foi realizada antibioticoterapia
profilatica com enrofloxacino 5mg/kg/dia por 5 dias. O quimerismo foi
determinado em sangue periférico através da marcacao dos leucoécitos com
anticorpos FITC-CD45.1 e PE-CD45.2 (BD, EUA). Os animais foram
dicotomizados para 0s grupos veiculo (n=6; PBS) ou metformina (n=4;
125mg/kg/dia) segundo peso e quimerismo apés oito semanas do transplante
e tratados diariamente durante 6 semanas por via intraperitoneal.

Na conclusdo do experimento, os animais foram eutanasiados com
sobredose de anestesia com cetamina (300mg/kg) e xilazina (30mg/kg) e
avaliados quanto ao comprometimento organico de baco e medula 6ssea
(MO), frequéncia de precursores hematopoiéticos no baco e medula éssea
por citometria de fluxo que incluiram (CHALLEN et al., 2009):

» Progenitores eritroides (CD71/Ter119);

= Células-tronco e progenitoras hematopoiéticas (CTPH) LSK: Lin Sca-
1*c-KitH!

= CTPH de longo prazo [LT-HSC]:LSKCD48CD150*

= CTPH de curto prazo [ST-HSC]:LSKCD48*CD150*

» Progenitores mutipotentes [MPP]: LSKCD48*CD150

* Progenitores mieloides LK: Lin"Sca-1-c-Kit"

» Progenitor mielo-eritroide (MEP): LK CD34'CD16/32

= progenitor mieloide comum (CMP): LK CD34*CD16/32

= progenitores granulociticos (GMP): LK CD34*CD16/32*
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A capacidade de formagéo de col6nias ex vivo foi determinada atraves
do ensaio clonogénico em metilcelulose (MethoCult™ GF M3434, Stem Cell
Tech), no qual foram utilizadas 5000 células mononucleares da medula éssea
dos animais tratados com metformina ou veiculo. Apés 10 dia de cultivo, as
colénias foram contadas e identificadas segundo critérios morfologicos
padronizados (KRONSTEIN-WIEDEMANN; TONN, 2019).

A interrogacdo de vias celulares desreguladas nos progenitores
hematopoiéticos pelo tratamento com metformina foi determinada em células
c-Kit enriquecidas por separagdo imunomagnética em equipamento
autoMACS (Miltenyi Biotec, Alemanha) e avaliadas por PCR-Array para ciclo
celular e apoptose (PAMM-020Z e PAMM-012Z, respectivamente) (Qiagen,
EUA). A extracdo do &cido ribonucleico (RNA) foi realizada utilizando o
reagente TRIzol LS (Ambion, EUA). A sintese do acido desoxirribonucleico
(DNA) complementar de dupla fita utilizou o sistema do kit High Capacity
cDNA Reverse Transcription (Applied Biosystems, EUA). As reacdes de PCR-
Array foram realizadas segundo preconizado pela fabricante e as andlises
realizadas no ambiente virtual GeneGlobe (Qiagen, EUA).

3.2 Casuistica e protocolo de tratamento

O diagnostico de LMA foi realizado segundo preconizado pela
Organizacao Mundial da Saude (SWERDLOW et al., 2017). Os dados clinicos
e laboratoriais foram obtidos através da analise do prontuario médico e o risco
citogenético para pacientes com LMA foi realizado segundo sugerido pelo
European LeukemiaNET (DOHNER et al., 2017) e o risco de recaida para
pacientes com leucemia promielocitica aguda (LPA) segundo o PETHEMA-
GIMEMA(SANZ et al., 2000). Amostras de cinco pacientes com LMA foram
utilizadas para avaliacdo da eficiéncia terapéutica de Linsitinibe ex vivo
(CAAE: 40325820.0.0000.5440; Anexo B). Para tanto, células mononucleares
da medula 0ssea foram utilizadas para determinacdo da viabilidade (ensaio
de MTT) e apoptose (através de coloragdo com Anexina V/PI).

A expressdo génica de IGF1R e de IGF2R foi avaliada utilizando a
coorte do estudo clinico do consorcio internacional em leucemia promielocitica
aguda (IC-APL; n=105) (CAAE: 819878.5.1001.5440; Anexo C). Neste estudo

foram incluidos pacientes diagnosticados com LPA entre fevereiro de 2002 a
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setembro de 2010 (REGO et al., 2013). O material escolhido para analise foi
amostras de medula 6ssea. O diagndstico de LPA foi baseada na deteccao
do padrdo caracteristico de microspeckled por meio da técnica de
imunofluorescéncia. A analise citogenética de t(15; 17) e/ou RT-PCR para o
gene de fusdo PML-RARa foi obrigatorio para confirmacao do diagndstico. O
diagndéstico molecular foi realizado pelo Servico de Hematologia da Faculdade
de Medicina de Ribeirdo Preto da Universidade de S&o Paulo. Uma vez
confirmado o diagndstico, os pacientes foram classificados de acordo com o
risco de recaida da doenca, o qual leva em consideracdo contagens de
leucdcitos e plaguetas no sangue periférico no momento do diagnéstico.
Resumidamente, os pacientes foram classificados como sendo de baixo risco
de recaida se a contagem de leucécitos fosse abaixo 10 x 10%/uL e plaquetas
acima de 40 x 10%/uL, como sendo de risco intermediario, quando apresentava
contagem de leucdcitos abaixo de 10 x 10%uL e plaguetas abaixo de 40 x
10%/uL, e pacientes com alto risco de recaida quando apresentavam contagem
de leucdcitos acima de 10 x 10%/uL (SANZ et al., 2000).

As coortes do atlas do genoma do céancer de LMA (TCGA, 2013) e de
uma coorte europeia de pacientes adultos com LMA (DE JONGE et al., 2010;
VERHAAK et al., 2009) foram utilizadas para determinar a expressao génica
diferencial e o impacto prognoéstico de IGF1R, IGF2R, IRS1 e IRS2. Os dados
podem ser acessados no portal CBio para gendmica do cancer (CERAMI et
al., 2012) e no repositério de expressdo génica do Centro Nacional para
informacdo em Biotecnologia (GEO-NCBI) sob o registro GSE-6891. Uma
coorte adicional que inclui dados transcriptdmicos de células CD34+ de
pacientes com SMD e individuos saudaveis foi obtida no GEO-NCBI,
registrado como GSE-58831 (GERSTUNG et al., 2015). Todos os dados

depositados em plataformas sdo de uso livre desde que citada a fonte.

3.3 Proposicao de um indice progndéstico baseado em expresséo génica

para pacientes com sindrome mielodisplasica
3.3.1 Analise transcriptdmica de células CD34 de pacientes com SMD

Os dados de expressao génica obtidos pelo método de microarranjo
estdo depositados no GEO-NCBI sob o seguinte registro GSE58831. A

normalizacdo da expressao foi realizada utilizando uma abordagem de
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multiplos chips e relativa a genes enddgenos (IRIZARRY et al., 2003). Foram
selecionados genes que participam dos processos de glicdlise, ciclo dos
acidos tricarboxilicos e fosforilacdo oxidativa para interrogar a expressao
génica diferencial entre pacientes com SMD e a capacidade preditiva quanto
a sobrevida global. A tabela 1 contém os genes selecionados para desenho
do indice baseado em expressdo génica. Genes cujos valores de expressao
nao foram suficientes para serem detectados pelo método foram excluidos.
Ademais, genes com mais de um transcrito quantificado foram avaliados

segundo a mediana de expressao.

Tabela 1. Listados genes selecionados para proposi¢cdo de um indice progndstico baseado
em expressdo génica e para expressao génica diferencial entre pacientes com sindrome
mielodisplasica e individuos saudaveis.

ABAT ACLY ANPEP CAT CS DPYPD ERCC2 FASN GAD1
GGCT GOT2 GPX1 GSR GSS GSTM1 HK1 HK2 IDH1
IDH2 IDH3A IDH3B IDH3G LDHA LDHB MDH2 ME1 OGDH

PANK1  PFKL PFKP PKM PKMYT1 SCD SDHA  SLC25A5 TALDO1

3.3.2 Modelagem do indice progndstico

Para determinacao da funcao progndstica dos genes individualmente,
utilizou-se inicialmente o pacote “cutpointr” para o programa R, através do
qual se determinou os pontos de dicotomizacdo para cada gene e 0s
respectivos valores da curva de caracteristicas operacionais do receptor
(ROC) e estatistica C. Apo6s dicotomizacdo, a capacidade preditiva de cada
gene foi determinada utilizando os modelos univariado e multivariado de
riscos proporcionais de Cox utilizando idade, sexo e estratificacédo de risco do
IPSS-R como confundidores. Os genes independentemente associados a
sobrevida global foram selecionados para o indice progndstico, sendo
computado o valor “um” para cada fator de risco apresentado. Os grupos do

indice proposto foram determinados por inspec¢éo por Kaplan-Meier.

3.4 Linhagens celulares

Todas as linhagens celulares e os respectivos meios de cultivo estdo
listados na tabela 2. Todas as linhagens foram autenticadas por genotipagem
de regibes microssatélites seguida de andlise de fragmentos e testadas
continuamente para a presenca de Mycoplasma sp. (MycoAlert™ PLUS
Mycoplasma Detection Kit; Lonza, EUA). A linhagem Molm13 foi cedida pelo
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professor Jurg Schwaller do departamento de biomedicina da Universidade da

Basiléia. Todas as demais foram adquiridas na ATCC (EUA).

Tabela 2: Linhagens celulares utilizadas e meios de cultivo

Linhagem  Espécie Caracteristica Meio de cultivo
NB4 Homo sapiens LPA com t(15;17) RPMI 10% SFB
NB4-R2 Homo sapiens LPA com t(15;17) RPMI 10% SFB
Kasumi-1 Homo sapiens LMA com t(8;21) e mutacao em Kit RPMI 20% SFB
THP1 Homo sapiens LMA com expressdao truncada de TP53  RPMI 10% SFB*
Molm13 Homo sapiens LMA com mutacdo em FLT3 RPMI 10% SFB
MV4;11 Homo sapiens LMA com mutacdo em FLT3 IMDM 10%SFB

Abreviacdes: LPA: Leucemia Promielocitica Aguda; LMA: Leucemia Mieloide Aguda; RPMI:
Roswell Park Memorial Institute; IMDM: Meio Dulbecco modificado por Iscove; SFB: Soro Fetal
Bovino.

* adigdo de 0,05mM de 3-mercaptoetanol.

3.5 Reagentes quimicos
3.5.1 Meios de cultura

Foram utilizados os meios de cultura RPMI (Roswell Park Memorial
Institute) e IMDM (Meio Dulbecco modificado por Iscove) foram adquiridos da
Gibco (EUA). Ao meio de cultivo foi adicionado 1% da solugdo com os
antibioticos penicilina e estreptomicina 10000U/mL (Gibco, EUA). Conforme
descrito na tabela 2, os meios foram suplementados com concentracdes
especificas de soro fetal bovino (Vitrocell, Brasil). As células primarias de
pacientes com LMA foram cultivadas em meio MEM (meio minimo essencial)
a suplementado com 15% de SFB e as seguintes citocinas: fator de célula
tronco (SCF; 100ng/mL), interleucina 3 (IL3; 10ng/mL), IL6 (20n/mL),
trombopoietina (TPO; 10ng/mL) e FLT3-ligante (FLT3-L; 10ng/mL) (TYNER et

al., 2013). Todas as citocinas foram adquiridas da PeproTech (EUA).
3.5.2 Compostos

A metformina utilizada para o tratamento do modelo de NMP
JAK2V617F foi adquirida da empresa Merck (hidrocloreto de 1,1-
dimetilbiguanida, Alemanha) e constitui-se do mesmo composto utilizado no
medicamento Glifage (Merck). Para o tratamento, a metformina foi diluida em
PBS estéril e administrada diariamente via intraperitoneal na dose de
125mg/kg.
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Os inibidores de IGF1R-IRS1/2 foram adquiridos da MedChem
Express (Franca) para o linsitinibe e da SunChine Chemical Technology
(China) para o NT157. Ambos foram diluidos em DMSO para 0os ensaios
funcionais e moleculares. Os inibidores farmacolégicos de FLT3 midostaurin
e quizartinibe foram adquiridos da MedChem Express (Franca) e diluidos em
DMSO. O inibidor farmacolégico de autofagia cloroquina foi adquirida da
Sigma-Aldrich (Reino Unido) e diluida em PBS estéril. A concentracao final de
cada composto esta indicada nas figuras correspondentes e a concentracao
final de DMSO em cultura néo superou 0,5%.

3.6 Ensaios funcionais

As linhagens celulares ou células mononucleares de medula 6ssea de
pacientes com LMA foram submetidas aos ensaios de citotoxicidade

detalhados a seguir.

3.6.1 Avaliacao da viabilidade celular

Este método foi utilizado para as linhagens celulares contidas na
tabela 2 quanto para as células primarias dos pacientes com LMA. As células
foram cultivadas em placas de 96 pocos em confluéncias especificas para as
linhagens (10000/100puL) e para as células primarias (100000/100uL). Apés
incubagéo por 24, 48 ou 72 horas a 37°C, adicionou-se 50 pg do reagente
metiltiazoltetrazélio (MTT) e as células foram incubadas a 37°C por 4 horas.
A reacao foi interrompida pela adicéo de 100 uL de 0,1N HCI em isopropanol.
A viabilidade foi avaliada pela mensuracdo da absorbancia a 570 nm,
utilizando um leitor automatico de placas (BioRad, EUA). Para as linhagens
celulares, cada condicédo foi testada com ao menos trés réplicas técnicas e 6
réplicas bioldgicas, enquanto para as células primarias os experimentos foram

realizados com trés réplicas técnicas.

3.6.2 Avaliacdo da apoptose celular através da marca¢cdo com anexina V

e iodeto de propideo

O estudo da apoptose foi realizado através da marcacéo das células
com anexina V (annexin V-FITC ou APC/BD PharMingen, CA, EUA) e iodeto
de propidio (Propidium lodide[Pl]/Molecular Probes, Leiden, The

Netherlands). Utilizando-se placa de 24 pocos, 2x10° células foram
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plagueadas por po¢co em meio apropriado para cada linhagem celular. As
amostras foram incubadas por 15 minutos na auséncia de luz em temperatura
ambiente e analisadas em equipamento FACSCalibur (BD Bioscience). Para
cada amostra, foram adquiridos 10000 eventos. Os dados foram adquiridos
no citbmetro de fluxo FACSCalibur (BD Bioscience) e analisados com o
programa FlowJo (Treestar). As células positivas para anexina V, em relacéo
ao numero total de células, indicam células em processo de morte celular

programada.

3.6.3 Avaliacdo da autofagia por citometria de fluxo

A determinacdo de presenca do processo de autofagia foi realizada
segundo metodologia proposta por Thomé e colaboradores (THOME et al.,
2016). Brevemente, utilizamos a sonda celular de livre-permeabilizacéo
laranja de acridina que possui mudanca metacromatica em condicdes com
reducao de pH. O fluxo autofagico foi determinado pela quantificacdo da razao

de fluorescéncia de vermelho para verde.

3.6.4 Avaliacao dos efeitos citotdoxicos na funcdo mitocondrial

A producdo de espécies reativas de oxigénio (ERO) total (DCFDA,
Thermo scientific, EUA), ERO mitocondrial (mitosox, Thermo scientific, EUA),
massa mitocondrial (mitotracker, Thermo scientific, EUA) e polarizacdo
mitocondrial (coloragdo com JC-1, Thermo scientific, EUA) foi determinada por

citometria de fluxo.

3.7 Western blotting

Ao precipitado celular contendo entre 5x10% e 10x10° de células foi
acrescentado tampéo de extracdo de proteinas contendo 100 mM Tris (pH
7,6), 1% Triton X-100, 150 mM NaCl, 35 mg fluoreto de fenilmetilsulfonil
(PMSF)/mL, 10 mM Na3Vv0O4, 100 mM NaF, 10 mM Na4P207, e 4 mM acido
etilenodiamino tetracético (EDTA). As amostras foram homogeneizadas e
incubadas por 60 a 120 minutos a 4°C. Apds esse periodo, as amostras foram
centrifugadas a 12000xg, 4°C durante 20 minutos. Ao produto do extrato
proteico total, adicionou-se tampédo de Laemmli contendo 100 mmol/L de
ditiotreitol, 10% de dodecilsulfato de sodio (SDS) e azul de bromofenol. As

amostras foram armazenadas a -80°C. O extrato proteico foi submetido a
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eletroforese em gel de poliacrilamida 6,5 a 15% em aparelho de eletroforese
(Mini-Protean, Bio-Rad Laboratories, EUA). A eletrotransferéncia das
proteinas do gel para a membrana de nitrocelulose foi realizada por 120
minutos a 120V em aparelho miniaturizado de transferéncia da Bio-Rad. A
ligacdo dos anticorpos a proteinas ndo especificas foi reduzida por preé-
incubacdo da membrana por 1 hora com tampéao de bloqueio (5% leite em p6
desnatado sem acucar, 10 mmol/L Tris, 150 mmol/L NaCl, e 0,02% Tween 20)
a 4°C. A membrana de nitrocelulose foi entdo incubada com anticorpos
especificos diluidos em tampéo de blogueio (3% leite em pd desnatado sem
acucar) por 12 horas a 4°C sob agitacdo e entéo lavadas 3 vezes com solucéo
basal (10 mmol/L Tris, 150 mmol/L NaCl, and 0,02% Tween 20). O sistema de
revelacdo usado foi baseado em quimioluminescéncia, utilizando-se o kit
SuperSignal West Dura Extended Duration Substrate System (Thermo Fisher
Scientific) e Gel Doc XR+ system (Bio-Rad). Os anticorpos utilizados estéo
listados na tabela 3. A intensidade de expressao proteica foi normalizada pela
expressdo das proteinas endogenas actina, tubulina ou GAPDH, e a
intensidade das modificacdes pds traducionais, através da intensidade da
banda da proteina total correspondente. As imagens finais foram elaboradas

a partir das por¢des do gel que contém as bandas de interesse.
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Empresa Alvo Espécie Catélogo Diluicao
Cell signaling p-IGF1RTyr135 Coelho 3918 1:1000
IGF1R Coelho 9750 1:2000
IRS1 Coelho 3407 1:2000
IRS2 Coelho 3089 1:2000
p-mTORSer2448 Coelho 5536 1:4000
mTOR Coelho 2983 1:4000
p-AktSer473 Coelho 4060 1:2000
Akt (Pan) Coelho 4691 1:2000
p-4E-BP1Thr70 Coelho 9455 1:4000
4E-BP1 Coelho 9644 1:4000
p-P44/42Thr202/Tyr204 Coelho 4370 1:2000
P44/42 Coelho 4695 1:2000
SQSTM1/p62 Coelho 23214 1:1000
Beclin-1 Camundongo 4122 1:2000
LC3B Coelho 3868 1:2000
Caspase 3 Coelho 9662 1:2000
p-P38 MAPKThr180/Tyr182 Coelho 4511 1:2000
P38 MAPK Coelho 8690 1:2000
p-SAPK/JINK Thr183/Tyr185 Coelho 9255 1:2000
SAPK/INK Coelho 9252 1:2000
p-FLT3Tyr591 Coelho 3474 1:1000
FLT3 Coelho 3462 1:2000
p-STATSTY694 Coelho 4322 1:2000
STATS Coelho 94205 1:2000
p-Raptorser792 Coelho 2083 1:1000
Raptor Coelho 2280 1:1000
p-RictorTri13s Coelho 3806 1:1000
Rictor Coelho 2114 1:1000
p-ULK1Ser757 Coelho 14202 1:1000
ULK1 Coelho 8054 1:2000
BCL-XL Coelho 2762 1:4000
ATG13 Coelho 13468 1:2000
PARP Coelho 9542 1:4000
GAPDH Coelho 2118 1:4000
Santa Cruz
Biotechnology p-IRS1/2Ty612 Coelho SC-17195 1:250
p-P70S6KThr421/Ser424 Coelho SC-7984 1:2000
P70S6K Camundongo SC-8418 1:2000
p-H2A.XSer139 Camundongo SC-517648 1:4000
Tubulin Camundongo SC-5286 1:4000
Thermo Fischer p-ERK1/2Thr185/Tyr187 Coelho 44-680G 1:2000
ERK1/2 Coelho 61-7400 1:2000
Sigma BCL-2 Camundongo 087K4776 1:5000
a-Tubulin Camundongo 118K4780 1:10000
Novus biologicals B-Actina Camundongo NB600-501H 1:5000
Abcam p-IRS1/25er1101/1149 Coelho ab178703 1:2000
p-IRS1Tyr632 Coelho ab109543 1:2000
p-IRS2Ser7s1 Coelho ab3690 1:1000
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3.8 Andlise de enriguecimento de conjuntos génicos

Os fendtipos utilizados para comparacdo transcriptbmica foi a
dicotomizacédo da expressao génica de IGF1R, IGF2R, IRS1 e IRS2 para os
pacientes com LMA e as entidades de risco do indice prognostico proposto
para SMD. A analise de enriguecimento de processos biolégicos e
moleculares significativamente associados aos fendtipos comparados foi
realizada com auxilio do programa GSEA v4.0.3 (Gene Set Enrichment
Analysis, Instituto Broad, EUA) (SUBRAMANIAN et al., 2005). Foram
utilizadas as seguintes bibliotecas de processos curadas pelo instituto Broad
MSigDB: Reactome, KEGG e Hallmarks, utilizando 1000 permutacfes para
calculo do valor de P, indice de enriqguecimento normalizado (NES) e razéo
de falsa descoberta FDR. Os valores de P<0,05 e FDR <0,25 foram

considerados significativo.

3.9 Anélise dos dados

As andlises descritivas foram realizadas para os dados clinicos dos
pacientes utilizando teste exato de Fischer ou teste de Chi-quadrado para
comparacao das proporcdes entre variaveis categoricas e o0s testes nao
paramétricos de Mann-Whitney ou Kruskall-Wallis para as variaveis
continuas. O teste de independéncia entre covariaveis foi realizado utilizando
o modelo de risco proporcionais de Cox. A capacidade preditiva para o
desfecho sobrevida global de cada variavel interrogada foi determinada
utilizando curva ROC e a respectiva estatistica C. A comparacéao direta entre
o poder preditivo de covariaveis foi determinada através das diferencas entre
as areas sobre a curva de cada curva ROC por meio de uma implementacao
para o R do algoritmo de DeLong (DELONG; DELONG; CLARKE-PEARSON,
1988). Circunstancialmente, foi utilizado o método de validacao interna por
reamostragem com Bootstrap para correcdo de sobreajuste. Para tanto,
realizamos 1000 reamostragens utilizando a coorte original e calculamos os
desfechos clinicos para tempos e covariaveis escolhidos. O procedimento
estimou o respectivo intervalo de confianga 95% e o intervalo de aceleracéo
de bootstrap e correcdo de viés.

Os testes para os ensaios funcionais foram analisados utilizando o

teste t de Student ou Anova com pés teste de Bonferroni. A expressao génica
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em quantis foi realizada para ranqueamento utilizando o pacote limma-voom
no servidor baseado em web Galaxy (https://usegalaxy.org/). A expressao
génica diferencial foi avaliada também através dos graficos de disperséo de
tipo vulcao (Volcano plot) ou mapa de calor (Heatmap). O Volcano plot utilizou
dados de expressdo em quantis e foi construido com o software GraphPad
Prism 8 (Prism, EUA). Os Heatmaps foram construidos com a ferramenta web
Morpheus (https://software.broad institute.org/morpheus).

A sobrevida global foi definida como o tempo decorrido entre o
diagnostico e o Obito e a sobrevida livre de doenca como o tempo entre a
remissdo completa e a recidiva. Os pacientes que nao apresentaram 0S
eventos foram censurados na ultima notificacdo de que estavam vivos e/ou
livres de doenca. As curvas de sobrevida foram construidas pelo método de
Kaplan-Meier e comparadas pelo teste de Log-Rank.

Todos os valores de P foram calculados para ambos os lados da
distribuicdo (Two-Sided) com nivel de significancia de 0,05 e computando os
respectivos intervalos de confianca. Os testes de inferéncia estatistica foram
realizados com auxilio dos programas Stata Statistic/Data analysis versédo 12
(Stata Corp, EUA), Statistical Package for Social Sciences 19 (SPSS 19,
EUA), GraphPad Prism 8 (Prism, EUA) e R 3.5.2 (Projeto CRAN, www.r-

project.org).
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4. RESULTADOS
4.1 Investigacao da acado de Metformina sob a célula tronco da NMP

A falta de opcdes terapéuticas curativas para pacientes com NMP é em
certa medida relacionada as terapias disponiveis ndo afetarem a funcédo das
células tronco iniciadoras da NMP (CHEN; MULLALLY, 2011; CIBODDO;
MULLALLY, 2018; MEAD; MULLALLY, 2017). Nosso grupo de pesquisa
determinou previamente o beneficio pré-clinico da metformina em monoterapia
em modelo murino de NMP induzida pela mutagdo JAK2V617F (MACHADO-
NETO et al., 2018), quanto a reducéo da esplenomegalia. Para determinar se a
metformina poderia interferir na funcéo das células tronco da NMP, realizamos o
tratamento in vivo com metformina de animais com NMP que recapitula a
policitemia vera através de transplante de células totais em receptores
letalmente irradiados (Figura 1A).

O tratamento com metformina (125mg/kg/dia) foi bem tolerado, reduziu a
esplenomegalia (P=0,02, Figura 1B-D) e a contagem de plaquetas (P<0,05,
Figura 1G) mas ndo os niveis de hemoglobina e contagem de leucdcitos (Figura
1 E-F). O tratamento com metformina diminuiu a frequéncia de células CD45.2
no sangue periférico (P<0,05, Figura 1H). Os animais tratados com metformina
tenderam a apresentar menor frequéncia de progenitores eritroides imaturos no
baco (pro-eritroblastos [Pro-E] e progenitores eritroides precoces; ambos P=0,1;
Figura 2B-C), enquanto apresentaram maior frequéncia dos progenitores
eritroides tardios (P=0,008; Figura 2D).

A estratégia para analise imunofenotipicas dos progenitores
hematopoiéticos esta ilustrada (Figura 3A-C). O tratamento com metformina
diminuiu a frequéncia de células tronco e progenitoras hematopoiéticas (LSK) e
progenitores multipotentes (P<0,05, Figura 3E), sem afetar a distribuicdo dos
demais progenitores analisados (Figuras 3D-E). Células mononucleares de
medula 6ssea (CMMO) de animais tratados com metformina apresentaram
menor capacidade de formacéo de colonias (P<0,001, Figura 3F), com reducéo
de 3,5x do numero médio de colbnias a cada 1.000 CMMO. A analise molecular
de 168 genes em células c-Kit enriquecidas de animais tratados com veiculo ou
metformina através do método de PCR-Array identificou 77 genes

diferencialmente expressos utilizando uma razéo de variacdo de 2 em qualquer
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sentido. Entre os genes, 30 tiveram expressao diminuida e 47 genes com

expressdo aumentada (Figura 3G).
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Figura 1. O tratamento com metformina diminui a hematopoese extramedular em camundongos com neoplasia mieloproliferativa Jak2V6l7F
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Figura 1 - (A) O desenho experimental para inducdo de fendtipo de neoplasia mieloproliferativa em camundongos esta ilustrado. Células de medula 6ssea de
camundongos knockin para mutacdo Jak2V617F (CD45.2) foram transplantadas em camundongos PepBoy (CD45.1) letalmente irradiados. Apés a avaliacdo do
guimerismo na 82 semana, os camundongos foram randomizados e tratados diariamente com veiculo (n=6) ou metformina (125mg/kg) (n=4) durante 6 semanas. (B)
Imagens e (C) peso dos bacos dos camundongos tratados com veiculo ou metformina. Barra da escala: 10mm. * P<0,05, teste t de Student. (D) Grafico de pontos
indicando a média e os desvio padrdo do peso dos animais tratados com veiculo ou metformina nas semanas de tratamento. teste t de Student pareado. Graficos de
disperséo representam os niveis de hemoglobina (D), contagens de leucdcitos (E) e plaquetas (F) e o quimerismo CD45.1/CD45.2 (G). * P<0,05, teste t de Student.
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Figura 2. O tratamento com metformina altera a distribuicdo dos progenitores eritroides em modelo murino de NMP.
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Figura 2 - (A) Dot plots representativos da andlise de progenitores eritroides no bago. Os graficos de dispersédo representam a frequéncia de (B) pro-eritroblastos (I-Pro-
E), (C) progenitores eritroides precoces (ll) e (D) progenitores eritroides tradios (Ill). **P<0,01, teste t de Student.
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Figura 3. O tratamento com metformina afeta a funcéo da célula tronco da NMP.
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Figura 3 - (A) Dot plots ilustrativos da andlise de células tronco e progenitoras hematopoiéticas (LSK) e progenitores mieloides (LK), (B) células tronco hematopoiéticas
e (C) subpopulagGes de progenitores mieloides. (D) Os gréaficos de disperséao representam a frequéncia de progenitores mieloides (LK: Lin-c-Kit"), progenitores mielo-
eritroides (MEP), progenitor comum mieloide (CMP) ou progenitor granulocitico-monocitico (GMP). (E) Os graficos de dispersdo representam a frequéncia de células
tronco e progenitoras hematopoiéticas (LSK: Lin"Sca-1*c-Kit"), células tronco de longo prazo (LT-HSC), células tronco de curto prazo (ST-HSC) ou progenitor
multipotente (MPP). (F) Gréficos de barra com o nimero de colbnias e os respectivos subtipos computados segundo morfologia, P=0.001, Teste t de Student. (G)
Dados de expressédo génica mostrados com mapa de calor a partir da analise por gPCR array de células c-Kit enriquecidas de animais tratados com veiculo (PBS) ou
metformina (125mg/kg/dia). Niveis de expressao génica foram normalizados pela amostra de animais tratados com PBS e calculados como razédo de variacéo (fold-
change), sendo selecionados todos com valores superiores a dois em ambas as dire¢des. Em verde estéo indicados os genes com expressdo diminuida, bem como
em vermelho os com expressdo aumentada em relagéo ao grupo veiculo. *P<0,05, **P<0,01, ***P<0,001
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4.2 Proposicdo de um indice progndstico baseado em assinatura
transcriptdbmica de células CD34 de pacientes com sindromes

mielodisplasicas

Foram selecionados 37 genes que codificam enzimas da glicélise e do
ciclo de acidos tricarboxilicos previamente associados como desregulados em
diversas neoplasias soélidas e hematoldgicas. Dezessete genes foram
hiperexpressos e 5 genes hipoexpressos em amostras de pacientes com SMD
comparados a individuos saudaveis (Figura 4B). A Tabela 2 sumariza os 15
genes cuja expressao génica foi capaz de predizer o desfecho quanto a
sobrevida global na andlise univariada. Utilizando idade, sexo e categoria de
risco segundo o IPSS-R, 5 genes foram independentemente associados a
sobrevida global (Figura 4A; Tabela 4) e foram utilizados para a proposi¢ao de
nosso escore de risco molecular (MBS: Molecular-Based Score).

O célculo do MBS levou em consideragao que a alta expressdo de ANPEP
e PKM, assim como a baixa expressdo de ACLY, PANK1 e SLC25A5 foram
independentemente associadas a sobrevida global inferior, sendo atribuido peso
1 para cada variavel de risco. As associacdes clinicas e moleculares do MBS
estdo sumarizadas na tabela 5. O MBS variou entre 0 (pacientes que néo
apresentaram nenhum dos fatores de risco) e 5 (pacientes que apresentaram
todos os fatores de risco) com mediana de 1, e foi calculado da seguinte maneira:
MBS risco favoravel = 0 (n=28), MBS risco intermediario = 1 (n=46) e MBS risco

desfavoravel = 2 - 5 (n=53).
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Figura 4. Associacgao de expressédo génica de elementos metabdlicos selecionados para
0 Molecular-Based Score (MBS).
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Figura 4 - Graficos de dispersdo de acordo com a expressdo de genes selecionados e
estudados para a composicdo do MBS. A comparacdo da expressdo de cada gene entre
individuos saudaveis (HD) e pacientes com sindromes mielodisplasicas (SMD) é apresentada.
Os genes indicados no painel superior (A) indicam os genes que compdem o MBS.

Nota: *P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001, Teste de Mann-Whithney.



Tabela 4. Lista de genes associados a sobrevida global em analise univariada

Andlise Univariada

Andlise Multivariada

Alvo Hazard Ratio?
GAD1 0,34
ANPEP 2,73
ACLY 0,38
DPYPD 3,19
MDH?2 0,43
SLC25A5 0,44
GOT2 0,37
PKM 2,24
SLC2A5 2,17
GSS 0,46
LDHB 0,42
PANK1 0,42
IDH3G 0,25
SCD 2,31
SDHA 0,42

IC95%
0,17-0,66
1,44-5,17
0,21-0,72
1,33-7,65
0,23-0,81
0,24-0,83
0,17-0,80
1,18-4,23
1,16-4,05
0,24-0,86
0,21-0,85
0,21-0,86
0,07-0,84

1,1-4,87
0,18-0,98

p
0,001
0,002
0,002
0,008
0,009
0,01
0,01
0,01
0,01
0,01
0,01
0,01
0,02
0,02
0,04

Hazard Ratio?

0,73
2,16
0,48
2,22
0,6
0,52
0,58
2,01
1,84
0,65
0,61
0,43
0,34
1,56
0,51

IC95%
0,3-1,73
1,08-4,31
0,24-0,96
0,9-5,48
0,31-1,21
0,27-0,99
0,24-1,36
1,02-3,93
0,88-3,87
0,32-1,31
0,28-1,28
0,19-0,98
0,11-1,16
0,72-3,38
0,21-1,17

[
0,47
0,02
0,02
0,08
0,15
0,04
0,21
0,04
0,1
0,22
0,19
0,04
0,08
0,25
0,11

Abreviacao: IC95%: Intervalo de confianga de 95%. Os genes independentemente
associados a sobrevida global estdo destacados.
Hazard ratio < 1 indica que o primeiro valor da variavel categérica possui pior desfecho.

Utilizando o modelo de risco proporcionais de Cox para a analise
multivariada, o MBS foi independentemente associado a sobrevida global
utilizando sexo, idade e IPSS-R como confundidores (Tabela 6). O MBS
apresentou alto poder preditivo (Figura 5) possuindo estatistica C de area sob a
curva = 0,71 (IC95%: 0.62 — 0.78) e Hazard ratio de 3,05 (IC95%: 1.81 — 5.05;
P<0.001) (Tabela 7). N6s validamos nosso escore de risco através do método
ndo paramétrico de reamostragem de Bootstrap, demonstrando a estabilidade

de seu poder preditivo (Tabela 8).



Tabela 5: Caracteristicas clinicas dos pacientes com SMD incluidos para o calculo do indice baseado em expressédo génica (MBS).
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Caracteristicas

Todos os pacientes

Molecular-Based Score

Risco favoravel

Risco intermediario

Risco adverso

No. % Mediana No. % Mediana No. % Mediana No. % Mediana P
(variacdo) (variacdo) (variacéo) (variacéo)

N 159 100 28 17.6 60 37.8 71 44,6
Sexo 0.08

Feminino 57 35.8 15 46.4 21 35 21 30

Masculino 102 64.2 13 53.6 39 65 50 70
Idade, anos 67 (19 - 87) 63 (32 - 82) 67 (19 — 87) 67 (33 -87) 0.439
Blastos na 4 (0-63) 25(0-14) 3(0-63) 8.5 (0 — 46) <0.001
medula éssea, %
Hemoglobina, 9.5 (4.5-14.6) 10(6.9-11.9) 9.45 (5.4 — 14.6) 9.8 (4.5-14.4) 0.952
g/dL
Contagem 1.8 (0.08 - 15.2) 2.5(0.91 - 5.36) 2.3(0.38-6.4) 1.3(0.08 - 15.2) 0.003
absoluta de
neutrdfilos,
x108/uL
Plaquetas, 152 (10 — 1042) 250 (38 — 787) 157 (16 — 604) 109 (10 — 1042) 0.007
x103/uL
Dependéncia 0.627
transfusional

Sim 58 44.3 9 57.1 27 55.1 30 52.7

Nao 73 55.7 16 32.1 22 44.9 27 47.3
IPSS-R <0.001

Muito baixo 27 17.0 8 28.6 14 23.3 5 7.1

Baixo 53 33.3 12 42 .9 26 43.3 15 21.4

Intermediario 44 27.7 5 17.9 15 25 24 33.8

Alto 23 14.5 3 10.7 1 1.7 19 26.8

Muito alro 12 7.5 0 0 4 6.7 8 11.3
WHO 2008 <0.001
category

RA 13 8.2 1 3.6 9 15 3 4.2

RCMD 27 17.0 1 3.6 16 26.7 10 14.1

RCMD-RS 22 13.8 7 25 10 16.7 5 7

RARS 14 8.8 8 28.6 4 6.7 2 2.9

RARS-T 6 3.8 4 14.3 2 3.3 0 0

MDS with 5g- 6 3.8 2 7.1 4 6.7 0 0

RAEB 28 17.6 1 3.6 9 15 18 25.3

RAEB-2 28 17.6 4 14.3 3 5 21 29.6
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AML-MDS 7 4.4 0 0 1 1.7 6 8.4
NI 8 5.0 0 0 2 3.3 6 8.4
Mutacgbes

SF3B1 37 29.8 14 50 15 31.9 8 14.8 <0.001
TET2 33 20.8 5 21.7 14  29.8 14 256 0.765
ASXL1 21 13.2 2 8.7 6 12.8 13 241 0.161
SRSF2 16 10.1 1 4.3 6 12.7 9 16.7 0.336
DNMT3A 13 8.2 3 13 7 14.9 3 55 0.282
RUNX1 8 6.5 0 0 1 2.1 7 12.9 0.03
U2AF1 8 6.5 1 4.3 1 2.1 6 11.2 0.168

Notas: IPSS-R: Sistema Internacional de pontuacéo prognostica Revisado; RA: Anemia refrataria; RCMD: Citopenia refrataria com displasia de multiplas linhagens;
RCMD-RS: refrac Citopenia refratéria com displasia de multiplas linhagens com sideroblasto em anel; RARS: anemia refrataria com sideroblasto em anel; RARS-T:
anemia refrataria com sideroblasto em anel e trombocitose; RAEB: Anemia refrataria com excesso de blastos. AML-MDS: LMA com alteragBes mielodisplasicas; NI:
N&o informado.
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Figura 5. Andlise de sobrevida para pacientes com sindromes mielodisplasicas de
acordo com Molecular-Based Score (MBS)

A B
e MRS Favoehen! — MRS W —f MRS Mt
" ——— - ——s. -t Grupo de risco  Indice N (%) Mediana da $G Sg;ag;fﬁ
- Favordvel 0 22 (98%) Nao akangads 1009 (100-100%)
o W marmedano 1 45 (38%) 676 meses TE% (62.53%)
- Aldvresn =2 53 (44%) 31.7 meses 35% (22% - 59%)
£
2 c
9
o | 14+
= o — —
g l e MBS
g 124 » PSSR
-3
w
?’ 10 ® Soxo
b L
' ' = - “ ) "
e T 8
M do 9! o eidade
6
D
Subgrupo N de pacientes (%) HR (96% CI) p-value
idade 0.034
Continuo 119 {100) . 1.03 {1-1.07)
Sexo 0.1
Feminino 41{34) -y 051 (0.22-1.18)
IPSS-R 037
Nao-baixo 83 {52) b 145 (064:33)
MBS
Intermediano 46 (38) e 6.1 (0.79-47) 0.081
Adverso 53 (43) o} p—p— 4}, (1.26-81) 0.029
0390 4850 50 200 BOO

Figura 5 - (A-B) Analise de sobrevida global (SG) para pacientes com SMD provenientes da
coorte GSE58831 disponibilizados na plataforma Gene Expression Omnibus (GEO-NCBI).
Pacientes com baixo MBS (n=22) apresentam desfecho clinico favoravel quanto a sobrevida
global. A curva de sobrevida foi construida pelo método de Kaplan-Meier e comparadas pelo
teste de Log-Rank. (C) Significancia (estatistica-x?) de cada covariavel incluida no modelo
multivariado para predicdo de SG. (D) Forest-plot com dados do teste de validagdo cruzada
por reamostragem (Bootstrap) identificou MBS de risco adverso e idade como preditores
independentes de SG. HR e os respectivos 95%CI estéo indicados por um quadrado e uma
linha, respectivamente.

Nota: MBS: Molecular-Based Score; gl: graus de liberdade; 95%CI: Intervalo de confianca de
95%; HR: Hazard ratio.

Tabela 6. Andlises univariada e multivariada para sobrevida global de pacientes com
SMD

Sobrevida global

Andlise Univariada Andlise Multivariada
Variaveis HR? (95% C.1.) p HR (95% C.1.) p
Se,\jl“\’ls . 031 014-063 0001 047 021-1.06 0072
Idade 1,04 1,01 -1,07 0,006 1.03 1,01 -1,07 0,02
IPSS-R 1,52 1,18 - 1,96 0,001 2.51 0,69-1,37 0,882
MBS 3,05 1,84 — 5,05 >0,001 2,51 1,27 -4,96 0,008

Abreviacdes: SMD: Sindromes mielodisplasicas; IPSS-R: International Prognostic Score

System-revised
Hazard ratio < 1 indica que o primeiro valor da variavel categoérica possui pior desfecho.
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Tabela 7: Sobrevida global (SG) e poder preditivo de IPSS-R e MBS.

Variaveis SG de 2 anos (95%IC)  SG de 3 anos (95%IC)  P-Valor!  AUC (95%IC)
0,57

IPSS-R 0,004 (0,46 — 0,67)

Muito baixo 78% (59-100%) 78% (59-100%)

Baixo 85% (73-98%) 74% (60-92%)

Intermediario 69% (50-93%) 43% (23-80%)

Alto 69% (44-100%) 55% (30-100%)

Muito alto 43% (18-100%) 43% (18-100%)
0,71

MBS <0,001 (0,62 — 0,78)

Favoravel 100% (100-100%) 100% (100-100%)

Intermediario 80% (67-96%) 76% (62-93%)

Adverso 59% (44-77%) 35% (22-59%)

Notas: IPSS-R: Sistema Internacional de pontuacéo prognostica Revisado; MBS: Molecular-
Based Score. 95%IC: Intervalo de confianga de 95%. teste de Log-Rank

Tabela 8: Validac&o interna por reamostragem pelo método de Bootstrap para sobrevida
global (SG)

MBS SG de 2 anos (95%IC)  P-Valor SG de 3 anos (95%IC)  P-Valor
Favoravel 100% (100-100%) <0,001 100% (100-100%) <0,001
Intermediario 81% (62 - 93%) 76% (57 - 90%)
Adverso 58% (42 — 75%) 35% (19 — 56%)

Notas: MBS: Molecular-Based Score;

A predicdo prognodstica do MBS foi consistente quando avaliada para 0s
pacientes identificados como de risco muito baixo e baixo segundo o IPSS-R
(Figura 6A). As entidades de risco do MBS foram identificadas em todas as
categorias do IPSS-R, entretanto, o aumento do risco do IPSS-R esta associado
com o aumento do risco MBS (Figura 6B e Tabela 5).

A andlise de enriquecimento de conjuntos génicos (GSEA) revelou que o
aumento do risco do MBS (i.e. favoravel versus (vs.) intermediério; favoravel vs.
adverso; e intermediario vs. adverso) foi consistentemente associado com o
aumento dos programas relacionados a fosforilacdo oxidativa e circuitos de
controle da progressdo do ciclo celular, tais como G2M_checkpoint e
E2F targets, e metabolismo de acidos graxos (Figura 7A-C). Para comparacdes
especificas, pacientes de risco favoravel pelo MBS foram positivamente
enriquecidos com programas de diferenciagdo de progenitor megacariocitico-
eritroide (MEP) e negativamente enriquecido com assinatura (EPPERT et al.,
2011) de célula tronco leucémico (Figura 7D). Em concordancia, pacientes de
risco favoravel apresentaram enriquecimento positivo com metabolismo
mitocondrial (MOOTHA et al., 2003) e negativo com célula tronco hematopoiética
(Figura 7E) (JAATINEN et al., 2006). Pacientes de risco adverso apresentaram

enriquecimento negativo com o programa transcricional de MEP com genes com
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expressdo diminuida em célula tronco leucémica (Figura 7F). Utilizando critérios
estatisticos rigorosos (aumento: log2 da razéo de variacao >1,5; diminuicdo<1,5;
P<0,05), identificou-se genes diferencialmente expressos: favoravel vs.
intermediario (8 genes com expressdo aumentada e 16 com expressao
diminuida), favoravel vs. adverso (10 genes com expressdo aumentada e 129
com expressao diminuida) e intermediario vs. adverso (5 genes com expressao
aumentada e 42 com expressao diminuida) (Figura 7G-lI). O agrupamento
hierarquico ndo supervisionado demonstrou que a classificagdo do MBS
identifica pacientes com programas transcricionais particulares (Figura 7J),
especialmente relacionadas com o controle da energética celular e diferenciacao

dos progenitores hematopoiéticos.

Figura 6. Andlise de sobrevida para pacientes com sindromes mielodisplasicas de risco muito baixo
e baixo e distribuicdo do risco MBS e IPSS-R
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Figura 6 - (A) Analise de sobrevida global (SG) para pacientes com SMD de risco baixo e muito baixo
segundo classificagdo do IPSS-R provenientes da coorte GSE58831. Pacientes com baixo MBS (n=15)
apresentam desfecho clinico favoravel quanto a sobrevida global. A curva de sobrevida foi construida pelo
método de Kaplan-Meier e comparadas pelo teste de Log-Rank. (B) Grafico barra indicando a sobreposicao
entre as classifica¢cdes do IPSS-R e do proposto MBS.

Nota: MBS: Molecular-Based Score; 95%CI: Intervalo de confianca de 95%.
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Figura 7. As entidades do MBS s&o associadas com diferentes programas transcriptémicos.
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Figura 7 - (A-C) Analise de enriquecimento de conjuntos génicos (GSEA) de mddulos compilados do Hallmarks do banco de dados de assinaturas moleculares. Comparacdes
especificas sao indicadas na figura. Foram identificados como associados conjuntos génicos com razao de falsa descoberta <0,25, indice de enriquecimento normalizado >
|1,5] e valor de P < 0,05. (D-F) Graficos de enriqguecimento representativos para analise de GSEA. Comparacdes especificas estao indicadas. (G-I) Gréficos de vulcao (volcano
plot) demonstrando a extenséo (eixo X) e a significancia (eixo Y) dos genes diferencialmente expressos para cada comparacao especifica. (J) Mapa de calor sumarizando os
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200 genes mais diferencialmente expressos entre as entidades do MBS. A intensidade das cores representa o indice Z em cada linha. Os valores de expressdo para genes
com multiplas sondas séo representados pela respectiva mediana e o agrupamento utilizou um algoritmo baseado em média K. O mapa de calor foi construido utilizando o
Morpheus (https ://software.broad institute.org/morpheus).
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4.3Expresséao diferencial de IGF1R e IGF2R segundo grupos de risco dos

pacientes com LMA

Apos estratificacdo de acordo com o risco de recaida para os pacientes
com LPA e risco integrado para os pacientes com LMA do estudo TCGA,
observou-se que pacientes com LPA de risco intermediario apresentam menor
expressdo de IGF1R, assim como o0s pacientes de baixo risco apresentam
menores niveis de expressdo de IGF2R (Figura 8A). Contrariamente, 0s
diferentes riscos citogenéticos em pacientes com LMA do estudo TCGA néo
apresentam diferenca segundo a expressao de IGF1R e IGF2R (Figura 8B).

Figura 8: Associacédo de expresséo de IGF1R e IGF2R de acordo com a estratificagéo
de risco para pacientes com LMA
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Figura 8 - (A) Gréfico de dispersao para expressao de IGF1R, IGF2R e razdo de IGF1R/IGF2R
de acordo com o risco de recaida para pacientes com LPA (B) ou com o risco citogenético
para os pacientes com LMA. Os subtipos de LMA e valores de P estdo indicados; teste de
Mann-Whitney.

Nota: *P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001.

4.4Expressao de IGF1R e IGF2R prediz progndstico em LMA:

A analise de sobrevida dos pacientes da coorte de LMA do TCGA
evidenciou que pacientes com alta expressao de IGF1R (P=0.033), bem como
agueles com baixa expresséo de IGF2R (P=0.009) possuem piores indices de
sobrevida global quando comparados aos pacientes alocados nos outros grupos.
Analogamente, pacientes com alta razdo IGF1R/IGF2R apresentaram piores
indices para sobrevida global (P<0.001) e sobrevida livre de doenca (P=0.01)
(Figura 9). A alta razdo de expressdo IGF1R/IGF2R foi independentemente
associada a pior sobrevida global em pacientes com LMA utilizando idade,
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contagem de leucdcitos ao diagnéstico e risco integrado como confundidores

(Tabela 9).

Figura 9: Desfechos clinicos para pacientes com leucemia mieloide aguda de acordo

com a expressao de IGF1R e IGF2R
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Figura 9 - (A) Andlise de sobrevida global e (B) sobrevida livre de doenga para pacientes com
LMA provenientes do estudo The Cancer Genome Atlas (TCGA) e disponibilizados online no
Cbio portal for cancer genomics. Pacientes com alta expressdo de IGF1R, bem como baixa
expressao de IGF2R possuem prognostico desfavoravel quanto a sobrevida global, mas ndo
para sobrevida livre de doenca. A razédo de expressao IGF1R e IGF2R foi calculada através
da divisdo do numero de leituras provenientes do RNA-Seq utilizado para o trabalho original.
Pacientes com maiores razbes de expressdo IGF1R/IGF2R possuem piores indices de
sobrevida global e livre de doenca (todos P<0.05). As curvas de sobrevida foram construidas
pelo método de Kaplan-Meyer e comparadas pelo teste de Log-Rank.
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Tabela 9: Andlise univariada e multivariada para os pacientes com LMA provenientes do estudo
do TCGA.

Andlise univariada

Sobrevida livre de doenca Sobrevida global
Hazard Hazard
Fatores Ratiol (I.C. 95%) p Ratiol (I.C. 95%) p

Idade 1.01 099-1.02 0.078 1.03 1.02-1.05 >0.001

Estratificagdo de risco 169 122-232 0001 199 151-2.65 >0.001
CItOgenetlca

Alto vs. Intermediario vs.

Baixo
, . 9 1.001 -
Leucocitos (X10%L) 1.01 102 0.009 1.01 1.001-1.1 0.021
Expresséo de IGF1R 1.42 0.91-2.19 0.115 1.44 1.01-2.09 0.042
Expresséo de IGF2R 0.74 0.48-1.14 0.179 0.63 0.43-0.92 0.017

Razdo de expresséo 171  1.11-2,63 0.017 187 1.28-272 >0.001

IGF1R/IGF2R
Analise multivariada
Sobrevida livre de doenca Sobrevida global
Idade 101 0.99-1.02 0.097 1.04 1.02-1.05 >0.001

Estratificacdo de risco
citogenética
Alto vs. Intermediério vs.
Baixo

1.66 1.18-2.33 0.003 1.98 1.44-2.69 >0.001

1.001 - 1.002 -
- 9
Leucodcitos (X10%/L) 1.006 101 0.012 1.01 102 0.003

Razédo de expressao 136 087-212 0169 149  1.02-217 0.039

IGF1R/IGF2R

Abreviacdes: LMA: Leucemia Mieloide Aguda; TCGA: The Cancer Genome Atlas
1Hazard ratio > 1 indicam que o primeiro fator possui pior progndéstico.

Para pacientes com LPA da coorte de nossa Instituicdo, a alta expressao
de IGF1R prediz pior sobrevida livre de doenca (P=0.035), enquanto a baixa
expresséao de IGF2R identifica os pacientes com pior sobrevida global (P=0.027).
Pacientes com LPA com alta razdo IGF1R/IGF2R possuem piores indices de
sobrevida livre de doenca (p=0.04), mas ndo para sobrevida global (P>0.05)
(Figura 10). A alta razdo de expressdo IGF1R/IGF2R foi independentemente
associada a pior sobrevida livre de doenca em pacientes com LPA utilizando
idade, contagem de leucdcitos ao diagnéstico e a estratificacdo de risco como

confundidores (Tabela 10).



75

Figura 10: Desfechos clinicos para pacientes com leucemia promielocitica aguda de
acordo com a expresséo de IGF1R e IGF2R
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Figura 10 - (A) Andlise de sobrevida global e (B) sobrevida livre de doenca para pacientes
com LPA provenientes do protocolo internacional para Leucemia Promielocitica Aguda (IC-
APL). Pacientes baixa expressdo de IGF2R possuem progndstico desfavoravel quanto a
sobrevida global, mas nao para sobrevida livre de doenca. A razao de expressao IGF1R e
IGF2R foi calculada através da divisdo do valor de quantificacdo relativa. Pacientes com
maiores razdes de expressdo IGF1R/IGF2R possuem piores indices de sobrevida livre de
doenga. As curvas de sobrevida foram construidas pelo método de Kaplan-Meyer e
comparadas pelo teste de Log-Rank.
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Tabela 10:; Analise univariada e multivariada para os pacientes com LPA

Andlise univariada

Sobrevida livre de doenca Sobrevida global
Fatores Féaazt?g? (1.C. 95%) b Eﬁg? (1.C.95%)  p
Idade 0.94 0.88 -1.01 0.094 1.01 0.97-1.04 0.535
Estratificacéo de risco 3.43 1.02-12.63 0.044 1.54 0.75-3.21 0.241
Alto vs. Intermediario vs.
Baixo
Leucdcitos (X10%L) 1.01 1.001-1.02 0.036 1.01 1.001-1.1 >0.001
Expresséo de IGF1R 3.99 0.89-19.06 0.093 1.92 0.72-5.21 0.196
Expresséo de IGF2R 0.59 0.14 - 2.39 0.465 0.31 0.11-0.96 0.044
Razao de expresséo
IGE1R/IGE2R 5.92 0.77-10.89 0.094 1.72 0.63-4.76 0.291
Analise multivariada
Sobrevida livre de doenca Sobrevida global
Idade 0.94 0.86 —1.01 0.136 1.01 0.98-1.05 0.362
Estratificac@o de risco 1.96 0.45-8.47 0.364 0.77 0.28-1.76 0.453
Alto vs. Intermediario vs.
Baixo
L 1.0001 -
Leucdcitos (X10%L) 1.001 0.99-1.01 0.158 1.001 101 0.008

Razéo de expresséo

IGF1R/IGF2R 13.9 1.05-21.13 0.047 1.16 0.38 —3.52 0.28

Abreviacdo: LPA: Leucemia Promielocitica Aguda.
1Hazard ratio > 1 indicam que o primeiro fator possui pior progndéstico.

4.5A inibicdo farmacolégica de IGF1R possui efeitos antineoplasicos em

células de pacientes com LMA

Amostras de cinco pacientes com LMA foram utilizadas para verificacédo
da atividade antineoplasica ex vivo do inibidor farmacolégico de IGF1RI/IR.
Linsitinibe diminuiu a viabilidade e induziu apoptose em uma maneira dose

dependente (Figura 11).
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Figura 11. Linsitinibe possui efeitos antineoplasicos em células primarias de pacientes
com LMA.
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Figura 11 - (A) A apoptose foi detectada por citometria de fluxo em células priméarias de
pacientes com LMA tratadas ou ndo com Linsitinibe por 72 horas usando o método de
coloracéo Anexina V/PI. Os gréficos de barra representam a média com desvio padrdo dos
resultados de quatro pacientes. A viabilidade celular foi determinada pelo ensaio de MTT em
células de pacientes com LMA tratadas ou ndo com Linsitinibe por 72 horas e normalizada por
células ndo tratadas correspondentes. Os gréaficos de barras representam a média com desvio
padréo de cinco pacientes. Os valores de P e doses de Linsitinibe. Teste de ANOVA com pds-
teste de Bonferroni

Nota: *P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001.

Concentragiio de Linsitinibe (uM)

4.6Investigacdo das propriedades antineoplasicas in vitro da inibi¢céo

farmacoldgica de IGF1R em LMA

Foi utilizado um painel de 9 linhagens de células de neoplasias mieloides
para identificar aguelas mais sensiveis ao tratamento com Linsitinibe. Os ensaios
posteriores foram realizados com as linhagens celulares NB4, NB4-R2 e Kasumi-
1.

4.6.1 Linsitinibe reduz a viabilidade de linhagens celulares de LMA

A figura 12 representa um painel de linhagens utilizado para selecao de
linhagens que respondiam ao Linsitinibe, as células NB4, NB4-R2 e Kasumi-1

foram as que apresentaram menores concentracdes inibitérias de 50% (IC50).
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Figura 12: A inibigdo farmacoldgica de IGF1R diminui a viabilidade celular de linhagens
celulares de LMA
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Figura 12 - A viabilidade celular foi determinada pelo ensaio de MTT em um painel com nove
linhagens celulares tratadas ou ndo com linsitinibe por 72 horas e normalizada por células néo
tratadas correspondentes. Os graficos de barras representam a média com desvio padréo de,
pelo menos, quatro experimentos independentes. Os valores de P, as linhagens celulares com
as respectivas concentracdes inibitérias 50% (IC50) e doses estdo indicadas nos gréficos.
Teste de ANOVA com pés-teste de Bonferroni e regressdo néo linear.

Nota: *P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001.

4.6.2 Linsitinibe induz apoptose em linhagens celulares de LMA

Estimulados pelos resultados anteriores da reducdo da viabilidade,
motivamo-nos a investigar se o Linsitinibe induziria apoptose nas linhagens NB4,
NB4-R2 e Kasumi-1. A inibicdo farmacolégica de IGF1R induziu apoptose nas
trés linhagens em maneira dose dependente (Figura 13) apd6s 72 horas de

exposicao.
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Figura 13: Linsitinibe induz apoptose em linhagens celulares de LMA
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Figura 13 - A apoptose foi detectada por citometria de fluxo em células NB4, NB4-R2 e
Kasumi-1 tratadas ou ndo com linsitinibe por 72 horas usando o método de coloragédo Anexina
V/PI. Os gréaficos de barra representam a média com desvio padrdo de ao menos quatro
experimentos independentes. Os valores de p, linhagens celulares e dose de linsitinibe
utilizadas estéo indicadas.

Nota: *P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001.

4.6.3 Linsitinibe induz autofagia em linhagens celulares de LMA

Através da observacdo de que a IC50 calculada induziu apoptose em
niveis inferiores aos esperados, postulamos que o mecanismo de autofagia
estaria sendo ativado como mecanismo de limitacdo da eficiéncia terapéutica.
Utilizando citometria de fluxo para quantificar as células em processo de
autofagia (THOME et al., 2016), observamos que o tratamento aumenta o
namero de células com conteudo acido (percentual de células contidas na fracao
FL1-FL3) de maneira dose-dependente (Figura 14 A-B). Sobretudo, observamos
que o tratamento com linsitinibe induz degradacdo de p62/SQSTM1 e a
conversdo de LC3l em LC3Il, marcadores moleculares do processo autofagico
(Figura 14 C). Adicionalmente, determinamos que o tratamento combinado com
linsitinibe e o inibidor da autofagia cloroquina amplifica os efeitos citotdéxicos do

linsitinibe em monoterapia (Figura 14 D-E).

4.6.4 A inibicdo farmacoldgica de IGF1R inibe os efetores das vias
PI3K/Akt/mTOR e MAPK em linhagens de LMA

Molecularmente, linsitinibe diminuiu a fosforilacdo de IGF1R no sitio de
ativacdo Y1105 de maneira tempo dependente, e em decorréncia disso inibe a
expressao/ativacao de IRS1 e IR2, e os efetores da via IGF1R/IRS, de mTOR,
AKT1/2/3, P70S6K e 4EBP1, efetores da via PI3K, e de ERK1/2, efetor da via
MAPK. Os efeitos citotoxicos do tratamento com linsitinibe foram também

demonstrados pela clivagem de caspase 3 e da fosforilacdo da Histona H2A.X,
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um marcador de dano de DNA (Figura 15). A avaliacdo molecular da ativacéo

da autofagia foi confirmada em ensaio tempo-dependente.

Figura 14: Linsitinibe induz autofagia e tem suas atividades antineopléasicas
potencializadas pela combinacdo com a inibicdo farmacologica da autofagia em
linhagens celulares de LMA
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Figura 14 - (A) A autofagia foi determinada por citometria de fluxo em células NB4, NB4-R2 e
Kasumi-1 tratadas ou ndo com linsitinibe durante 72 horas utilizando o método de coloragéo
por laranja de acridina. Graficos de barras representam a média e desvio padrdo de pelo
menos quatro experimentos independentes de autofagia e quantificam a fracéo celular contida
gate. (B) Andlise de Western blot para os niveis de p62, LC3I/lIl e Beclina-1 nos extratos
celulares totais de células NB4, NB4-R2 e Kasumi-1 tratadas ou ndo com linsitinibe; as
membranas foram incubadas com anticorpo para detec¢do da proteina tubulina, e reveladas
com o sistema Supersignal West Dura Extended Substrat system e Gel Doc XR+. (C) A
apoptose foi determinada por citometria de fluxo em células NB4, NB4-R2 e Kasumi-1 tratadas
ou ndo com linsitinibe (10uM) e/ou cloroquina (20mM) durante 72 horas utilizando o método
de coloracao de anexina V/PI. Graficos de barra representam a média com desvio padrdo de
ao menos quatro experimentos independentes. Os valores de P, linhagens celulares e as
doses utilizadas estéo indicadas.

Nota: *P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001; CHQ: Cloroquina.
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Figura 15: O tratamento com linsitinibe modula as vias de sinalizagdo IGF1R/IRS,
PI3K/Akt/mTOR e MAPK em linhagens celulares de LMA
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Figura 15 - Analise por Western blot dos niveis de p-IGF1RY1135 p-IRS1/2Y612, p-mTORS2448,
p-AKT1/2/35473, p-P70S6KT421/8424  pn-AEBP1T70,p-ERK1/2T183/¥185  n62/SQSTM1, Beclina 1,
LC3I/l, p-histona H2A.X e caspase 3 (total e clivada) em extratos celulares totais de células
NB4, NB4-R2 e Kasumi-1 tratadas ou n&do com linsitinibe (40uM) de maneira tempo-
dependedente; as membranas foram incubadas com o anticorpo para deteccdo da respectiva
proteina total ou a-tubulina e reveladas com o sistema SuperSignal West Dura Extended
Duration Substrate System e Gel Doc XR+.
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4.77Investigacdo de mecanismos moleculares relacionados a expresséao

diferencial dos componentes da via IGF1R-IRS

A analise de enriquecimento de conjuntos é um método computacional
que permite a avaliacdo de diferencas concordantes de conjuntos génicos
(previamente construidos) com dois estados biolégicos. No presente projeto, a
avaliacao levou em consideracdo como parametros de analise a alta ou baixa
expressdo, segundo a estratificacdo pela curva ROC, para os genes IGF1R,
IGF2R em pacientes com LMA do estudo do TCGA.

O método exploratorio do GSEA permitiu a descoberta de assinaturas
moleculares associadas com a expressao diferencial de IGF1R e IGF2R (Figura
16). A principal funcao predita para IGF2R, como regulador da via de sinalizacdo
mediada pelas citocinas IGF1 e IGF2, é ainda especulativa e limitada a alguns
modelos (BERGMAN et al., 2013; IAMS; LOVLY, 2015). Através do GSEA
reconhecemos que 0s conjuntos génicos negativamente enriquecidos com a
expressado de IGF1R sdo semelhantes com aqueles positivamente enriquecidos
com a expresséao de IGF2R (Figura 16A). Isso corrobora com a ideia de IGF1R
e IGF2R desempenharem funcdes celulares antagdnicas, uma vez que suas
expressdes estdo associadas a conjuntos génicos igualmente antagdnicos. Nao
obtivemos numero significativo (n=3) de conjuntos génicos positivamente
enriquecidos com a expressdo de IGF1R. Os elementos B, D e F da Figura 16
sumarizam os processos celulares ranqueados segundo suas frequéncias para
cada gene. Exemplos de gréficos de enriquecimento sdo demonstrados para

cada gene nos elementos C, E e G da Figura 16.
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Figura 16: Analise de enriquecimento génico adiciona novas perspectivas no
conhecimento de processos E@Iégicos regulados por IGF1R e IGF2R em LMA
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Figura 16 - (A) Diagrama de Venn com o numero de assinaturas génicas negativamente
enriquecidas com a expressdo de IGF1R (verde) e de assinaturas génicas positivamente
enriquecidas com a expressdo de IGF2R (vermelho) com a respectiva sobreposicdo entre
esses processos ao centro. (B, D e F) Gréficos de pizza que sumarizam os processos celulares
associados com a expressao de IGF1R ou IGF2R. Reactome signaling com FDR g-value<0.25
foram incluidos; a proporcao para cada categoria estd ilustrada em cores diferentes. (C, E e
G) Gréficos de enriquecimento representativos para os resultados de negativamente
enriquecidos com IGF1R, positivamente enriquecidos com IGF2R e negativamente
enriquecidos com IGF2R. Os valores de NES, FDR-g-value e P estéo indicados.

Nota: NES: indice de enriquecimento normalizado; FDR: taxa de falsa descoberta.
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4.8Impacto progndstico de IRS1 e IRS2 em pacientes com leucemia

mieloide aguda

A analise de sobrevida dos pacientes da coorte do TCGA evidenciou que
pacientes com alta expressao de IRS1, dicotomizados segundo a curva ROC,
possuem melhores indices de sobrevida global (P=0,009) e sobrevida livre de
doenca (p<0,001) (Figura 17 A e B). A baixa expressdao de IRS1 foi
independentemente associada a pior sobrevida livre de doenca em pacientes
com LMA utilizando idade, contagem de leucdcitos ao diagndstico e risco
integrado como confundidores (Tabela 11). A expressao de IRS2 nao foi capaz
de predizer risco para sobrevida global (P=0,258) e sobrevida livre de doenca
(P=0,085) (Figura 17 C e D).

Figura 17: Desfechos clinicos para pacientes com leucemia mieloide aguda de acordo
com a expressao de IRS1
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Figura 17 - (A e C) Andlise de sobrevida global e (B e D) sobrevida livre de doenca para
pacientes com LMA provenientes do estudo The Cancer Genome Atlas (TCGA) e
disponibilizados online no Cbio portal for cancer genomics. Pacientes com baixa expresséo de
IRS1apresentam prognéstico desfavoravel quanto a sobrevida global e livre de doenca (todos
P<0.05). A expressdo de IRS2 nao prediz prognostico quanto a sobrevida global e livre de
doenca (todos P>0.05). As curvas de sobrevida foram construidas pelo método de Kaplan-
Meyer e comparadas pelo teste de Log-Rank.
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Tabela 11: Analises univariadas e multivariadas para sobrevida global e sobrevida livre doenca para
pacientes com LMA do estudo TCGA.

Andlise univariada

Sobrevida livre de doenca Sobrevida Global
Hazard Hazard
Fatores Ratiol (95% I.C.) p Ratiol (95% I.C.) p
Idade 1.01 0.99 - 1.02 0.078 1.03 1.02-1.05 <0.001

Risco citogenético

Alto vs Intermediariovs 4 g9 1.22-2.32  <0.001 1.99 151-2.65 <0.001

Baixo
Leucdcitos (X10%L) 1.01 1.001-1.02 0.009 1.01 1.001-11 0.021
Expresséo IRS1

Variavel continua 0.99 0.98 - 1.003 0.627 0.99 0.99 - 1.001 0.408

Variavel categorica 0.51 0.32-0.79 0.003 0.61 0.42 - 0.89 0.012

Andlise multivariada
Sobrevida livre de doenca Sobrevida Global
Hazard  (esm1.C) p tazard (esm1.C) b

Idade 1.01 0.99 - 1.02 0.072 1.04 1.02-1.05 <0.001

Risco citogenético

Altovs Intermediariovs 4 25 119_249  0.003 188  1.36-261 <0.001

Baixo
Leucocitos (X10%L) 1.006 1.001-1.01 0.012 1.01 1.002 - 1.02 0.003
Expresséo IRS1

Variavel categdrica 0.58 0.34-0.94 0.028 0.69 0.46 — 1.05 0.089

Abbreviations: IC: Intervalo de confianca. 'Hazard ratios >1 indica que o primeiro fator tem pior
progndstico.

Separando os pacientes com LMA disponibilizados pela plataforma
Amazonia! de acordo com alteragdes moleculares recorrentes, observamos que
a expressao de IRS2 é maior em pacientes com LPA t(15;17) (P<0,001) e
associados a Inv(16) ou t(16;16). A expressao de IRS1 nao foi diferente entre as

alteracdes citogenéticas recorrentes de LMA (Figura 18).
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Figura 18: Associacdo de expressdo de IRS1 e IRS2 de acordo com alteracdes
citogenéticas recorrentes em LMA
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Figura 18 - (A) Grafico de dispersao de acordo com a expressdo de IRS1, (B) IRS2 para
pacientes com LMA caracterizados através de alteracdes citogenéticas recorrentes. Os
subtipos de LMA e valores de p estéo indicados; teste de Kruskall-Wallis.

Nota: *P<0,05; ***P<0,001.

4.9Investigacdo da oportunidade terapéutica da inibicdo farmacoldgica de
IGF1R-IRS1/2 em modelos pré-clinicos de LMA

Amostras de pacientes com LMA foram utilizadas para avaliacdo da
eficiéncia terapéutica do inibidor farmacoldgico de IGF1R-IRS1/2 NT157 ex vivo.
Para tanto, células mononucleares da medula éssea foram utilizadas para
determinacao da viabilidade (ensaio de MTT) e apoptose (através de coloracdo
com Anexina V/PI). Também foram utilizadas as linhagens celulares de LMA

NB4, NB4-R2, Kasumi-1 e THP-1 para investigacao dos efeitos funcionais.

49.1 A inibicdo farmacologica de IGF1R-IRS1/2 possui efeitos

antineoplasicos em células de pacientes com LMA

Amostras de cinco pacientes com LMA foram utilizadas para verificagéo

da atividade antineoplasica ex vivo do inibidor farmacolégico de IGF1R-IRS1/2.
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NT157 diminuiu a viabilidade e induziu apoptose de uma maneira dose

dependente (Figura 19).

Figura 19: NT157 possui efeitos antineoplasicos em células primarias de pacientes com
LMA
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Figura 19 - A apoptose foi detectada por citometria de fluxo em células primérias de pacientes
com LMA tratadas ou ndo com NT157 por 72 horas usando o método de coloragdo com
Anexina V/PI. Os gréficos de barra representam a média com desvio padrao dos resultados
de quatro pacientes. A viabilidade celular foi determinada pelo ensaio de MTT em células de
pacientes com LMA tratadas ou ndo com NT157 por 72 horas e normalizada por células ndo
tratadas correspondentes. Os graficos de barras representam a média com desvio padrédo de
cinco pacientes. Teste de ANOVA com pés-teste de Bonferroni

Nota: *P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001.

4.9.2 NT157 reduz a viabilidade de linhagens celulares de LMA

NT157 reduziu a viabilidade celular das linhagens celulares NB4, NB4-R2,

Kasumi-1 e THP-1 de maneira dose e tempo-dependente (Figura 20).
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Figura 20: A inibicdo farmacoldgica de IGF1R diminui a viabilidade celular de linhagens
celulares de LMA
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Figura 20 - A viabilidade celular foi determinada pelo ensaio de MTT nas linhagens celulares
NB4, NB4-R2, Kasumi-1 e THP-1 tratadas ou ndo com NT157 por 24, 48 e 72 horas e
normalizadas pelas células nao tratadas correspondentes. Os gréaficos de barras representam
a média com desvio padrdo de quatro experimentos independentes. Os valores de P, as
linhagens celulares e doses estdo indicadas nos graficos. Teste de ANOVA com poés-teste de
Bonferroni.

Nota: *P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001.

4.9.3 NT157 induz apoptose em linhagens celulares de LMA

Estimulados pelos resultados anteriores da viabilidade celular, motivamo-
nos a investigar se o NT157 induziria apoptose nas linhagens NB4, NB4-R2,
Kasumi-1 e THP-1. A inibicdo farmacolégica de IGF1R induziu apoptose nas

quatro linhagens em maneira dose dependente (Figura 21).
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Figura 21: NT157 induz apoptose em linhagens celulares de LMA
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Figura 21 - A apoptose foi detectada por citometria de fluxo em células NB4, NB4-R2, Kasumi-
1 e THP-1 tratadas ou ndo com NT157 por 24 horas usando o método de colora¢do Anexina
V/PI. Os gréficos de barra representam a média com desvio padrdo de ao menos quatro
experimentos independentes. Os valores de P, linhagens celulares e dose de NT157 utilizadas
estdo indicadas.

Nota: *P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001.

4.9.4 NT157 afeta a fungdo mitocondrial em linhagens celulares de LMA

O tratamento com NT157 induziu a produgéo de ERO total e mitocondrial,
aumentou a massa mitocondrial e induziu a despolarizacdo do potencial de
membrana mitocondrial (Figura 22). Coletivamente, esses dados sugerem que
h&4 envolvimento mitocondrial nos mecanismos de ac¢do do NT157,

possivelmente através da inducdo de apoptose pela via intrinseca mitocondrial.
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Figura 22: NT157 afeta a funcdo mitocondrial em linhagens celulares de LMA.
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Figura 22 - (A) a producéo de ERO total, (B) massa mitocondrial, (C) potencial de polarizagéo
mitocondrial e (D) producédo de ERO mitocondrial foi determinada por citometria de fluxo em
células NB4, NB4-R2, Kasumi-1 e THP-1 tratadas ou ndo com NT157 durante 24 horas
utilizando os regentes: DCFDA, Mitotracker, JC-1 e Mitosox, respectivamente. Graficos de
barras representam a média e desvio padrdo de quatro experimentos independentes para

cada uma das reacoes.

Nota: *P<0,05; *P<0,01; **P<0,001; MFI: Intensidade Média de Fluorescéncia. As linhagens

celulares e doses estdo indicadas.

495 A farmacologica de IGF1R-IRS1/2
PI3SK/Akt/mTOR e MAPK em linhagens de LMA

inibicao inibe as vias

NT157 diminuiu a fosforilacdo de IGF1R no sitio de ativagdo Y1105 de
maneira tempo dependente, e em decorréncia disso inibiu a expressao/ativagéo
de IRS1 e IR2, efetores da via IGF1R/IRS, de mTOR, AKT, P70S6K e 4EBP1,
efetores da via PI3K, e de ERK1/2, efetor da via MAPK. Os efeitos citotoxicos do
tratamento com NT157 foram também demonstrados pela clivagem de caspase
3 e da fosforilagdo da Histona H2A.X mais pronunciados nas linhagens NB4,
NB4-R2 e Kasumi-1. Baseado na inducao de p-H2A.X, investigamos a ativacao

do mecanismo de resposta a dano celular AP-1, composto pelos fatores de
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transcricdo c-fos e c-jun, através dos efetores p-JNK e da MAP quinase de

estresse celular p-P38. NT157 rapidamente (a partir del hora) induziu a ativacéo
de P38 e JNK (a partir de 6 horas) (Figura 23).

Figura 23: O tratamento com NT157 modula as vias de sinaliza¢c&o IGF1R/IRS, PI3BK/AKT/mTOR e

MAPK em linhagens celulares de LMA.
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Figura 23 - Andlise por Western blot dos niveis de p-IGF1RY!35 p-IRS1/2Y612, p-mTORS2448 p-
AKT1/2/35473, p-P70S6KT421/5424 n-4EBP1770 p-ERK1/2T183/¥185  n62/SQSTM1, Beclina 1, LC3I/I, p-
histona H2A.X e caspase 3 (total e clivada) em extratos celulares totais de células NB4, NB4-R2 e
Kasumi-1 tratadas ou ndo com linsitinibe (40puM) de maneira tempo-dependedente; as membranas
foram incubadas com o anticorpo para detecgéo da respectiva proteina total ou actin e reveladas com o
sistema SuperSignal West Dura Extended Duration Substrate System e Gel Doc XR+.
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4.10 Investigacao da participagcdo da via de sinalizagdo IGF1R-IRS1/2 na

LMA associada a mutacbes em FLT3

Refinando nossas avaliagbes entre 0s grupos molecularmente
homogéneos de LMA, iniciamos a investigagdo da expressao génica de
componentes relacionados a via de sinalizacdo de IGF1R-IRS1/2 nos pacientes
incluidos no estudo do TCGA para LMA. Essa avaliacdo foi inspirada pelo
mecanismo fisiopatolégico das mutacdes em FLT3, um receptor com capacidade
tisorinoquinase intrinseca, que, hipoteticamente, pode se beneficiar da
participacdo coadjuvante de outras proteinas envolvidas em processos de
proliferacdo celular. Os genes INSR, IGF1R, IGF1, IGF2, IRS1 e IRS2 foram
expressos em niveis inferiores em pacientes com mutacdo em FLT3 (Figura 24).
Os genes de interesse foram também testados para capacidade de predicédo
prognostica entre os pacientes com mutacdes em FLT3. Alta expressao de
IGF1R foi preditor de pior sobrevida livre de doenca (P=0,032), enquanto os
pacientes com baixa expressao de IRS1 tiveram tendéncia de piores sobrevida
global e sobrevida livre de doenca (P=0,120; P=0,057, respectivamente) (Figura
25).

Figura 24: Associacdo de expressdo de componentes da via de sinalizacdo IGF1R-
IRS1/2 de acordo com o status mutacional de FLT3.
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Figura 24 - Gréficos de dispersédo de acordo com a expressao de (A) INSR, (B) IGF1R, (C)
IGF2R, (D) IGF1, (E) IGF2, (F) IRS1 e (G) IRS2 para pacientes com LMA dicotomizados de
acordo com mutagdo em FLT3. Valores de P estdo indicados; teste de Mann-Withney.
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Figura 25: Desfechos clinicos para pacientes com LMA FLT3 mutado de acordo com a
expressdo de IGF1R e IRS1
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Figura 25 - (A e C) Andlise de sobrevida global e (B e D) sobrevida livre de doenca para
pacientes com LMA provenientes do estudo TCGA e disponibilizados online no Cbio portal for
cancer genomics. Pacientes com alta expressdo de IGF1R (painéis superiores) e baixa
expressdo de IRS1 (painéis inferiores) apresentam progndstico desfavoravel quanto a
sobrevida livre de doenca. As curvas de sobrevida foram construidas pelo método de Kaplan-
Meyer e comparadas pelo teste de Log-Rank. Valores de P estéo discriminados na figura.

4.11 Investigacdo pré-clinica da inibicdo farmacolégica da via de
sinalizacdo IGF1R-IRS1/2 em modelos celulares de LMA associadas a

mutacdo em FLT3

A investigagdo da participagdo funcional da via IGF1R-IRS1/2 como
modificador clinico da LMA associada a mutacdo em FLT3, bem como sua
inibicAo como estratégia terapéutica foi também tema de nosso interesse.
Demonstramos previamente que os componentes da via IGF1R-IRS1/2 tem
expressdo reduzida e que a expressdo aumentada de IGF1R e diminuida de
IRS1 prediz prognoéstico desfavoravel quanto a sobrevida livre de doenca em
LMA FLT3MYT Apresentaremos os ensaios funcionais e vias de sinalizacdo
moduladas pela inibicdo de IGF1R-IRS1/2 nas linhagens celulares Molm13 e
MV4;11.
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4.11.1 A inibicdo farmacoldgica de IGF1R-IRS1/2 desempenha efeito

antineoplasico em linhagens celulares de LMA FLT3MUT

Utilizamos os inibidores linsitinibe, inibidor tirosinoquinase de IGF1R/IR, e
NT157, inibidor alostérico de IGF1R-IRS1/2. A Figura 26A reflete a curva dose
resposta para os inibidores nas linhagens Molm13 e MV4;11. Ambos os
inibidores foram citotoxicos de maneira dose- e tempo dependente. As
concentragdes inibitdrias de 50% estdo ilustradas. A seguir, exploramos se a
exposigdo por 24 horas a linsitinibe e NT157 seriam capazes de induzir apoptose
em monoterapia ou em associacdo com os inibidores de FLT3 midostaurin ou
quizartinibe (Figura 26B). NT157 foi notavelmente mais eficiente em induzir
apoptose que linsitinibe e que os inibidores de FLT3 em ambas as linhagens
(P<0.05). Linsitinibe 10uM e NT157 1uM apresentaram efeito aditivo a inibicao

farmacol6gica combinada com quizartinibe (P<0,05).
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Figura 26. A inibicdo farmacoldgica de IGF1R-IRS1/2 tem efeitos citotdéxicos em linhagens celulares de LMA com FLT3 mutado.
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Figura 26 - (A) A viabilidade celular foi determinada pelo ensaio de MTT nas linhagens Molm13 e MV4;11 tratadas ou ndo com linsitinbe ou NT157 por 24,
48 e 72 horas e normalizadas pelas células néo tratadas correspondentes. As curvas de dose-resposta representam a média com desvio padréo de quatro
experimentos independentes. O IC50 foi determinado por regresséo linear. (B) A apoptose foi detectada por citometria de fluxo em células Molm13 e MV4;11
tratadas ou ndo com linsitinbe, NT157, midostaurin e/ou quizartinibe por 24 horas utilizando o método de Anexina V/PI. Os gréaficos de barra representam a
média com desvio padréo de quatro experimentos independentes. Os valores de P estdo indicados.

Nota: *P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001.
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4.11.2 Ainibic&o farmacoldgicade FLT3 inibem vias de crescimento celular

Os inibidores farmacologicos de FLT3 midostaurin e quizartinib reduziram
a fosforilacdo de FLT3 no sitio de ativacdo Y591 de maneira dose dependente,
bem como reduziram a ativagéo da via Akt/mTOR e STATS5 (Figura 27). Ambos
os inibidores aboliram a fosforilacdo de IGF1R em Y1135 e a expresséo de IRS1
nas linhagens Molm13 e MV4;11, assim como diminuiram a expressao de BCL-
xL. Similarmente ao observado com o linsitinibe, os inibidores de FLT3 induziram
autofagia, conforme demonstrado pelo acimulo de Beclin-1 e degradacdo de
p62 (Figura 27).

4.11.31GF1R-IRS1/2 interferem em vias de sinalizacdo de crescimento

celular

Os inibidores de IGF1R-IRS1/2 linsitinibe e NT157 foram capazes de inibir
a fosforilacdo de IGF1R em seu sitio de ativacao Y1135, bem como reprimiram
IRS1/2 de maneira tempo dependente (Figura 28). Ambos os inibidores foram
capazes de reprimir a ativacdo de STATS5, principal efetor de FLT3 mutado, mas
apenas o0 NT157 reduziu a ativacéo e expresséo de FLT3. Enquanto o linsitinibe
induziu autofagia, conforme demonstrado pela ativacdo de mTORC2,
demonstrado pelo aumento da fosforilacdo de Rictor, ativacdo de ULK1,
aumento da expresséao de Beclinl e degradacédo de P62, NT157 demonstrou sua
superioridade citotoxica através da inducdo do complexo AP-1 (p-SAPK/JINK) e
de MAPK de estresse celular (P38), bem como clivagem de Caspase 3
proeminentemente maior que linsitinibe. Com a finalidade de comparar
diretamente os mecanismos envolvidos nos processos moleculares regulados
por linsitinibe e NT157 nas linhagens celulares com mutacdo em FLTS3,
realizamos um estudo de protedmica global livre de marcagcédo em colaboracao
com os professores Vitor Marcel Faca da Faculdade de Medicina de Ribeirdo
Preto e Marcus Bustamante Smolka da Cornell University. Os dados estao sendo
minerados no momento da conclusdo da tese e seréo incorporados ao artigo

cientifico.
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Figura 27. A inibicao farmacolégica de FLT3 modula as vias IGF1R/IRS, PI3K/Akt/mTOR
em linhagens celulares de LMA com FLT3 mutado.
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Figura 27 - Andlise por Western blotting dos niveis de p-FLT3Y%91, p-STAT5Y59, p-IGF1RY1135,
, P-mTORS2448 n-AKT1/2/35473, p-ERK1/2T183/Y185 |RS1, p62/SQSTM1, Beclin-1, LC3I/1l, BCL2,
BCL-xL e caspase 3 (total e clivada) em extratos celulares totais de células Molm13 e MV4;11
tratadas ou ndo com Midostaurin ou Quizartinibe (24h) de maneira dose-dependedente; as
membranas foram incubadas com o anticorpo para detecgao da respectiva proteina total ou
GAPDH ou ACTIN e reveladas com o sistema SuperSignal West Dura Extended Duration
Substrate System e Gel Doc XR+.



Figura 28. O tratamento com inibidores de IGF1R-IRS1/2 tem efeitos em diversos
processos celulares em linhagens de LMA com FLT3 mutado.
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Figura 28 - Andlise por Western blot dos niveis de p-IGF1RY1135 p-|RS1/251101/1149 ' |RS]Y895,
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p62/SQSTM1, Beclin-1, LC3l/Il, BCL-xL, BCL2, PARP e caspase 3 (total e clivada) em extratos
celulares totais de células Molm13 e MV4;11 tratadas ou ndo com linsitinbe (20uM) ou NT157
(1 pM) de maneira tempo-dependedente; as membranas foram incubadas com o anticorpo
para deteccao da respectiva proteina total ou GAPDH ou Tubulina e reveladas com o sistema
Super Signal West Dura Extended Duration Substrate System e Gel Doc XR+.
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5. DISCUSSAO

A compreensao sobre a fisiopatologia das neoplasias mieloides tem sido
objeto de grande interesse académico e médico, especialmente em virtude das
necessidades clinicas ndo atendias. O tratamento de pacientes com leucemia
mieloide aguda é frustrante, com escassas opc¢les terapéuticas e resultados
clinicos insatisfatérios; a historia natural das sindromes mielodisplasicas néo foi
alterada a despeito do conhecimento da fisiopatologia molecular das entidades e
aprimorar a estratificacdo de risco permanece relevante para proposicdo de
terapias ajustadas ao risco, enquanto as neoplasias mieloproliferativas ainda se
constituem em uma condi¢do clinica limitante em razdo da carga de sintomas
constitucionais. E necessario, portanto, ampliar as iniciativas de investigacdo que
objetivem elucidar mecanismos ndo explicitos a fim de lancar luz a novas
oportunidades terapéuticas e ferramentas clinicamente Gteis. No desenvolvimento
do presente projeto, utilizamos a estratégia de reposicionamento de drogas e
investigamos os efeitos da metformina em modelo murino de NMP JAK2V617F;
através de analise transcriptdmica, propusemos um indice prognéstico para
pacientes com SMD; e investigamos a oportunidade terapéutica de inibidores da
via de IGF1R-IRS1/2 em modelos pré-clinicos de LMA.

O reposicionamento de drogas tem o objetivo de identificar novos usos para
drogas aprovadas ou experimentais fora do escopo da indicacdo médica original.
Como vantagens, 0 reposicionamento possui risco de falha menor e encurta o
tempo de implementacédo, uma vez que geralmente ja foi testado em modelos pré-
clinicos e possui dados de estudos clinicos de fase 1 e 2, resultando em menos
investimentos (ASHBURN; THOR, 2004; PUSHPAKOM et al., 2018).

A metformina é considerada um composto promissor para aplicacées
outras além de como hipoglicemiante (CORSELLO et al., 2020; YU et al., 2019).
Nosso grupo de pesquisa determinou que a metformina foi citotOxica e
comprometeu a respiracdo mitocondrial em modelos celulares com mutagdo em
JAK2V617F (MACHADO-NETO et al., 2018). Molecularmente, a metformina afetou
vias de sinalizacdo relacionadas a progressdao do ciclo celular e proliferacéo,
entretanto, a dependéncia da ativacdo de AMPK é controversa (KAWASHIMA;
KIRITO, 2016). Em modelos murinos, metformina reduziu a proliferagdo tumoral
induzido por Ba/F3 JAK2V617F e reduziu a esplenomegalia em modelo de PV. Dois

estudos clinicos brasileiros estdo investigando os beneficios da metformina em
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monoterapia para pacientes com mielofibrose quanto a capacidade de reducéo da
esplenomegalia (MetforMF; Rebec: #RBR-5¢g38dt) ou como agente antifibrético
(FibroMet; #RBR-52ty66). Resultado de analise de interim do estudo FibroMet
sugerem que o tratamento com metformina reduziu o grau de fibrose da medula
Ossea dos pacientes (CAMPOS et al., 2019). A fungéo da metformina como agente
modulador de fibrose foi determinada em outros tecidos, tais como pulméao, figado,
rim e coracdo (CAVAGLIERI et al., 2015; RANGARAJAN et al., 2018;
SHANKARAIAH et al., 2019; XIAO et al., 2010). O modelo murino utilizado no
presente trabalho ndo permite a avaliagdo do desenvolvimento de fibrose da
medula 6ssea (MULLALLY et al., 2010).

A reducédo da esplenomegalia foi validada em nosso segundo conjunto de
experimentos totalmente refeitos. A esplenomegalia representa uma importante
condicao clinica para os pacientes com NMP (HARRISON, 2010; SPIVAK, 2017,
TEFFERI, 2018) e esté associada ao desenvolvimento de outros sintomas como a
sensacao de plenitude géastrica e consequente perda de peso (GEYER et al., 2014).
O desenvolvimento de esplenomegalia has NMP esta diretamente relacionado a
hematopoiese extramedular causada pelo trafico de células hematopoiéticas
clonais em razdo do microambiente alterado da medula 6ssea (SONG; PARK;
UHM, 2018). Diversos dados identificam a participacdo de diversas citocinas com
o desenvolvimento de esplenomegalia. A expresséo do fator de células tronco em
células endoteliais e estromais positivas para Tcf21 da polpa vermelha do baco
induziu esplenomegalia em modelo murino (INRA et al., 2015). Analogamente, a
presenca do fator de necrose tumoral a aumenta a expansao de células
JAK2V617F e do tamanho do baco (FLEISCHMAN et al., 2011). Sobretudo, as
citocinas fibrogénicas, tais como fator de crescimento derivado de plaguetas, fator
de crescimento transformante B e fator de crescimento de fibroblasto, s&o
envolvidas no desenvolvimento tanto da mielofibrose quanto da hematopoiese
extramedular (LATAILLADE et al., 2008; LE BOUSSE-KERDILES; MARTYRE,
1999). Em nosso modelo, foi possivel determinar que os animais tratados com
metformina apresentaram menor frequéncia de precursores eritroides precoces
(mais imaturos), e, proporcionalmente, maior frequéncia dos elementos finais da
diferenciacao. Os efeitos da metformina na modulagcao de citocinas envolvidas no
processo de hematopoiese extramedular sera objetivo de estudos futuros de nosso

grupo de pesquisa.



101

O principal objetivo do novo conjunto de experimentos foi determinar os
efeitos do tratamento com metformina no conjunto de células tronco e progenitoras
hematopoiéticas, responsaveis pela manutencéo do fendétipo e que servem como
reservatorio para evolucdo clonal. Os animais tratados com metformina
apresentaram frequéncia diminuida do conjunto de CTPH em virtude da reducgéo
de progenitores multipotentes. Esse dado pode justificar a redugédo da capacidade
de formacdo de coloénia ex vivo. Em contraste, Zhang e colaboradores
demonstraram em modelo murino de faléncia de medula 6ssea nocaute para Fanc2
gue o tratamento com metformina aumentou a frequéncia de CTPH e melhorou os
pardmetros hematolégicos (ZHANG et al., 2016). Em nosso modelo, o tratamento
com metformina reduziu a contagem de plaguetas sem afetar outros parametros
hematolégicos.

Os dados de PCR-Array identificaram 30 genes com expressao diminuida
e 47 genes com expressdo aumentada em células Kit positivas de animais tratados
com metformina. Consistente com nosso dado prévio, a metformina reduziu a
expressdo de Ccndl e E2f3 e aumentou a expressdo de Cdknla, reforcando seu
efeito na progresséao do ciclo celular (MACHADO-NETO et al., 2018). O tratamento
com metformina aumentou a expressdo de importantes componentes
antiapoptoticos e da familia Bcl2, tais como Xiap, Bcl2l11, Bcl2l2 e Bcl2I10,
enquanto induziu a expressdo dos componentes pré-apoptoticos Fas e Faslg.
Coletivamente, os dados sugerem que o tratamento com metformina pode limitar a
capacidade de autor-renovacao e diferenciacéo de células Kit no modelo estudado.
A implicacdo de elementos reguladores da progressdo do ciclo celular foi
identificada previamente como potencial vulnerabilidade nas NMP. A delecédo de
Cdk6 atenuou o fenétipo de NMP induzida por Jak2V617F através da diminuicao
da producéo de NF-kB (URAS et al., 2019) e a delecédo de Hdacll, mas nao de
Hdac6, afetou a progresséo do ciclo celular de progenitores hematopoiéticos em
modelos murinos de NMP (YUE et al., 2020). Recentemente, foi demonstrado que
a metformina é particularmente eficaz em modelos de cancer colorretal associados
a mutacdo em KRAS em um mecanismo dependente da represséo da expressao
da bomba de drogas MATE1l (XIE et al., 2020). Em virtude das similaridades
moleculares compartilhadas pelas mutagbes em JAK2 e Ras, é concebivel que
mecanismos analogos sejam induzidos pelas mutagBes fenotipicas de NMP,

adicionando um efeito potencializado para as células clonais.
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Como produto do desenvolvimento do presente trabalho, desenvolvemos
um indice prognostico para pacientes com SMD baseado na expresséo de 5 genes
relacionados a energética celular (COELHO-SILVA et al., 2021). Apesar da ampla
utilidade clinica do IPSS-R para estratificacdo de risco em SMD (GREENBERG et
al., 2012), refinar sua capacidade progndstica com informacdes clinicas adicionais,
imunofenotipagem ou mutagdes tem sido de grande interesse (ALHAN et al., 2016;
BEJAR et al., 2011; BRAVO et al.,, 2014; TEFFERI et al., 2017b). O MBS
discriminou pacientes em trés grupos com desfechos distintos e refinou a
estratificacdo para os pacientes de risco muito baixo e baixo do IPSS-R. H& outros
2 indices de risco progndstico baseado em expressdo génica para pacientes com
SMD, entretanto, como ambos os estudos utilizaram células totais da medula
0ssea, a traducdo para conhecimento da fisiopatologia da SMD ¢é limitada (THOL
et al., 2012; YAO et al., 2017). Em nosso indice progndstico, a desregulacao de
expressdo de ao menos 2 genes é suficiente para identificar os pacientes com risco
desfavoravel independentemente de idade, sexo e categoria IPSS-R. E digno de
nota que, apesar da dificuldade em implementar metodologias baseadas em
expressdo génica no contexto clinico, algumas iniciativas obtiveram sucesso em
estabelecer protocolos de testes moleculares validados para estratificagédo de risco
em outras neoplasias mieloides (NG et al., 2016; NOMDEDEU et al., 2017).

O alto grau de complexidade molecular da SMD representa um desafio para
definir apropriadamente a contribuicdo de cada alteracdo molecular na
fisiopatologia de cada entidade. A capacidade preditiva do MBS em todo espectro
de entidades e categorias de risco indica que as alteracbes moleculares fundadoras
da SMD resultam em reprogramacao metabdlica e sdo eficientemente identificados
pelas categorias do MBS. Em concordancia, as entidades do MBS apresentam
diferentes programas transcricionais associados a aumento da capacidade de
respiracdo mitocondrial, sintese de proteinas e a progenitores hematopoiéticos
mais maduros nos pacientes com risco favoravel e intermediario em comparacéao
aos pacientes com risco adverso. Assinatura transcricional associada a
indiferenciacado de CTPH foi determinada como importante preditor de curso clinico
desfavoravel em LMA (NG et al., 2016). De maneira consistente, ja foi demonstrado
gue progenitores hematopoiéticos mais maduros possuem aumento do consumo
basal de oxigénio, producdo de ATP e capacidade respiratéria mitocondrial em

comparacdo a células mais imaturas (DE ALMEIDA et al., 2017). E concebivel
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propor, portanto, que pacientes com risco aumentado segundo o MBS possuem
células CD34+ mais indiferenciadas, reducdo da capacidade de respiracdo
mitocondrial e atraso na progressdo do ciclo celular, resultando em retardo na
hematopoiese, citopenias mais graves e acumulo de blastos na medula 6ssea.

O compartimento de células CD34+CD123+ foi demonstrado como sendo
responsavel pela manutencdo e expansao clonal e se constitui em um conjunto
primitivo de células tronco. A contraparte CD34+CD123- possui caracteristicas
metabdlicas distintas, com diminuicdo da maquinaria de sintese proteica e da
capacidade de fosforilacdo oxidativa (STEVENS et al., 2018). Nossos dados
indicam que os pacientes com risco menor segundo o MBS possuem ativacao
desses processos moleculares. Entretanto, como todos os pacientes incluidos no
estudo de Stevens e colaboradores foram de alto risco, elaboramos a hipotese que
a reprogramacdo metabdlica em células CD123+ ocorre diferente entre pacientes
com baixo ou alto risco. Adicionalmente, a expressdo ectépica de mutantes de
SF3B1 em células de mama foi associada com diminuicdo da capacidade de
respiracdo mitocondrial (BRIAN DALTON et al., 2019). SMD com mutacdo em
SF3B1 é atualmente proposta como sendo um subtipo especifico e os pacientes
possuem prognéstico favoravel (MALCOVATI et al., 2020). Os pacientes com risco
favoravel pelo MBS foram associados com presenca de mutacbes em SF3B1 e
possuem assinatura molecular associada a fosforilagcdo oxidativa. Entretanto, os
efeitos da mutacdo em SF3B1 podem ser dependentes do contexto celular e as
consequéncias metabdlicas das mutacées em SF3B1 permanecem como de
grande importancia.

A validacdo de um novo modelo prognéstico deve ser, sempre que
possivel, realizado em um conjunto de dados diferente. Entretanto, a validacdo
externa ndo € possivel em algumas situacdes. A coorte utilizada para o
desenvolvimento deste objetivo do projeto possui algumas particularidades, entre
as quais destacam-se: dados transcriptdbmicos de microarranjo de células CD34+ e
disponibilidade de dados clinicos, demograficos e moleculares adicionais para as
analises de desfecho (GERSTUNG et al., 2015). Realizamos o método de validacéo
interna por reamostragem com Bootstrap para avaliar ambas a acuracia da
capacidade preditiva e de sobreajuste dos dados. Os dados indicam dados de
desfechos vitualmente idénticos entre a coorte original e da reamostragem. Este

método tem sido utilizado em diversos contextos em que néo é possivel validar os
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dados externamente (MARCUS; FIELD, 2017; MULLER; JOHANSSON;
BRENNAN, 2017; SUTHANTHIRAN et al., 2013).

Nosso grupo de pesquisa foi pioneiro na investigacao da participacdo da
via de sinalizacdo de IGF1R-IRS1/2 no contexto das neoplasias hematoldgicas
(TRAINA et al., 2003). Mais recentemente, investigamos a participacao funcional
dos componentes da via nos processos fisiolégico de hematopoiese ou patolégico
em SMD e NMP, assim como a participacdo ndo candnica de IRS1 na regulacao
das expressao génica de oncogenes em leucemia linfoide aguda (LLA) (CAMPOS
et al., 2016; FERNANDES et al., 2017; MACHADO-NETO et al., 2011, 2012). Com
a demonstracdo da relevancia da via em diferentes contextos celulares e
moleculares para as neoplasias hematolégicas, nosso grupo investigou a
capacidade antineoplasicos dos inibidores farmacoldgicos da via em modelos pré-
clinicos de NMP, LLA e leucemia mieloide crénica (FENERICH et al., 2020;
RODRIGUES ALVES et al., 2019; SCOPIM-RIBEIRO et al., 2021). A importancia
da ativacdo de IGF1R para manutencdo da célula tronco da LMA e como
responsavel pela ativacéo da via de PI3K/Akt em blastos da LMA foi previamente
investigada (CHAPUIS et al., 2010; TAMBURINI et al., 2007; XU et al., 2018). Com
o desenvolvimento do presente projeto nds investigamos os efeitos antineoplasicos
dos inibidores de IGF1R-IRS1/2 em modelos celulares de LMA assim como a
associacao clinica da expressdo dos genes da via com os desfechos clinicos e
processos moleculares em dados transcriptémicos.

A expressdo aumentada de IGF1R foi identificada como preditora de
prognostico desfavoravel em diversos tipos de cancer, especialmente tumores
sélidos (AL-SAAD et al., 2017; ALEKSIC et al., 2017; BECKER et al., 2016; WANG
et al., 2018). Em LMA, a expressédo de IGF1R foi associada a ativacdo da via de
PI3K/Akt (CHAPUIS et al., 2010). A funcdo de IGF2R é bem menos investigada que
a de IGF1R em ambos os contextos fisiolégico e patoldgico. O conceito mais
amplamente difundido é o de que o IGF2R exerce controle negativo sobre a
ativacdo de IGF1R por IGF2. Neste sentido, IGF2R se liga a IGF2 e induz a
degradacéao lisossomal do complexo receptor/fator de crescimento, sem possuir
atividade catalitica intrinseca (IAMS; LOVLY, 2015). Em razao disso, sugere-se
IGF2R como supressor tumoral, tendo sido sua expressao associada a melhores
desfechos clinicos em pacientes com cancer de pulméo, cervical, carcinoma
hepatocelular e bexiga (LAUTEM et al., 2019; LIU et al., 2020; TAKEDA et al., 2019;
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TIAN et al., 2014). Nosso estudo demonstrou de maneira original que a razéao de
expressado génica de IGF1R/IGF2R possui capacidade preditiva superior aos genes
individualmente em LMA e LPA para desfechos clinicos.

A inibicdo de vias relacionadas aos mecanismos que conferem vantagem
proliferativa as células neoplésicas suporta o conceito de terapia complementar
mais eficaz. Em LMA, especial atencdo tem sido dada a inibicdo da via PI3K/Akt
(NEPSTAD et al., 2018; SU et al., 2018b; TABE et al., 2017), para adaptacdo de
protocolos quimioterapicos, sobretudo para pacientes de risco aumentado
(NEPSTAD et al., 2018). Linsitinibe foi capaz de inibir os efetores das vias MAPK e
PIBK/Akt/mTOR nas linhagens celulares testadas NB4, NB4-R2 e Kasumi-1 e
apresentou efeitos citotoxicos moderados em concentraces mais baixas. A
inibicdo farmacologica de IGF1R induziu autofagia nas linhagens celulares,
provavelmente em decorréncia da inibicdo de mTOR, reconhecidamente um
potente regulador da autofagia (DUNLOP; TEE, 2014; JUNG et al., 2010;
SCHMEISSER; PARKER, 2019). A autofagia compreende um mecanismo celular
catabdlico relacionado a reciclagem de proteinas e organelas para obtencdo de
substratos para manutencdo do metabolismo basal (LEVINE; KROEMER, 2008).
Sob o ponto de vista da fisiopatologia das neoplasias, a autofagia pode ser
interpretada como mecanismo promotor ou supressor tumoral (MULCAHY LEVY;
THORBURN, 2020; SINGH et al., 2018). No contexto avaliado no presente projeto,
a autofagia pode ocorrer como mecanismo limitante da eficiéncia terapéutica, uma
vez que a inibicdo da autofagia combinada a de IGF1R apresentou efeito superior
as monoterapias. O linsitinibe foi testado em diversos contextos de estudos clinicos,
e falhou em demonstrar superioridade terapéutica em vasta maioria dos ensaios
(VON MEHREN et al., 2020). Sera importante avaliar se a inducdo de autofagia
mediada pelo linsitinibe é consistente em outros contextos celulares e moleculares
e se a inibicdo combinada da autofagia podera ressignificar o uso desse composto.

Aprofundando os resultados clinicos e funcionais que obtivemos da
participacdo de IGF1R em LMA, realizamos a analise de enriquecimento de
conjuntos génicos com o propoésito de elucidar processos biolégicos desconhecidos
relacionados a expresséao de IGF1R e IGF2R. A fungcdo como supressor tumoral de
IGF2R (ALEKSIC et al., 2010b; LAUTEM et al., 2019; TAKEDA et al., 2019), ainda
hipotética devido a escassez de estudos funcionais que avaliaram sua fungéo no

contexto neoplasico, foi reforcada pela alta frequéncia de processos



106

simultaneamente positivamente enriquecidos com expressdo IGF2R e
negativamente enriquecidos com a expressao de IGF1R. A expressao génica de
IGF2 e IGF2R é regulada por processos epigenéticos, tais como impriting (LATHAM
et al., 1994; MARCHO et al., 2015; WUTZ et al., 1997). Os dados obtidos pelo
desenvolvimento do presente projeto ndo determinaram os mecanismos envolvidos
no controle da expresséo de IGF2R ou os mecanismos por ele regulados. Esses
dados lancaram luz sobre o significado do impacto clinico de IGF2R em LMA.

A alta expressdo de IRS1 identificou pacientes com risco favoravel em
LMA. De maneira controversa, a expressao aumentada de IRS1 foi associada
previamente a prognéstico desfavoravel em pacientes pediatricos com LLA (JURIC
et al., 2007). A expressao génica de IRS2 néo foi capaz de identificar pacientes
com risco diferencial. E bem documentado para tumores sélidos, tais como em
pulmdo e mama, que IRS1 e IRS2 desempenham papéis antagbnicos. Enquanto
IRS2 é tido como pro-metastatico, IRS1 parece ser um supressor tumoral (GIBSON;
MA; SHAW, 2007; KIM et al., 2018; PIPER et al., 2019).

A inibicdo farmacologica de IGF1R-IRS1/2 com NT157, reduziu a
viabilidade e induziu apoptose em células primarias de pacientes com LMA e em
linhagens celulares. A inibig&o de vias relacionadas aos mecanismos que conferem
vantagem proliferativa as células neoplasicas suporta o conceito de terapia
complementar mais eficaz. NT157 foi capaz de inibir importantes eixos de
crescimento celular, tais como PI3K/Akt/mTOR e MAPK, similarmente a linsitinibe.
Coletivamente, os dados sugerem que a inibicdo farmacolégica de IGF1R-IRS1/2
€ promissora para contornar a ativacao autocrina de Akt em blastos leucémicos de
LMA (CHAPUIS et al., 2010; TAMBURINI et al.,, 2007). ldentificamos novos
mecanismos de acdo da droga NT157, principalmente em dois eixos: 1)
investigacdo da acdo do NT157 sobre a fungdo mitocondrial e 2) ativacdo do
mecanismo de resposta a estresse celular AP-1 (SHAULIAN; KARIN, 2002).
Inicialmente, o mecanismo de a¢cédo do NT157 foi descrito como decorrente de uma
alteracdo conformacional em IGF1R responsavel por ativar ERK1/2 que entéo seria
responsavel por fosforilar IRS1/2 em residuos de serina para degradagédo via
proteassomo (REUVENI et al., 2013). Posteriormente, Su e colaboradores(SU et
al., 2018a), utilizando fosfoproteoma global identificaram que o tratamento com
NT157 é capaz de induzir a ativacdo de P38 e JNK, reconhecidamente relacionado
a fosforilacdo em residuos serina e degradacéo de IRS1/2 (HERR; DEBATIN, 2001;
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LEE et al., 2003). Nosso grupo de pesquisa também demonstrou que o tratamento
com NT157 induz parada do ciclo celular em G2/M e aumenta a expresséao de p21,
c-Jun e c-Fos, quadro molecular associado a ativagcdo do complexo AP-1 em
linhagens celulares de LLA, LMC e NMP JAK2V617F (FENERICH et al., 2020;
RODRIGUES ALVES et al.,, 2019; SCOPIM-RIBEIRO et al., 2021). Com os
resultados que produzimos, identificamos a ativacdo de P38 e JNK em LMA,
corroborando esse como sendo um mecanismo de acao da droga independente de
ERK1/2. A respeito da funcdo mitocondrial, identificamos que o NT157 aumenta a
massa mitocondrial, induz a producdo de espécies reativas de oxigénio total e
mitocondrial e afeta a capacidade de polarizacdo do potencial de membrana
mitocondrial. Coletivamente, esses dados sugerem que a citotoxicidade mediada
por NT157 possivelmente induz fissdo mitocondrial e como consequéncia ativa a
apoptose atraves da via intrinseca (LOPEZ; TAIT, 2015; WANG; YOULE, 2009).

Os componentes selecionados da via de IGF1R-IRS1/2, com excecao de
IGF2R, tiveram expressao diminuida em pacientes com LMA com mutacdo em
FLT3. Por se tratar de um receptor de fator de crescimento bastante relevante na
autorrenovacao e diferenciacdo de progenitores mieloides, o FLT3 pode ser
suficiente para transformacéo e a expressdo de outros fatores de crescimento €
menos necessaria em LMA (GARY GILLILAND; GRIFFIN, 2002; KIKUSHIGE et al.,
2008; TSAPOGAS et al., 2017). Entretanto, as necessidades de fatores de
crescimento adicionais para a transformacdo relacionada ao FLT3 mutante
permanece ponto de debate. Em virtude de mutagcbes em FLT3 serem identificadas
em aproximadamente 25% dos pacientes com LMA (DOHNER et al., 2017; TCGA,
2013), foram desenvolvidos inibidores seletivos para este alvo. Atualmente, dois
compostos sdo aprovados para o0s pacientes com mutacdo em FLT3 (PERL et al.,
2019; STONE et al., 2017). Estes inibidores apresentaram melhoria na sobrevida
global, mesmo quando administrados apos recidiva em protocolos de quimioterapia
de resgate. Entretanto, o desenvolvimento de resisténcia aos inibidores € um
problema relevante clinicamente que demanda a identificacdo de protocolos mais
eficazes (TYNER et al., 2018; ZHANG et al., 2019).

Os inibidores de IGF1R-IRS1/2 linsitinibe e NT157 foram citotoxicos nas
linhagens de LMA com mutacdo em FLT3 de maneira similar as demais testadas.
Em combinagcdo com os inibidores de FLT3, a combinacdo de linsitinibe com

midostaurin ou quizartinibe teve efeito aditivo, enquanto o NT157 em monoterapia
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apresentou citotoxicidade bastante pronunciada. E teoricamente possivel que as
proteinas IRS1/2 participem do processo de transducao de sinal mediado por FLT3,
amplificando sua sinalizacdo, e em razdo disso a combinacdo de NT157 e FLT3
nao possuem significativo incremento em combinacao. Por outro lado, a ativacao
de IGF1R pode desempenhar funcdo relevante no contexto de células com
mutacdo em FLT3 e em razao disso a combinagéao de inibidores de IGF1R e FLT3
pode ser relevante clinicamente. Digno de nota, os inibidores de FLT3 foram
capazes de abolir a ativacdo de IGF1R, enquanto o NT157 foi capaz de inibir a
ativacado de FLT3, sugerindo que as vias podem estar conectadas nesse contexto
celular. Outra possivel explicacéo seria a identificacdo de acdo em outros alvos (off-
target), fato bem demonstrado para midostaurin (WANDER; FATHI; LEVIS, 2014;
WEIS et al., 2019). Comparados diretamente, identificamos que o linsitinibe induz
autofagia e o NT157 ativa o complexo AP-1, como mecanismos particulares de
cada composto. Foi realizado um ensaio de protedmica com o objetivo de identificar
processos celulares e moleculares especificamente relacionados a cada composto
e, quando finalizada, esta analise lancara luz sobre novos processos e

oportunidades terapéuticas.
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5. CONCLUSOES
- Confirmamos o beneficio clinico da metformina na reducéo da esplenomegalia
em modelo murino de NMP, e demonstramos que seus efeitos ndo foram capazes de

afetar a frequéncia dos progenitores hematopoiéticos na NMP Jak2V617F;

- Modelamos um indice prognostico baseado em assinatura transcriptdmica para
pacientes com SMD com capacidade preditiva para sobrevida global superior ao indice

IPSS-R amplamente utilizados na prética clinica.

- A alta razdo de expressdo génica de IGF1R/IGF2R é capaz de distinguir

pacientes com LMA e LPA com prognéstico desfavoravel,

- A baixa expresséao de IRS1 identifica pacientes com LMA com sobrevida global

e sobrevida livre de doenca inferiores;

- A alta expressao de IGF1R e baixa expressao de IRS1 prediz sobrevida livre

de doenca inferior em pacientes com LMA associadas a mutacdo em FLT3;

- Os inibidores de IGF1R/IR, linsitinibe, e de IGF1R/IRS1-2, NT157, séo
citotoxicos em modelos celulares de LMA, mas possuem efeitos celulares distintos.
Linsitinibe induz autofagia como mecanismo limitante de sua eficiéncia, enquanto
NT157 é citotdxico através da inducéo da apoptose, afeta a funcdo mitocondrial e ativa

vias de estresse celular.
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COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo intitulado “Imvestigagdo da fungdo da
proteina IRS2 em células hematopoéticas e dos efeitos celulares e moleculares da metformina
em neoplasias mieloproliferativas”, registrado com o nimero 002/2016-1, sob a
responsabilidade da Profa. Dra. Fabiola Traina, envolvendo a produgfio, manutengéio ou
utilizag@io de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto humanos) para
fins de pesquisa cientifica, encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n® 11.794 de 8 de
outubro de 2008, do Decreto n° 6.899 de 15 de julho de 2009 e com as normas editadas pelo
Conselho Nacional de Controle de Experimentagio Animal (CONCEA), e foi APROVADO
pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da Faculdade de Medicina de Ribeirio Preto da
Universidade de Séo Paulo em reunifio de 27 de junho de 2016.

Este Protocolo prevé a utilizagiio de 28 camundongos NOD/SCID gama
fémeas pesando 22g; 28 camundongos 129-IRS2 fémeas pesando 22g e 28 camundongos 129-
IRS2 machos pesando 22g, oriundos do Laboratério de Estudos Experimentais em Animais
(LEEA) de Ribeirio Preto da Universidade de Séio Paulo. Vigéncia da autorizagho:
27/06/2016 a 31/03/2018.

We certify that the Protocol n* 002:2016-1, entitled “Investigarion of IRS2 protein function in hemotopoietic
cells and celtular and molecular effects of metformin in myeloproliferative neoplasms”, i in accordance with
the Ethical Principles in Animal Research adopted by the National Council for the Control of Animal
Experimentation (CONCEA) and was spproved by the Local Animal Ethical Committee from Ribeirio Preto
Medical School of the University of S0 Paulo in 06727/20/6. This protocol involves the production,
maintenance or use of snimals from piplum Chordata, subphylum Vertebrata (except humans) for research
purposes, and includes the use of 28 female NOD/SCID gama mice weighing 22g, 28 female 129-IRS2 mice
weighing 22g and 28 male 129-IRS2 mice weighing 22g from the Laboratory of Experimental Studies in
Animals of Ribeir®o Preto Medical School, University of Sso Peulo. This certificate is valid until 03/31/2018,

Ribeiriio Preto, 27 de junho de 2016
s ’.\ F
}\, ,._._F‘_\J ?—»—‘r—l ("’

Prof. Dr. Fernando Silva Ramalho
Presidente da/CEUA — FMRP - USP

Comissio de Etica no Uso de Animals da Faculdade de Madicina de Rideir3o Preto da Universidade de Sdo Paulo
(16)3315-3301
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— PRETO DA USP -
PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA
Titulo da Pesquisa: Avaliagdo da eficiéncia antineoplasica de inibidores da via de sinalizagdo IGFIR-
IRS1/2 em leucemia mieloide aguda
Pesquisador: Fabicla Traina
Area Tematica:
Versao: 1
CAAE: 40325820.0.0000 5440

Institui¢io Proponente: Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribewr&o Preto da USP -
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Namero do Parecer: 4 417 535

Apresentacao do Projeto:

A leucemia mieloide aguda (LMA) compreende um grupo hetercgéneo de doencas clonais da célula tronco
hematopoética (CTH) de curso clinico grave, Os principais achados clinicos incluem neutropenia,
plaguetopenia e anemia no sangue periférico, bem como do aumento de células mieloides imaturas na
medula 6ssea e sangue. O conhecimento da fisiopatologia da LMA permitiu a uniformizagdo dos critérios
diagndsticos e implementagio de terapias direcionadas a alteragdes moleculares recorrentemente
identificadas nos pacientes. Entretanto, a LMA persiste como uma doenga com curso adverso e resultados
clinicos insatisfatonos, A via de crescimento celular IGF 1R-IRS1/2 vem sendo imphcada nos processos de
transformacéo e resisténcia a terapia em LMA

Objetivo da Pesquisa:
Avaliar os efeitos citotoxicos de inibidores farmacologicos de IGF1R-IRS1/2 em células primarias de
paclentes dragnosticados com leucemia mieloide aguda.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficlos:

Riscos Os riscos ou desconfortos da pesquisa estdo relacionados com o risco da quebra do sigilo de
alguma informac3o. Informagdes sobre dados pessoais, condigdes de saGde e tratamentos, serdo obtidas
do prontuério do paciente. Todos os dados serdo usados somente para a realizacio

Endereco:  CAMPUS UNIVERSITARYD

Bairro: MONTE ALEGRE CEP: 14.043-500
UF: &P Municiplo: RIBEIRAD PRETO
Telefone: (18)3802-2228 Fax: (16)3633-1144 E-mall: cap@horp.uspbe
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da pesquisa. Mas, mesmoe 0s pesquisadores se comprometendo a fazer todos 0s esforgos para que as
normas eticas sejam seguidas, existe o risco da quebra do sigilo de alguma informagio. A fim de minimizar
©s rsces de quebra de sigilo, apenas a equipe de pesquisa lerd acesso ao pronfudrio médico

Beneficios: O paciente ndo tera nenhum beneficio imediate por particspar do estudo. As informagdes obtidas
por este trabalho poderdio auxiiar na melhoria do tratamento futuro de LMA,

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

Estudo experimental pré-clinico. A coorte sera composta por pacientes (enfre 18 e 65 anos) consecutivos
diagnosticados com LMA em investigagaoc no servigo de hematologia no HC FMRP USP. A LMA sera
definida usando os critérics da Organiza¢3o Mundial da Saide (SWERDLOW et al., 2017). Prevemos a
inclusao de 20 pacientes. O calculo do tamanho amostral fol definide por conveniéncia, baseado na
estimativa do numero de casos diagnosticados por ano na instituigdo

Os dados demograficos, clinicos e faboratoriais serdo coletades por revisdo de prontudrics médicos fisicos
elou eletrénicos. Pardmetros demograficos avaliados incluirdo idade e sexo. Pardmetros clinicos e
laboratoriais incluirdo: entidade diagndstica, LMA de novo ou secunddria e os pardmetros laboratoriais
avaliades serdo pardmetros hematimétricos e alteracdes citogenéticas e moleculares recomendadas pelo
ELN 2017 (DOHNER et al, 2017}, conforme disponiveis no prontudrio médico,

Consideragoes sobre os Termos de apresentagio obrigatoria:

Documentos devidamente apresentados. Sobicita a dispensa de aplicagdo do Termo de Consentimento Livre
e Esclarecido, Serdo anafisados dados armazenados no prontuario médico (eletrdnico) dos pacientes.
Amostras excedente de sangue periférico ou medula dssea coletados para fins de exame de caridtipo
(exame de rotina) serdo ublizados para estudos In vitro apenas; nio haverd armazenamento de matesial
bioldgico.

Recomendagodes:

n3o se aplica

Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes:

Diante do exposto € a luz da Resolugiio CNS 466/2012, o projeto de pesquisa versao 1 data 14/10/2020,

assim como o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, podem ser enquadrados na categoria
APROVADO,

Consideragoes Finals a critério do CEP:
Projeto Aprovado: Tendo em vista a legislagdo vigente, devem ser encaminhades ao CEP, relaténos

Endereco: CAMPUS UNIVERSITARIO

Bairro: MONTE ALEGRE CEP: 14,048-900
UF: SP Municiplo: RIBEIRAO PRETO
Telefone: |{16)3602-2228 Fax: (16)3633-1144 E-mall: ceofRherp usp b
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parciais anuais referentes a0 andamento da pesquisa e relaténo final ao términe do trabalho. Qualquer
maodificagdo do projeto orignal deve ser apresentada a este CEP em nova versdo, de forma objetiva e com
justificativas, para nova apreciacao

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagao
Informagdes Basicas| PE_INFORMACOES_BASICAS_DC_P | 23/11/2020 Acaito
| do Projeto ROJETO 1666907 pdf 16:45:14
Orgamento AprovacacOrcamento_IGF1R_LMA_2p| 23/11/2020 |Fabila Traina Acesto
dr 16:44 21
Progeto Detalhado /| Projeto_lnibidorlGF1R_LMA_v1_141020] 23/11/2020 |Fabiola Traina Acaito
Brochura 20_2.pdf 16:42:32
| Investigador e
Folha de Rosto FolhadeRostolGF1R_LMA_Ass pdf 200112020 |Fabiola Traina Acedto
12:56:11
TCLE ! Termos de | DispensaTCLE_IGF1R_LMA_Ass pdf 20/11/2020 |Fabiola Traina Acedo
Assentimento / 12:55:58
Justificativa de
Auséncia
Orgamento OrcamentoDetalhado_InibidorlGF1R_L | 20/11/2020 |Fabiola Traina Acedo
MA pdf 12:55.04
Cronograma Cronograma_InibidoriGF 1R_LMA pdf 200111/2020 |Fabiola Traina Acgilo
12:54:47

Situagao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagao da CONEP:

Nio

RIBEIRAO PRETO, 24 de Novembro de 2020

Assinado por:
MARCIA GUIMARAES VILLANOVA
{Coordenador{a))
Enderego:  CAMPUS UNIVERSITARIO
Bairro: MONTE ALEGRE CEP: 14048900

UF: 5P

Teldefone: [16)3602-2220

Municipio: RBERAD PRETO

Fax: (1635331144

E.mail: cepfhcrp usp.br
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7.3 Anexo C

COMISSAO NACIONAL DE
ETICA EM PESQUISA %ﬁm

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA
Titulo da Pesquisa: AVALIACAO DA DAUNCRRUBICINA COMO AGENTE ANTRACICLICO NA INDUGAG

DE REMISSAQ E CONSOLIDACAO DE PACIENTES COM LEUCEMIA
PROMIELOCITICA AGUDA

Pesquisador: Eduardo Magalhdes Rego

Area Tematica: A critéric do CEP

Versdo: 2

CAAE: 81987818.5.1001.5440

Instituicdo Proponente: Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da USP -
Patrocinador Principal: FUNDACAO DE AMPARO A PESQUISA DO ESTADO DE SAO PAULO

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 3.003.975

Apresentacao do Projeto:

As informagdes elencadas nos campos “Apresentacdo do Projeto”, "Objetivo da Pesquisa” e "Avaliacdo dos
Riscos & Beneficios™ foram retiradas do arquivo Informac¢les Basicas da Pesquisa
(PB_INFORMAGOES_BASICAS_DO_PROJETO_1049988. pdf, de 05/06/2018) e do Projeto Detalhado,

INTRODUGAQ

A Leucemia Promielocitica Aguda (LPA) & um subtipo de Leucemia Mieldide Aguda (LMA) que se
caractenza pela parada da maturagdo do precursor misldide no estagio de promielocito. Corresponde a
cerca de 10% dos casos de LMA com incidéncia de 10,000 casos nos Estados Unidos em 2001, Entretanto,
em alguns paises, como Brasil @ México a proporgdo de casos de LPA entre as LMAs & maior, situando-se
entre 20 e 30%. Além das caracteristicas morfoldgicas e citoquimicas peculiares, clinicamente apresenta-se
com um quadro de coagulopatia que & o responsavel pela maior morbidade dos pacientes. Do ponto de
vista molecular, aproximadamente $5% dos casos de LPA apresentam uma transiccagdo balanceada entre
os cromossomos 15 e 17 (loci q22 e q21, respectivamente), gerando o gene PML-RAR, As conseqléncias
na regulacdo do ciclo celular & na terapéutica desta doenga decorrentes desta alteracdo genética séo de tal
forma peculiares que, em 2001, a Organizagdo Mundial de Saude em sua reclassificagdo das hemopatias
categorizou esta entidade como LMA com t(15:17). As recomendagdes atuais para o tratamento da

Endereco:  SRNTV 701, Via W 5 Norte - Edificio PO 700, 3° andar
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leucemia promielocitica aguda de novo baseiam-se no uso do acido all-trans-retindico (ATRA) e
quimioterapia com antraciclicos para indugdo de remissdo, seguida de quimicterapia com antraciclicos para
consolidacdo e baixa dose de quimioterapicos associada a ATRA para manutencdol. Utilizando ATRA e
monoterapia com antraciclico o grupo cooperativo espanhol PETHEMA (Programa de Estudio y Tratamiento
de |&s Hemopatias Malignas) - estudo LPASE6 - relatou taxas de remissdo completa em torno de 90% e
sobrevida livre de doenca em 5 anos proxima de 80% 3-8. Baseado nos resultados de dois estudos clinicos
randomizados o grupe PETHEMA demonstrou a existéncia de fatores de risco (contagem plaquetaria menor
que 40.000x10-6/ml e de leucocitaria maior que 10. 000x10-6/ml)3 e adaptou o fratamento conforme grupos
de risco. De acordo com esta classificacdo, os pacientes classificados com alto risco ou risco intermediario
receberam ATRA durante a terapia de consolidacdo em combinagdo com antraciclico em monoterapia com
dose intensificada. Recentemente, o grupo PETHEMA relatou os resultados obtidos em 251 pacientes com
LPA de nove (PML/RAR positivo), alocados consecutivamente e que foram incluidos neste protocolo. Estes
resultados foram comparados com os resultados atualizados de 175 pacientes que haviam sido incluidos no
protocolo LPASE9, e as principais conclusdes foram:

i) As taxas de remissdec em ambos os protocolos confirmaram a virtual auséncia de resisténcia primaria
ao ATRA associado a monoterapia com idarrubicina (AIDA);

ii) A consolidacdo com intensificacdo para pacientes com risco intermediario e alto claramente levou a
melhora significativa da eficacia antileucémica neste contexto e;

iiiy As doses maiores de idarrubicina e a adicdo de ATRA nos trés ciclos de consolidagdo, apesar de
aumentarem moderadamente a toxicidade hematoldgica, mantiveram um alto grau de fidelidade ao
protocolo proposto, sem aumentar os obitos relacionados a toxicidade.1. Tendo em vista tais resultados, o
grupo espanhol propds um novo protocolo de estudo, denominado LPA2005, cujas mudancas foram: 1.
reducaoc da dose de mitoxantrone na consolidagdo nos grupos de medio e baixo risco; e, confome
resultados relatados pelo grupo italiano GIMEMA (Grupo ltaliano Malattie Emlatologiche dell’Adulto) em
pacientes de alto risco com idade inferior a 60 anos10, acrescentou-se Ara-C® a consolidacdo. Baseado no
beneficio demonstrado em dois estudos randomizados 1,6, o Consorcio Internacional em Leucemia Mieldide
Aguda, vinculado a Scciedade Americana de Hematologia (ASH) concordou em conceber um protocolo a
ser seguido como um estudo multicéntrico ndo-randomizado em trés paises em desenvolvimento :Brasil,
Mexico e Jordénia com o mesmo principio do protocolo LPA2005 dos grupos PETHEMA/HOVON. Os
objetivos, critérios de elegibilidade, tratamento e avaliagdo ndo foram alterados, exceto por
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testar a eficacia e toxicidade da daunorrubicina no lugar da idarrubicina (por equivaléncia, 5 mg de
daunorrubicina séo iguais a 1 mg de idarrubicina). Apds o seu inicio houve mudanca dos paises
participantes, sendo que o México e a Jordania se retiraram do Consdrcio por opcéo prépria e o Chile,
Paraguai, Uruguai e Peru se tornaram participantes. Por se tratar de um estudo tipo registro, ndo foram
necessarias mudancas no desenho do mesmo, desde o inicio de sua execucdo. O modelo dos estudos do
PETHEMA foi considerado o mais apropriado para aplicacdo nos paises em desenvolvimento paorque
demonstraram previamente:

i)Alta eficacia antileucémica;

ii)Baixa toxicidade e alto grau de tolerabilidade;

iif)Baixo custo e simplicidade de aplicacdo e;

iv)Reprodutibilidade bem-sucedida em uma rede emergente de numerosas instituicdes participantes em
varios paises com diferentes niveis de cuidado hospitalar. Aléem da eficacia clinica, serdo avaliados,
também, alguns parametros laboratoriais da doenca, que incluem estudos de distirbios da hemostasia,
imunofenétipo e marcadores biomoleculares da doenga. As analises laboratoriais serdo conduzidas por
laboratdrios locais de cada centro e o exame para detecgdo do rearranjo PML/RARA sera centralizado por
pais, e ndo havera envio de amostras ao exterior. No caso do Brasil, o laboratério central sera o Laboratério
de Hematologia do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da Universidade de
Séo Paulo.

HIPOTESE
A combinagdo de ATRA com daunorrubicina tem eficacia e segurancga similares ao tratamento com ATRA e

idarrubicina para o tratamento de indu¢&o e consolidagdo da remissdo de pacientes com LPA.

METODOLOGIA

Estudo de registro prospectivo multicéntrico. Os dados clinicos e laboratoriais serdo registrados usando
plataforma on line, e, fichas de registro clinico padronizadas. A confirmac&o diagnoéstica e o monitoramento
serdo realizados por método de biologia molecular em laboratério central. Os desfechos do tratamento tais
como: sobrevida global, sobrevida livre de recaidas, taxa cumulativa de recaida e taxa de mortalidade ndo
relacionada ao tratamento serdo calculados usando método de Kaplan Meyer.

CRITERIOS DE INCLUSAQ
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Idade menor ou igual a 75 anos.

ECOG performance status menor ou igual a 3.

Diagndstico morfologico de LPA (FAB-M3 ou M3v). Casos sem morfologia tipica mas com o rearranjo
PMLRARA também serdo incluidos.

Diagnaéstico genético: 1(15;17) demonstrada por caridtipo convencional; rearranjo PML-RARA detectado por
RT-PCR ou FISH ou padrdo micro-salpicado da proteina PML & imunlfluorescéncia com anticorpo
monoclonal anti-PG-M3. Obviamente, o tratamento podera ser iniciado baseado em um diagndstico

presuntivo morfolégico e o resultado destes testes ser posterior ao inicio da quimioterapia.

CRITERIOS DE EXCLUSAO

Quimioterapia ou radioterapia para o tratamento de neoplasia prévia.
Presenca de neoplasia associada.

Presenca de doenca psiquiatrica grave.

Soropositividade para HIV.

Contra-indicacdo a quimioterapia intensiva, especificamente a antraciclicos.

Creatinina sérica maior ou igual a 3,5mg/dL.

Objetivo da Pesquisa:

OBJETIVOS PRIMARIOS

1. Avaliar a eficacia e toxicidade de um protocolo com abordagem terapéutica adaptada ao risco que utilize
daunorrubicina no lugar da idarrubicina com a equivaléncia de dose de 5:1, nas terapias de inducdo e
consolidagdo em pacientes com LPA.

2. Avaliar o impacto da reducdo da dose de mitoxantrone na sobrevida livre de eventos, livre de doenca e
sobrevida geral assim como a incidéncia cumulativa de recaida em pacientes de risco baixo e intermediario.
3. Avaliar o impacto da adi¢do de ara-C aos ciclos de consolidacdo com daunorrubicina (utilizados
originalmente nos protocolos GIMEMA) na sobrevida livre de eventos, livre de doenca e sobrevida geral,
assim como a incidéncia cumulativa de recaida em pacientes de alto risco com idade inferior a 60 anos com
LPA no Brasil.

4. Avaliar a toxicidade das terapias de indugdo, consaclidacdo, e manutencdo nos subgrupos de tratamento e

na populagéo de pacientes com LPA.

Enderego: SRNTV 701, Via W 5 Norte - Edificio PO 700, 3° andar
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OBJETIVOS SECUNDARIOS

1. Comparar os resultados com os obtidos no protocolo PETHEMA/HOVON LPA2005.
2. Avaliar pardmetros laboratoriais da coagulacéo e fibrindlise.

3. Avaliar o imunofenétipo da célula leucémica.

4. Avaliar a expressdo de marcadores moleculares da doenca.

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:
Conteudo ndo analisado pela CONEP, pois o presente projeto de pesquisa foi considerado aprovado
anteriormente pelo Sistema CEP/Conep.

Comentarios e Consideragbes sobre a Pesquisa:
Respostas ao Parecer Consubstanciado CONEP n® 2.791.373 de 02/08/2018.

Trata-se de submissdo de resposta as pendéncias elencadas pela Conep no processo de validacdo
documental na Plataforma Brasil (PARECER N°© 20-SEI/2017-CONEP/SECNS/MS). Protocolo inicialmente
registrado na Conep sob Registro Conep n® 12920 (incluido na area tematica “Cooperacio estrangeira”)
aprovado com recomendacdes em 11/09/2006 (Parecer Consubstanciado Conep n® 942/2006) e com varias
emendas subsequentes.

Estudo tipo registro, prospectivo, multicéntrico, para avaliar a eficacia e toxicidade do tratamento com
daunorrubicina e ATRA, quando comparado ao tratamento de idarrubicina e ATRA, na terapia de inducéo e
consolidacdo em pacientes com leucemia promielocitica aguda (LPA).

Todos os participantes receberdo o tratamento padrdo recomendado pelas diretrizes da Associacdo
Brasileira de Hematologia e Hemoterapia (ATRA e quimioterapia com antraciclicos). Os riscos associados
as medicacdes sdo bem conhecidos e o manejo das toxicidades sdo os mesmos utilizados para pacientes
ndo incluidos no estudo.

As instituicdes participantes registrardo os pacientes elegiveis no banco de dados utilizando o Programa
RedCAP on line (redcap.fmrp.usp.br). Os dados clinicos e laboratoriais serdo registrados usando fichas de
registro clinico padronizadas. Serdo registradas informacdes sobre resultados laboratoriais, sobre a
atividade da doenca (remissdo ou n&o), registro de eventuais efeitos adversos e sobre a sobrevida. A
confirmac¢do diagndstica e o monitoramento, serdo realizados por detec¢do do rearranjo PML/RARA por
PCR em laboratério central (Laboratério de Hematologia de
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Ribeirdo Preto - USP).

Estudo financiado pelo Consércio Internacional em Leucemia Prolinfocitica (IC-APL), vinculado a Sociedade
Americana de Hematologia (ASH), e pelo Centro de Terapia Celular (Projeto FAPESP 98/14247-6).

LISTA ATUALIZADA DE CENTROS PARTICIPANTES (de acordo com o documento
“PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_PROJETO_1049986.pdf" de 05/06/2018):

1. Hospital de Clinicas da Universidade Federal do Parana (Pesquisador Responsavel: Elenaide Coutinho
Nunes)

2. Hospital das Clinicas - Universidade Federal de Minas Gerais (Pesquisador Responsavel: Evandro
Maranhao Fagundes)

3. Universidade Federal de Santa Catarina (Pesquisador Responsavel: Giovanna Steffenello Durigon)

4. Disciplinas de Hematologia e Hemoterapia do Departamento de Oncologia Clinica - UNIFESP
(Pesquisador Responsavel: Fabio Rodrigues Kerbauy)

5. Irmandade da Santa Casa de Misericordia de Sdo Paulo (Pesquisador Responsavel: Teresa Cristina
Bortolheiro)

6. Centro de Hematologia e Hemoterapia —- HEMOCENTRO (Pesquisador Responsavel: Katia Borgia
Barbosa Pagnano)

7. HEMOLABOR - Hematologia e Laboratdrio de Pesquisas Clinicas Ltda. (Pesquisador Responsavel:
Nelcivone Soares De Melo)

8. Fundacdo de Hematologia e Hemoterapia do Estado de Pernambuco — HEMOPE (Pesquisador
Responsavel: Raul Antonio Morais Melo)

9. Hospital de Clinicas de Porto Alegre (Pesquisador Responsavel: Rosane Isabel Bittencourt)

Consideragdes sobre os Termos de apresentagio obrigatoria:

Em resposta ao Parecer Consubstanciado CONEF n® 2.791.373 de 02/08/2018 foram postados os seguintes
documentos (30/10/2018):

« PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_PROJETO_1049986_pdf de 30/10/2018
Justificativa_da_necessidade_e_oportunidade_uso_futuro_amostras_biologicas_armazenadas_do_estudo.p
df

» Justificativa_necessidade_oportunidade_Utilizacao_Matenal_Biologico.pdf

» Respostas_Pendencias_Conforme_Parecer CONEP . pdf

Enderego: SRNTV 701, Via W 5 Norte - Edificio PO 700, 3° andar
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* Resposta_Pendencias_Conforme_Parecer_Conep.doc

*» Protocolo_versao_1_de 2006_Emenda_3 24agosto2018_final.doc

*» Protocolo_versao_1_de_2006_Emenda_3_ de_24agosto2018_com_alteracao_destacada.doc
» Justificativa_guanto_a_necessidade_e_oportunidade_utilizacao_amostras.docx

» Justificativa_Hemorio.pdf

» Termo_de_Consentimento_Livre_e_Esclarecido_versao_final_3_0_de_24_08_2018.docx
Termo_de_Consentimento_Livre_e_Esclarecido_versao_3_0_de_24_08_2018_com_alteracoes_destacadas
docx

» Termo_de_acordo_entre_os_centros_participantes.doc

*» Termo_de_acordo_entre_os_centros_participantes.pdf

» Lista_de_Paises_Participantes.docx

» Justificativa_Hemorio.docx

Documentos postados na submiss&o inicial (05/06/2018):

« PB_INFORMAGCOES _BASICAS_DO_PROJETO_1049986 pdf de 05/06/2018

» Parecer_N20_SEI_2017_CONEP_SECNS_MS pdf

* Resposta_as_Pendencias_Documentais CONEP_maio_de_2018.doc

» Respostas_as_Pendencias_Documentais_da_CONEP .pdf

» TCLE_com_alteracoes_destacadas.docx

» Parecer_de_Aprovacao_com_recomendacoes_da_CONEP_N942_2006_emitido_em_11set_2006.pdf

» Justificativa_da_Emenda_Contendo_as_respostas_do_Parecer_N20_2017_CONEP .pdf

» Justificativa_da_Emenda_Contendo_as_respostas_das_Pendencias_do_ParecerN20_2017_CONEP .docx
* Projeto_ICAPL_Projeto_inicial doc

+ PB_PARECER_CONSUBSTANCIADO_CEP_2485452_05_02_2018.pdf

* Relacao_de_Centros_Participantes.doc

» Paginas_de_CRF_RedCap.pdf

*» Declaracao_sobre_TCLE_amostra_biologica.pdf
Declaracao_sobre_o_termo_de_consentimento_de_solicitacao_de_autorizacao_para_coleta_material_biolo

gico.docx
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« Carta_de_Submissac_Protocolo_ao_CEP pdf

+ Carta_de_Submissao_Protocolo_ao_CEP docx

+ Biorrepositorio.doc

+ Processo_HCRP_N8723_06_banco_de_amostras pdf

« Relatorio_sobre_Eventos_Adverses_do_Protocolo. pdf

« Relatorio_sobre_os_Eventos_Adversos_do_Protocolo.doc

« Informacao_inicial_sobre_conducaco_do_estudo_no_Brasil_e_sobre_amostras_biologicas pdf
» Termo_de_Consentimento_Livre_e_Esclarecido_versao_2_de_19_10_2017.docx

« Protocolo_versao_1_de_2006_Emenda_2_de_outubro_de_2017 doc

+ Orcamento docx

+ Amostras_Biologicas_uso_e_destinacao.docx

+ Declaracao_de_submissao_ao_sistema_CEl docx

+ DECLARACAC _DE_CONFIDENCIALIDADE_DO_PARTICIPANTE_DA_PESQUISA_NO_ESTUDO.docx
+ Declaracao_de_|Infraestrutura_e_|nstalacoes.dock

« Parecer_Consubstanciado_Aprovacao_lnicial_CEP pdf

+ Oficlo_Aprovacao_Inicial_CEP.pdf

« Amostras_Biologicas_Uso_e_Destinacao pdf

« Declaracao_sobre_amestras_biologicas_envolvendo_mais_de_uma_instituicao pdf

« Declaracao_de_submissao_ao_sistema_CEP_CONEP_em_caso_de_novos_estudos pdf
« Declaracao_de_Confidencialidade_do_Participaante_da_Pesquisa pdf

« Declaracao_Infraestrutura pdf

+ Cronograma_de_Execucao_e_Atualizacao.doc

+ Cronograma_Inicial pdf

+ Foiha_de_Rosto.pdf

Recomendacoes:

Verificar tem "Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes”

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes:

Analise de respostas ao Parecer Consubstanciado CONEP n® 2,791,373 de 02/08/2018 e ao Parecer

Consubstanciado CONEP N° 20-SEI/2017-CONEP/SECNS/MS:

1. Quanto ao Protocole de Pesquisa, Intitulado "Documento 03 - Protocolo versao 1 de 2006 - Emendal de

junho de 20177, seguem as seguintes consideragdes:
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sistema CuredKids seja mantido por um hospital pediatrico, o presente estudo nao incluiu @ no inclul
crangas

Até o momento, a inclusdo de pacientes em todos os centros envolvide ndo atingiu © numero esperado e o
acompanhamento foi em média 48 meses, portanto menor que o necassario conforme o protocolo. Como ¢
numero de pacientes recrutados foi inferior ao estimado originalmente, a prorregacéo dos trabathos, visa
aumentar ¢ nimero de sujeitos e principalmente o tempe de observagdo. Por se tratar de um estudo tipe
registro, ndo foram necessarias mudancas no desenho do mesmo, desde o inicio de sua execucdo.
Inicialmente os dados comecaram a ser incluidos na Programa de Cadastro de Pacientes online
(https://www curedkids.org)"

Este instrumento mostrou-se inadequado, pois & uma ferramenta para a faixa etaria e caracteristica infantil @
0s pacientes alvo deste estudo sdo pacientes adultos, passames a utilizar o REDCAP. Todos os dados
foram transferidos para tal sistema,

As amostras dos pacientes estdo armazenadas no banco de amostras de células de medula dssea e
sangue no Laboratério de Hematologia, aprovado em reunido ordindria de nimero 234, do Comité de ética
do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da Universidade de S3o Paulo,
realizada em 25.09.2006 processo HCRP n°8723/2006 e atualmeante modificado para Biorrepasitdrio, projeto
enviado em anexc para atender aos requisitos da Portaria 2.201 - 14/09/2011 - MS. As alteragbes
realizadas encontram-se destacadas.

Devemos ressaltar que os paises em desenvolvimento, participante deste estudo, seguem o mesmo
protocolo de procedimentos e procedimentos, porém cada um conta com um centro coordenador € 0s
devidos centros participantes.

Nao havera consoércic, partihamento e envio de amostras de material biologico entre eles apenas os dados
do estudo serdo compartilhados nas reunides acima citadas,

ANALISE: PENDENCIA PARCIALMENTE ATENDIDA. Considerando que havera recrutamento de
participantes em outros paises, solicita-se Incluir no item "Paises de Recrutamento” do cadastro da
Plataforma Brasil os paises Chile, Paraguai, Urugual e Peru.

RESPOSTA: Enviado lista de Paises participantes e incluidos os Paises no item correspondente da
Plataforma Brasil.

ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA

NOVA PENDENCIA APOS ANALISE DAS RESPOSTAS AO PARECER CONSUBSTANCIADO CONEP N°
20-SEI2017-CONEP/SECNS/MS:

Enderego: SRNTV 701, Via W 5 Norte - Edifico PO 700, 3° endar
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No documento “Protocolo_versao_1_de_2006_Emenda_2_de_outubro_de_2017.doc” postado em
09/01/2018 |&-se “No Brasll, além de Ribelrdo Preto, participario deste estudo [..] o Instituto Estadual de
Hematologia Arthur de Siqueira Cavalcanti (HEMORIO)...". Entretanto, a referida instituicdo participante nao
consta na relagdo de centros participantes elencados nos documentos
“PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_PROJETO_1049986 pdf" de 05/06/2018 e
“Relacao_de_Centros_Participantes.doc” postado na Plataforma Brasil em 12/01/2018. Solicitam-se
esclarecimentos e adequagdo dos documentos citados.

RESPOSTA: O centro Instituto Estadual de Hematologia Arthur Siqueira Cavalcanti (HEMORIO), fol retirado
do protocele conforme emenda incluida na Plataforma Brasil. "Protocolo verséo 1 de 2006 —~ Emenda 3 de
24Ago2018, anexada também justificativa da supressdo da refenda instituicao

ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA

Continungdo do Parecsr 3 003 975

1.2. Na pagina 13 de 52, |&-se: "O seguinte material devera ser colhido ao diagndstico e enviado ao
Laboratdrio de Hematologia do HCRP que assumira a responsabilidade de guarda e diagnostico
confirmatério genético™, E na pagina 14 de 52, |&-se: "Os procedimentos recomendados para envio de
amostras e guarda do material bioldgico estdo no item 4.1.1. O Laboratério de Hematologia do HCRP
assumira a responsabiiidade pela coleta, arquivamento & diagnoésticos genéticos centralizadas” A analise do
Protocolo de Pesquisa indica que ha formacao de biorrepositdrio. Assim sendo, todos os aspectos relativos
4 formacéo de blorrepositério ao longo da execugdo de uma pesquisa deverdio ser seguidos conforme
explicitado na Resolugcdo CNS n° 441 de 2011 e Portaria MS n® 2201 de 2011, ainda que o armazenamento
do material biclégice seja temporario sem previsdo de uso futuro, Solicita-se uma revislic das referidas
normativas € apresentar:

1.2.1. Justificativa quanto & necessidade e oportunidade para utilizacao futura das amostras biologicas
armazenadas no estudo em tela (Item 2.| da Resolugdo CNS n® 441 de 2011), se pertinente
RESPOSTA! Vide item 1.1,

ANALISE: PENDENCIA NAO ATENDIDA. Solicita-se apresentar |ustificativa quanto & necessidade &
oportunidade para utilizaco futura das amostras biclogicas armazenadas no estudo em tela (litem 2.| da
Resolucdo CNS n° 441 de 2011), se pertinente.

RESPOSTA: Justificativa apresentada “Justificativa quanto & necessidade e oportunidade para utilizacao
futura das amostras bioldgicas armazenadas do estudo”

ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA

Enderego: SRNTV 701, Via W & Norte - Edificio PO 700, 3° andar
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1.2.2. Declaragdo de que toda nova pesquisa a ser realizada com o material armazenado em biorrepositdrio
sera submetida para aprovagdo do Comité de Etica em Pesquisa (CEP) institucional e, quando for o caso,
da Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa (Conep) (Item 2.1l da Resolugdo CNS n®. 441 de 2011). se
pertinente.

RESPOSTA: Vide item 1.1,

ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

1.2.3. Regulamento dos laboratérios envolvidos no armazenamento do material bioldgico: detalhamento
operacional e de infraestrutura, bem como, as condi¢des de armazenamento do matenal, que podem estar
contides no projeto de pesquisa detalhado ou em forma de declarago. Cabe ressaltar que o prazo de
armazenamento de material biclégice humano em biorrepositério deve estar de acordo com o cronograma
da pesquisa correspondente & pode ser autorizado por até dez anos. Solicita-se explicitar no projeto de
pesquisa o tempo de armazenamento,

RESPOSTA: Vide item 1.1,

ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

1.2.4. Termo de Acordo em Pesquisa envolvendo mais de uma institui¢do. contemplando formas de
operacionalizagdo. compartithamento e utilizacdo do material biolégico humano armazenado no
Biorrepositério, inclusive a possibilidade de dissolugdo futura da parceria @ a consequente partilha &
destinacdo dos dados e materiais armazenados.

RESPOSTA: Vide item 1.1,

ANALISE: PENDENCIA NAQ ATENDIDA. Solicita-se apresentar Termo de Acordo firmado entre as
instituigSes participantes, contemplando formas de operacionaliza¢cdo, compartithamento e utilizagdo do
material biologico humano armazenado em biomrepositério, inclusive a possibilidade de dissolugdo futura da
parceria e a consequente partilha e destinagdo dos dados e matenais armazenados, conforme previsto no
TCLE. Explicitando ainda o tipo e a quantidade dos materiais compartilhados, Informando sua destinacao
apos a utiizacdo (ltens 13 e 13.1, da Resolugcdo CNS n” 441 de 2012).

RESPOSTA: Apresentado termo de acordo entre os centros participantes assinado pelo coordenador do
projeto no Brasil.

ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

Endereco:  SRNTV 701, Via W 5 Norte - Edificio PO 700, 3° andar
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1.2.5. Declaragdo garantindo aos pesquisadores e as instituicdes brasileiras o direito ac acesso e utilizagdo
do material biclégico humane armazenado no exterior (Item 14 da ResclugBo CNS n® 441 de 2011),
RESPOSTA: Vide item 1.1.

ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA. Nd@c se aplica, conforme consta nc decumento
Protocolo_versac_1_de_2006_Emenda_2_de_outubro_de_2017.doc".

Continuagio do Parecer. 3003 975

1.2.6. Compromisso dos pesquisaderes no exterior quanto a vedagdo do patenteamento e da utilizagdo
comercial do material biclégico humano armazenado em Biorrepositério (Item 16 da Resolucdo CNS n® 441
de 2011). RESPOSTA: Vide item 1.1.

ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA. N3o se aplica, conforme consta no documento
“Protocolo_versao_1_de_2006_Emenda_2_de_outubro_de_2017.dec”,

1.2.7. Em relagdo ao envio de material biologico ao exterior, o pesquisador € a instituicdo nacional devem
estar atentos as normas ¢ disposicdes legais socbre remessa de material para o exterior e as que protegem a
propriedade industrial e/ou transferéncia tecnologica (Lei n” 9.279 de 14/05/96 que regula os direitos e
obrigagdes relativas a propriedade industnal, Decreto n” 2.553/98 que a regulamenta  Lei n" 9.610/28 sobre
direito autoral),

ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA. N3o se aplica, conforme consta no documento
“Protocolo_versao_1_de_2006_Emenda_2_de_outubro_de_2017.doc”

1.3. Na pagina 15 de 52, l6-se: "As instituicdes devem registrar os pacientes elegivels ac estudo na
webpage do IC-APL, disponivel 24 horas por dia, 7 dias por semanas, utilizando o Programa de Cadastro de
Pacientes online (https://www curedkids.org)". (Destaque nosso) Considerando que o referido banco de
dados & um recurso online dedicado a melhorar o atendimento de criancas doentes (cancer e outras
doencas), solicita-se esclarecimento se no estudo ha menores de idade, e caso necessario, a submissdo de
documentos relacionados a estes participantes, tais como: termo de assentimento € TCLE para
pais/responsavel legal, para a devida apreciagdo ética.

RESPOSTA: Vide item 1.1,

ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

1.4. Na pagina 44 de 52, |é-se: "Os exames laboratoriais gerais (hemograma, enzimas hepaticas, avaliagdo
renal, provas de hemostasia, teste gestacional e mielcgrama), assim como o
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ecocardiograma, s8o os usualmente utilizados no seguimento dos pacientes com Leucemia Promielocitica
Aguda e ndo havera acréscimo de custos relacionado a estes”. Ainda que os custos do projeto de pesquisa
sejam cobertos pelo SUS, tals gastos devem ser devidamente especificados no orgamento financeiro
detalhado, conforme preconizado pele item 3.3.e. da Norma Operacional CNS n® 001 de 2013, Ademais,
para que uma pesquisa seja financiada pelo SUS, deve-se apresentar a anuéncia dos gestores
responsaveis. Solicita-se adequacdo.

RESPOSTA; "Orcamento.docx”,

ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

1.5. O cronograma do estudo ndo esta adequado, pois s6 informa as etapas do estudo até Julho/2017
enquanto o protocolo de pesquisa explicita o término em abril de 2021. Sendo assim, solicitam-se
esclarecimentos @ a adequagdo do cronograma. Ressalta-se ainda a necessidade de adequagdo, de forma
que o cronograma descreva a duragao total & as diferentes etapas da pesquisa (ltem 3.3.f da Norma
QOperacional CNS n°® 001 de 2013).

RESPOSTA: "Cronograma_de_Execucao_e_Atualizacao.doc”

ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

2. Quanto ao documento Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (Apéndice B do protocolo de
pesquisa), seguem as seguintes consideracdes:

2.1. O Termo de Consentimento & o documento no qual & explicitade o consentimento livre & esclarecido do
participante e/ou de seu responsavel legal, de forma escrita, devendo conter todas as informacdes
necessarias, em linguagem clara e cobjetiva, de facil entendimento, para o mais completo esclarecimento
sobre a pesquisa. Solicita-se que seja realizada uma revisdo em todo o TCLE, conforme as normas
gramaticais de portugués, tornando, desta forma, o texto mais claro, objetivo e de facil entendimento
{Resolugdo CNS n° 466 de 2012, itens 11.23 e IV.1.b).

RESPOSTA: Revisado,

ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

2.2, Na 1? pagina, |é-se: "A principal mudanca gue sera feita no tratamento é a adicdo troca da |darrubicina
pela Daunorrubicina” (Destaque nosso). Para um melhor esclarecimento do participants da pesquisa, solicita
-$@ suprimir a palavra “adi¢do" do trecho acima.

RESPOSTA: Suprimido o termo.
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ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

Continuagio do Parecer. 3003 975

2.3. Na 1?* pagina, |é-se: "Concordando em participar, apenas seriam feitos novos exames, nas amostras ja
colhidas”, (Destaque nosso). Solicita-se descrever no TCLE os procedimentos a serem realizados na
pesquisa, pontuande que analises serdo realizadas nas amostras biolégicas e o objetivo de cada analise
(por exemplo: TGO e TGP - para saber a fun¢do do seu figado), conforme disposto na Resolugdo CNS n®
466 de 2012, item IV.3.8. RESPOSTA: Revisado e refeito conforme solicitade

ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

2.4. Na 2" pagina, |&-se: "Apesar de todos estes problemas, ndo existe tratamento para leucemia aguda que
ndc apresente riscos.” No TCLE ha mengdo apenas dos riscos decorrentes dos medicamentos do estudo,
ndo ha esclarecimento sobre outras possivels complicacdes decorrentes dos procedimentos da pesquisa,
Solicita-se adequacdo (Resolucdo CNS n? 466 de 2012, item 11.22).

RESPOSTA: Revisado e modificado,

ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

2.5, As informagdes acerca dos potenciais beneficios em participar do estudo devem ser descritas de forma
aspecifica, clara e objstiva. Salicita-se adequacdo do TCLE, explicando. em linguagem clara e acessivel, os
potenciais beneficios relacionados a participacdo no estudo (Resolucdo CNS n” 466 de 2012, itens lll.1b e
IV.3b).

RESPOSTA: Reda¢do modificada para melhor entendimento.

ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

2.6. Na 2° pagina, lé-se: "A equipe médica que o assiste @ o hospital a que esta pertence asseguram-lhe
pronta assisténcia e disponibilidade de meios para qualguer intercorréncia”, (Destaque nosso) O TCLE deve
assegurar, de forma clara e afirmativa, que o participante de pesquisa recebera a assisténcia integral &
imediata, de forma gratuita (pelo patrocinador), pelo tempo que for necessario em caso de danos
decorrentes da pesquisa (Resolugdo CNS n° 468 de 2012, itens 11.3.1 e 11.3.2).

RESPOSTA: Redagdo modificada conforme sugestao.

ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.
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2.7. Solicita-se explicitar no TCLE a garantia do direito de buscar indenizag8o diante de eventuais danos
decorrentes da pesquisa (Resolugdo CNS n® 466 de 2012, item IV.3.h).

RESPOSTA: Informade conforme o solicitado,

ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

2.8, Deve ser assegurado ao participante de pesquisa o ressarcimento de despesas decorrentes da
participagdo no estudo. Sendo assim, solicita-se que seja garantindo, de forma clara e objetiva, o
ressarcimento de todas as despesas do participante da pesquisa e de seu acompanhante quando
necessario, em decorréncia de sua participacdo na pesquisa, podendo-se citar como exemplo. & ndo
restringinde, o transporte e a alimentac3o (Resolucdo CNS n® 465 de 2012, itens 11.21 e IV.3.g).
RESPOSTA: N3o é previsto ressarcimento de despesas pois o paciente nfio comparece ao local de
tratamento especificaments para pesquisa & sim para submissdo a fases do protocolo do tratamento da
instituigdo.

ANALISE: PENDENCIA PARCIALMENTE ATENDIDA. Solicita-se incluir no TCLE a garantia de que o
participante ndo tera qualsquer custos pela participacdo na pesquisa e que ele (a) ndo pagara por qualguer
procedimento, medicagcio em estudo ou teste exigiio pela pesquisa.

RESPOSTA: TCLE foi esclarecido o fato de ndo haver custos pela participacdo na pesquisa e dnus com:
medicacdo, procedimentos ou testes exigidos pela pesquisa. Esta pendéncia para ser atendida, gerou o
TCLE vers8o 3.0 de 24 de agosto de 2018.

ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

2.8, Na 2° pagina, lé-se: "Tendo isso em vista, o grupo de pesquisadores acima gostaria de solicitar ac(a)
senhor(a) que participe deste estudo”, (Destaque nosso) O TCLE deve seguir a terminologia da Resolugdo
CNS n® 486 de 2012, item 1V, & ser apresentado ao participante da pesquisa em forma de convite, Diante
disso, solicita-se substituir o termo “solicitar” por "convidar”,

RESPOSTA: Modificado conforme observagao.

ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

2.10. Na 2° pagina, lé-se: "O grupo de pesquisadores solicita, também, que possa manter guardadas
(congeladas) amostras de medula 0ssea & sangue do senhor (a), que sobrarem dos
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exames realizados para alguma pesquisa posterior, mantendo sua identidade em segredo @ sem cobrar-lhe
nada” (Destaque nosso). Considerando que a cenfidencialidade e o sigilo sdo direites do participante de
pesquisa e que para manter a eticidade na pesquisa devem ser previstos procedimentos que assegurem a
confidencialidade e a privacidade, a protecdo da imagem e a ndo estigmatizag@o dos participantes da

pesquisa, garantindo a ndo utilizagdo das informacdes em prejuizo das pessoas e/ou das comunidades,

inclusive em termos de autoestima, solicita-se garantir ao participante de pesquisa que estes dados serdo
utilizados exclusivamente para os fins desta pesquisa, assegurande o anonimato quande do repasse dos
dados (Resolucdo CNS n® 466 de 2012, itens [I1.2.t e [V.3.e).

RESPOSTA: Revista e medificada a redagdo.

ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

2.11. Na 3* pagina, lé-se: "Na hipétese do material ser utilizade para outra pesquisa, nova autorizacdo serd
solicitada ao senhor”. (Destaque nosso) As amostras biolégicas armazenadas podem ser utilizadas em
pesquisas futuras, desde que previamente aprovadas pelo Sistema CEP/Conep. Sendo assim, solicita-se
descrever no TCLE que cada nova pesquisa realizada pelo patrocinador ou por pesguisadores
independentes esta condicionada a: (a) apresentacdo de novo projeto de pesquisa para ser analisado e
aprovado pelo Sistema CEP/Conep e (b) reconsentimento do participante de pesquisa por meio de um
TCLE especifico referente ao novo projeto de pesquisa. Ressalta-se ainda que, se houver inten¢do de
pesquisa futura com o matenal biclégico, essa informagdo devera constar claramente do TCLE (Resolucdo
CNS n” 441 de 2011, item 6; Portaria MS n” 2.201 de 2011, capitulo IV, secdo I, artigos 17°, 18°e 22° ¢
capitulo Il artigo 5%).

RESPOSTA: Medificado para solicitacdc de assinatura de novo TCLE, casc ¢ material armazenado possa
ser utilizado em uma nova da pesquisa aprovada pelo CEP.

ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

2.12. Solicita-se que seja informado no TCLE que a retirada do consentimento de guarda das amostras
biolégicas humanas armazenadas em banco deverd ser realizada POR ESCRITO E ASSINADA, e que
darse-a a qualquer tempo, sem prejuizo ao participante da pesquisa, com validade a partir da data da
comunicacdo da decisdo (Resolugdo CNS n” 441 de 2011, item 10.1),

RESPOSTA: Revisado e informado.

ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.
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2.13. Solicita-se que conste no TCLE que o participante da pesquisa sera informado sobre a perda ou
destruic@o de suas amostras bicidgicas, bem como sobre o encerramento do bicrrepositério, quando for ¢
caso (Resolucdo CNS n® 441 de 2011, item 8).

RESPOSTA: Revisado e infarmado.

ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

2.14, De acordo com a Resolugdo CNS n® 486 de 2012, lé-se: "IV .4.a. - explicitar, quando pertinente, os
métodos terapéuticos alternativos existentes”. Para o completo esclarecimento do participante de pesquisa,
solicita-se inserir no TCLE a informag¢#io sobre as alternativas terapéuticas ao tratamento proposto.
RESPOSTA: Revisado e informado.

ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

2.15. Solicita-se que conste neste documento informacdo de que o TCLE & slaborado em duas VIAS, que
deverdo ser assinadas ao final pelo convidado a participar da pesquisa, ou por seu representante legal,
assim como pelo pesquisador responsavel. ou pela (s) pessoa (s) por ele delegada (s). Salienta-se que os
campos de assinatura de ambos deverdo estar na mesma pagina (folha), conforme disposto na Resolugdo
CNS n® 486 de 2012, item IV.5.d. RESPOSTA: Revisade e informado,

ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

2.18, N&o foi apresentada nenhuma forma de contato com o CEP responsavel pelo acompanhamente do
estudo. Sendo assim, solicita-se constar em ambas as vias do TCLE nome, endereco, contato telefénico e
horério de funcionamento do CEP responsavel pelo estudo (Resolugdo CNS n® 466 de 2012, item IV.5.d).
Para melher informar o participante da pesquisa, solicita-se incluir no TCLE uma breve descricdo do que é o
CEP e qual sua fun¢do no estudo.

RESPOSTA; Revisado e informado.

ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

3. Considerando as normas e diretrizes éticas vigentes, nas quais os direitos dos participantes de pesquisa
estdo melhor esclarecidos, mais bem evidenciados, solicita-se realizar o reconsentimento dos participantes
ativos ne estudo por meio da versic atualizada do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (Conforme
Item 2 deste parscer).
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RESPOSTA: Este procedimento sera realizado em pacientes ainda no estudo. Com relacdo aos dbitos e
abandono de tratamento, caso houver, seréo informados ao CEP.
ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

4. Quanto ao Relatorio Parcial, intitulado "Relatdrio Farcial conforme modelo CONEP"™: De acordo com os
dados apresentados no relatorio, foram registrados 78 eventos adversos serios. Solicita-se apresentar
analise critica destes eventos, em que conste a analise de causalidade, de gravidade, as condutas
especificamente adotadas para a assisténcia do participante e seus desfechos.

RESPOSTA: Esta analise fara parte do pacote de respostas a este érgdo.

ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

Consideracdes Finais a critério da CONEP:

Diante do exposto, a Comiss&o Nacional de Etica em Pesquisa - Conep, de acordo com as atribui¢des
definidas na Resolugdo CNS n® 466 de 2012 e na Norma Operacional n® 001 de 2013 do CNS, manifesta-se
pela aprovacdo do projeto de pesquisa proposto.

Situacdo: Protocolo aprovado.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacao
Informacdes Basicas|PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 30/10/2018 Aceito
do Projeto ROJETO 1049986.pdf 14:04:53
Outros Justificativa_da_necessidade_e_oportun| 30/10/2018 | Marta Leoni Aceito

idade_uso_futuro_amostras_biologicas_ 14:00:07
armazenadas do estudo.pdf
Outros Justificativa_necessidade_oportunidade | 30/10/2018 | Marta Leoni Aceito
Utilizacao Material Biologico.pdf 13:55:37
Outros Respostas_Pendencias_Conforme_Pare| 30/10/2018 |Marta Leoni Aceito
cer CONEP pdf 13:49:32
Outros Resposta_Pendencias_Conforme_Parecd] 30/10/2018 |Marta Leoni Aceito
er Conep.doc 13:45:29
Projeto Detalhado / |Protocolo_versao_1_de_2006_Emenda_| 04/10/2018 |Marta Leoni Aceito
Brochura 3_24agosto2018_final.doc 11:41:51
Investigador
Projeto Detalhado / |Protocolo_versao_1_de_2006_Emenda_| 04/10/2018 |Marta Leoni Aceito
Brochura 3_de_24agosto2018_com_alteracao_de 11:41:24
Investigador stacada.doc
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Qutros Justificativa_quanto_a_necessidade_e_| 04/10/2018 |Marta Leoni Aceito
oportunidade_utilizacao_amostras.docx 11:38:29
Qutros Justificativa_Hemono.pdf 04/10/2018 |Marta Leoni Aceito
11:37:36
TCLE / Termos de | Termo_de_Consentimento_Livre_e_Esc] 27/09/2018 |Marta Leoni Aceito
Assentimento / arecido_versao_final_3_0_de_24 08 20 11:56:30
Justificativa de 18.docx
Auséncia
TCLE/ Termos de | Termo_de_Consentimento_Livre_e_Esci 27/08/2018 |Marta Leoni Aceito
Assentimento / arecido_versao_3_0_de_24_08_2018_c| 11:56:05
Justificativa de om_alteracoes_destacadas.docx
| Auséncia
Qutros Termo_de_acordo_entre_os_centros 31/08/2018 | Marta Leoni Aceito
rticipantes.doc 13:03:44
Qutros Termo_de_acordo_entre_os_centros_pal 31/08/2018 | Marta Leoni Aceito
rticipantes pdf 13:02:32
Qutros Lista_de_Paises_Participantes.docx 31/08/2018 | Marta Leoni Aceito
13:01:37
Declaragdo de Justificativa_Hemonio.docx 29/08/2018 |Marta Leoni Aceito
| Pesquisadores 10:58:41
Parecer Anterior Parscer_N20_SE|_2017_CONEP_SEC | 05/06/2018 |Marta Leoni Aceito
NS MS pdf 09:41:03
Declaragdo de Resposta_as_Pendencias_Documentais| 23/05/2018 |Marta Leoni Aceito
i i 1 10:09:58
Declaracdo de Respostas_as_Pendencias_Documentai| 23/05/2018 |Marta Leoni Aceite
Pesquisadores s da CONEP.pdf 10:09:31
TCLE / Termos de | TCLE_com_alteracoes_destacadas.doc | 23/05/2018 |[Marta Leoni Aceito
Assentimento / X 10:07:53
Justificativa de
A -
Parecer Anterior Parecer_de_Aprovacao_com_recomend| 11/05:2018 |Marta Leoni Aceito
acoes_da_CONEP_N942_2008_emitido| 11:55:11
—em_11set 2006 pdf _
Declaracdo de Justificativa_da_Emenda_Contendo_as_| 11/05/2018 |Marta Leoni Aceito
Pesquisadores respostas_do_Parecer_N20_2017_CON| 11:13:59
EP pdf
Declaragio de Justificativa_da_Emenda_Contendo_as_| 11/05/2018 |Marta Leoni Aceito
Pesquisadores respostas_das_Pendencias_do_Parecer| 11:05:33
N20 2017 CONEP.docx
Projeto Detalhado / | Projeto_ICAPL_Projeto_inicial.doc 11/05/2018 | Marta Leoni Aceito
Brochura 11:04:46
Investigador
Qutros PB_PARECER_CONSUBSTANCIADO_| 27/04/2018 |Marta Leoni Aceito
CEP_2485452 05 02 2018.pdf 14:08:19
Qutros Relacao_de_Centros_Participantes.doc | 12/01/2018 |Eduardo Magalhdes | Aceito
13:50:50 |Rego
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Qutros 5ag|nas_de_C§-F_RedCap.pdf 12/01/2018 |Eduardo Magalhzes | Aceito
134814 |Rego
Declara¢ao de Declaracao_sobre_TCLE_amostra_biolo| 12/01/2018 |Eduardo Magalnaes | Aceito
Pesquisadores gica pdf 13:46:50 | Rego
Declaragdo de Declaracao_sobre_o_lermo_de_consenl| 12/01/2018 |Eduardo Magalhaes | Aceito
Pesquisadores imento_de_solicitacao_de_autorizacao_| 134607 |Rego
para_coleta_matenal_biologico.docx
Qutros Carta_de_Submissac_Protocolo_aoc_CE| 12/01/2018 |Eduardo Magalhdes | Aceito
P.paf 13:42:17 _|Rego
Qutros Carta_de_Submissac_Protocolo_ao_CE| 12/01/2018 |Eduardo Magalhaes | Aceito
P dock 134131 |Rego
QOutros Bicrrepositono.doc 08/01/2018 |Eduardo Magalhaes | Aceito
- 12:33.07 _IReqo
Qutros Processo_HCRP_N8723_06_banco_de | 09%01/2018 |Eduardo Magalhaes | Aceito
amostras pdf 12:30:67 | Rego
Qutros Relatorio_sobre_Eventos_Adversos_do_| 09/01/2018 |Eduardo Magalhaes | Aceito
Protocolo pdf 122714 |Rego
Qutros Relatorio_sobre_os_Eventos_Adversos_| 02/01/2018 |Eduardo Magalhaes | Aceito
do_Protocolo.doc 12:25:32 _|Reqo
Declaragao de Informacac_inicial_sobre_conducac_do | 09/01/2018 |Eduardo Magalhaes | Aceito
Pesquisadores _estudo_no_Brasil_e_sobre_amostras_ 12:21:23 |Rego
biologicas pdf = e
TCLE/ Termos de | Termo_de_Consentimento_Livre_e_Esc{ 09/01/2018 |Eduardo Magalhdes | Aceito
Assentimento / arecido_versao_2_de_19_10_2017docq 121654 |Rego
Justificativa de
Auséncia
Projeto Detalhado /' |Protocolo_versao_1_de_2006_Emenda | 09/01/2018 |Eduardo Magalhaes | Aceito
Brochura 2_de_outubro_de_2017 doc 121441 |Rego
Orcamento Orcamento.docx 09/01/2018 |Eduardo Magalhaes | Aceito
12:10:11 (¢]
Declaragdo de Amostras_Biologicas_uso_e_destinacao| 09/01/2018 %gﬁardo Magalhaes | Aceito
Pesquisadores .docx 12:08:31 _JReqo
Dedclaracao de Declaracao_de_submissao_ao_sistema | 09/01/2018 |Eduardo Magaihdes | Aceito
Pesquisa CEl docx 12.05:01  JRego
Declaracao de DECLARACAO_DE_CONFIDENCIALID | 0%/01/2018 |Eduardo Magalhdes | Aceito
Pesquisadores ADE_DO_PARTICIPANTE_DA_PESQU| 12:03:56 |Rego
ISA NO _ESTUDO.docx
Declaragao de Declaracaco_de_|Infraestrutura_e_instala | 09/01/2018 |Eduardo Magalhdes | Aceito
i ¢ 120320 _|Rego
Parecer Anterior Parecer_Consubstanciado_Aprovacac_I| 08/01/2018 |Eduardo Magalhdes | Aceito
nicial CEP pdf 115945 |Rego
Parecer Anterior Oficio_Aprovacao_Inicial_CEP pdf 08/01/2018 |Eduardo Magalhdes | Aceito
11:57:05 | Rego
Declara¢do de Amostras_Biologicas_Uso_e_Destinaca | 08/01/2018 |Eduardo Magalhdes | Aceito
| Pesquisadores o.pdf 11:53:3¢ _|Reqo
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