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RESUMO

INTRODUGCAO: A Leucemia Miel6ide Cronica (LMC) tem o Mesilato de Imatinib (M)
como seu tratamento em primeira linha. Os genes ABCA7 e ABCC12, pertencentes a familia
de transportadores ABC- ATP-biding cassete family (ABC Family), apresentaram expressao
diferenciada em estudo de sequenciamento de transcriptoma em pacientes com LMC. Dessa
forma, objetivou-se quantificar a expressdo dos genes ABCA7 e ABCC12 em células do
sangue periférico de pacientes portadores de LMC e valida-los como genes envolvidos na
resposta ao Mesilato de Imatinib.

METODOS: Anélise da expressio génica teve como base os valores do cycle threshold (CT)
através de PCR em Tempo Real, onde foi realizado a comparacdo da expressdo entre
pacientes e controles, levando em consideracdo a definicdo de resposta dos pacientes._As
analises estatisticas foram realizadas utilizando o programa BIOESTAT 5.0, e indice de
EUTOS foi calculado conforme o calculo online deste escore.

RESULTADOS: As médias da expressao génica no grupo controle e nos pacientes de
acordo com a eficacia da terapia apresentou a expressao do ABCA7 diminuida no grupo de
pacientes em diagndstico (1,1344), e a expressdo do ABCC12 aumentada (5,1655). Na
comparagdo em relagdo a resposta, observou-se valores significativos nos seguintes casos:
controle ABCA7 e pacientes em diagnostico (p<0,001) e pacientes com resposta alerta
(p=0,0165). O teste de Regressdo Logistica simples indicou que ndo ha dependéncia entre o
escore diagndstico e a expressdo génica de ABCAT.

CONCLUSAO: Possivelmente o gene ABCA7 esta associado a adesdo terapéutica com MI; e
0 gene ABCC12 néo possui resposta clara de sua relagdo com a LMC.

Palavras-chaves: Leucemia Mieloide cronica, Mesilato de Imatinib, adeséo terapéutica, Gene
ABCA7 e Gene ABCC12.



INTRODUCAO

A Leucemia Mieloide Cronica (LMC) é uma doenca mieloproliferativa clonal que
pode ser caracterizada em trés fases: cronica, acelerada e bléstica. Sua principal caracteristica
é a presenca do cromossomo Philadelphia (Ph), proveniente da translocacdo reciproca
t(9;22)(q34;q11) que leva ao surgimento de um gene quimérico BCR-ABL cuja oncoproteina
possui uma tirosino cinase desregulada (1). Seu diagnostico depende da presenca do
cromossomo Ph e/ou da presenca do rearranjo BCR-ABL (2). Possui incidéncia de 1 a 2 casos

por 100.000 pessoas/ano com idade mediana de diagndstico em torno de 65 anos(3).

O Mesilato de Imatinib (MI), medicamento que compde o tratamento da LMC em
primeira linha (4) é monitorado como forma de avaliacdo ao tipo de resposta e deteccdo de
eventuais resisténcias ao tratamento. O MI inibe a atividade da quinase Abl por competicdo
com o ATP, evitando a ligacdo e inibindo a fosforilacdo da tirosina de substratos de proteinas
necessarios para a funcdo de transformacdo de Bcr-Abl (5), podendo levar a eliminacdo do

clone leucémico (1).

A terapéutica na LMC visa obter a resposta completa, podendo ser avaliada através
das respostas progressivas: hematoldgica, citogenética e molecular, que correspondem a
diminuigdo gradual do nimero de células leucémicas no doente (6). A Escala Internacional
(IS) avalia melhor a resposta molecular como a razdo dos transcritos BCR-ABL para
transcritos ABL, ou outro controle reconhecido internacionalmente, e é expressa como BCR-
ABL numa escala logaritmica, em que 10%, 1%, 0,1%, 0,01%, 0,0032% e 0,001%
corresponde a uma diminuicdo de 1, 2, 3, 4, 4,5, e 5 logs, respectivamente; onde o termo
resposta molecular completa deve ser substituida por leucemia molecularmente indetectavel,
com a especificacdo do numero de copias do gene transcrito do controle (7). A introducéo de

técnicas para a identificacdo e medigédo dos transcritos BCR-ABL tem evoluido ao longo dos



anos e permitiu avaliacdo mais precisa de resposta a terapias especificas para LMC,
introduzindo o conceito de redugdo log;o a partir de baseline padronizado para pacientes néo

tratados(8).

De acordo com as recomendacgdes do comité European LeukemiaNet (ELN) para o
tratamento de pacientes na fase cronica, trés escores prognosticos podem ser utilizados: Sokal
(Sokal et al., 1984), Euro (Hasford et al., 1998) e EUTOS (Hasford et a., 2011), que séo
baseados em dados clinicos e hematoldgicos. Sendo que ndo ha nenhuma evidéncia de que um
escore seja superior ao outro (7). O escore EUTOS é um instrumento valido para a predi¢do
dos efeitos terapéuticos, em especial de inibores de tirosina cinase (ITC) de Imatinib (9), € o
escore mais atual e mais simples de ser calculado. Ele prevé resposta citogenética completa 18
meses apds o inicio da terapia, importante preditor para o curso da doenca. Pacientes que ndo
apresentam esta resposta neste periodo sao menos propensos a alcancar uma resposta 6tima e

possuem um risco elevado de progressao da doenca para fase blastica e acelerada (10).

Segundo Baccarani e colaboradores (2013) (7) o fator progndstico mais importante é a
resposta ao tratamento com ITCs, que pode ser classificada em Otima, Alerta e Falha e
verificadas em periodos de trés meses, seis meses, doze meses e qualquer tempo. A avaliacédo
das respostas permitem monitorar a doenga e assim permitir mudangas oportunas na terapia

€aso necessario.

As trés vias metabolicas: glicolise, lipogénese e ciclo do &cido tricarboxilico sdo
responsaveis por manter equilibrada a homeostase energética da célula normal. Genes
envolvidos nestas vias desempenham um papel importante na tumorigénese, podendo ser um
potencial marcador diagndstico e alvos terapéuticos, onde se encontram mais elevados na fase
mais precoce de cancer (11). Yvan-Charvet e colaboradores (2010) (12) sugerem que o HDL

suprime a proliferacéo de células progenitoras miel6ides por promover o efluxo de colesterol.



As células tumorais dependentes de metabolismo lipidico desregulado prop6e que as proteinas

envolvidas nesse processo possam ser alvos quimioterdpicos para o tratamento do cancer(13).

As proteinas pertencentes a familia de Transportadores ABC - ATP-biding cassete
family (ABC Family) sdo amplamente reconhecidas pela sua importancia no efluxo de drogas
nas células (14) e podem ter um papel terapéutico importante para superar a resisténcia a
medicamentos (15), j& que a resisténcia a multiplas drogas (MDR) em células neoplasicas é
também causada pela superexpressdo dos transportadores ABC (16). Os genes ABCA7 e
ABCC12 apresentaram expressdo diferenciada em estudo de sequenciamento massivo de
transcriptoma, mostrando uma menor expressdo em sangue periférico (1,47 e 2 vezes

respectivamente) em pacientes com LMC quando comparado aos controles(17).

O gene ABCA7 é expresso em tecidos mielo-linfatico com maior expressdao em
leucdcitos periféricos, timo, baco, e medula 6ssea (18), sugerindo dessa forma um papel
fundamental no desenvolvimento de linhagens celulares hematopoiéticas. O gene ABCA7
apresenta elevado grau de homologia com o gene ABCAL. Estudos mostram que a expressao
do gene ABCA7 encontra-se aumentada pelo colesterol celular enquanto que o ABCAL
encontra-se diminuida (19). O ABCA7 medeia apolipoproteina- dependente de HDL,
liberando tanto colesterol e fosfolipidio celular mesmo na auséncia de ABCA1. A reacdo é
semelhante & do ABCAL, porém a afinidade por apolipoproteinas para as células e a regulagéo
de sua expressao sdo diferentes (20). A transcrigdo da expressdo do gene ABCA7 é regulada
negativamente por colesterol celular, mediada pela proteina de ligacdo do elemento de
regulacdo de esterol-(SREBP)2 que se liga ao SRE no promotor, no sentido oposto ao do
ABCAL (21). Segundo Meurs e colaboradores (2012) (22) o ABCA7 pode desempenhar um
papel na proliferacdo de células T e a eritropoiese no bago. Estudos revelam que este gene
estd associado a Doenca de Alzheimer (23) (24), e com a fagocitose em vérios alvos,

incluindo a apoptose das células (25).



O gene ABCC12, também conhecido por MRP9 se expressa em niveis baixos em
testiculos, ovarios e tecidos da prostata (26). MRP9 é uma proteina de membrana e tem
expressao limitada em tecidos essenciais, podendo ser um alvo terapéutico em terapias-alvo
com anticorpos, conjugados de anticorpos e imunotoxinas (27). Este gene foi observado em
linhagem de células de carcinoma e adenocarcinoma originados a partir do pulméo, célon,
mama e prostata (28). Porém até o presente momento a funcao fisiologica e o envolvimento

na quimioterapia do cancer ainda ndo esté clara(29).

Este trabalho objetivou quantificar a expressdo dos genes ABCA7 e ABCC12 em
células do sangue periférico de pacientes portadores de LMC, valida-los como genes
envolvidos na resposta ao Mesilato de Imatinibe e verificar a existéncia de suas expressoes

com o indice EUTOS.



MATERIAL E METODOS

A populacdo de estudo foi composta por 116 pacientes do Hospital Ophir Loyola,
ambos os sexos, diagnosticados com LMC e em tratamento com MI que s&o atendidos no
Centro de Hemoterapia e Hematologia do Para (HEMOPA) para monitoramento molecular de
BCR-ABL , e por 35 individuos controle. O consentimento informado foi obtido para todos os
pacientes de acordo com as diretrizes institucionais. O estudo foi aprovado pelo Comité de
Etica da Fundagdo HEMOPA, recebendo o certificado de nGmero CAAE:

07039412.0.0000.0015 em 24 de outubro de 2012.

Foram coletados amostras de sangue periférico, através de pun¢do venosa para retirada
de 5 mL de material, que foram acondicionado em tubos com anticoagulante EDTA, e

encaminhadas para o Laboratério de Biologia Molecular da Fundagdo HEMOPA.

A extracdo de RNA de leucdcitos periféricos foi executada com o protocolo de
extracdo trizol-cloroformio realizado conforme instrucdo do fabricante. O RNA total foi
extraido pelo método TRIzol® Reagent (Invitrogen, USA), conforme instrucdes do fabricante
e algumas modificagfes. Em seguida realizou-se a reagcdo de RT-PCR no termociclador Gene
Amp PCR System 9700 (Applied Biosystems), com o kit High-Capacity cDNA Reverse
Transcription (LifeTech). Uma mistura de 20 puL contendo os reagentes do kit (10x RT
Buffer, 25X dNTP Mix, 10x RT Random Primers e MultiScribe TM Reverse Transcriptase) e
agua ultra-pura foi preparada de acordo com as instrucfes protocoladas pelo fabricante. A
essa mistura foi adicionado 20 puL do RNA hidratado. O total de 40 pL foi levado ao
termociclador seguindo o perfil térmico de duas etapas com 37°C por 60 minutos, 85°C por 5
minutos e finalizado com um resfriamento de 4°C. Ao termino da reacdo o cDNA foi

congeladas no freezer -20°C.



A reacdo da PCR em Tempo Real foi realizada utilizando o kit comercial TagMan
Gene Expression Master Mix + Assay-by-Design® (Applied Biosystems), no equipamento
ABI Prism 7000 (Applied Biosystems Quantificou-se o gene ABL, como controle, o ABCA7,
ABCC12 e os transcritos B2A2 e B3A2. A reacdo foi composta de 3 puL de cDNA das
amostras, anteriormente preparada, 6,8 pL de agua ultra-pura, 10 pL do master mix e 0,8 puL
de Assays (de acordo com o gene alvo), totalizando uma reacéo de 20 pL para cada amostra e
gene. Todas as reacdes ficaram incubadas a 50 °C durante 2 min, 60 °C durante 30 min e 95

°C durante 10 min, seguido por 50 ciclos de 95 °C durante 15s e 60 °C durante 1 min.

A anélise da expressdo génica teve como base os valores do cycle threshold (CT), no
qual é o nimero do ciclo no nivel limiar de captacdo da fluorescéncia, sendo, portanto a
métrica estatistica primaria de interesse (30). Os dados foram organizados em uma planilha no

Windows Excel (Microsoft®), e calculado de acordo com Lemos e colaboradores (2005) (31).

As andlises estatisticas foram realizadas utilizando o software estatistico Bioestat 5.0
(32). A partir dos valores de CT, foi realizado a comparacdo da expressdo génica entre
pacientes e controles, levando em consideracdo a definicdo de resposta dos pacientes. A
comparacao foi realizada estatisticamente através do Teste t de Student para os resultados que
apresentarem distribuicdo normal e teste Mann Whitney para os testes que ndo estiverem
dentro da normalidade, sendo p < 0,05 considerado indicativo de diferenga estatistica. Foi
realizado o Teste Exato de Fisher para verificar se as proporgdes observadas nas diferentes
categorias estdo ou nao associadas, e o Teste de Regressdo Logistica Simples para verificar se

havia dependéncia entre o resultado de escores EUTOS e a expressdo génica.

O indice de EUTOS foi calculado conforme o calculo online deste escore, disponivel
em: http://www.leukemia-net.org/content/leukemias/cml/eutos_score/index_eng.html. Sendo

que todos os valores foram obtidos antes de qualquer tratamento.


http://www.leukemia-net.org/content/leukemias/cml/eutos_score/index_eng.html




RESULTADOS

Um total de 116 pacientes com LMC do Hospital Ophir Loyola foram incluidos neste
estudo. A idade mediana dos pacientes foi de 43 anos (variagédo de 04 - 85 anos). A relagéo

masculino/feminino foi de 67/49, e de pacientes responsivos/nao responsivos de 39/42.

A eficacia da terapia foi observada de acordo com a resposta do paciente ao
tratamento. Foram considerados responsivos 0s pacientes que apresentaram resposta Otima e
Alerta, e ndo responsivos 0s que apresentaram resposta Falha. 29 pacientes apresentavam-se
em diagndstico e seis ndo estavam sendo tratados com Imatinib no momento do estudo. O

fluxograma de estudo é mostrado na figura 1.
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seis pacientes foram incluidos neste estudo. Do total analisado, 39 apresentaram-se
responsivos a terapia com o Imatinib e 42 ndo responsivos. Os pacientes responsivos foram
classificados de acordo com a resposta: Otima ou Alerta, onde foram encontrados 33 e seis
pacientes respectivamente. A resposta Falha foi classificada no grupo dos pacientes nao

responsivos, onde foram observados 42 pacientes.

Analisando as médias da expressao génica do ABCA7 e ABCC12 no grupo controle e

nos pacientes de acordo com a eficacia da terapia observou-se que a expressao do ABCA7



encontra-se diminuida no grupo de pacientes em diagnostico (1,1344), e a expressdao do

ABCC12 encontra-se aumentada nesse mesmo grupo (5,1655) (Tabela 1).

Tabela 1 Média da expressao génica dos genes ABCA7 e ABCC12 em ceélulas do sangue

periférico.

ABCA7 ABCC12
Controles 2,1361 0,0005
Responsivos 2,9925 0,0002
N&o responsivos 2,3872 0,0003
Diagnostico 1,1344 5,1655

Comparando a expressao génica do ABCA7 e ABCC12 entre pacientes e controles,
quanto a eficacia da terapia e em relacdo a resposta ao tratamento observou-se valores
significativos nos seguintes casos: controle ABCA7 e pacientes totais (p=0,0312); controle
ABCA7 e pacientes em diagndstico (p<0,001); controle ABCA7 e pacientes com resposta

alerta (p=0,0165) (Tabela 2).

Tabela 2 Comparacdo da expressao génica do ABCA7 e ABCC12 em relacédo ao controle.

Controle ABCA7 Controle ABCC12

Pacientes totais p=0,0312 p=0,4410



Responsivos p=0,1830

N&o responsivos p=0,8660
Diagndstico p<0,001

Resposta Otima p=0,4766
Resposta Alerta p=0,0165

A expressdo génica do gene ABCC12 foi verificada em somente 19 pacientes e em
quatro amostras controles. A comparagdo entre pacientes e controles ndo apresentou valores
significativos p=0,4410 no teste de Mann-Whitney. Entre os pacientes que ndo apresentaram
expressao génica foi realizado o Teste de Fisher e observaram-se os seguintes valores nas
comparacgoes: controle e pacientes responsivos p=0,2315; controle e pacientes em diagnostico

p=1,000; e controle e pacientes totais p=0,5974.

Como indicador de monitoramento para o tratamento de pacientes na fase cronica foi
analisado o escore EUTOS (7) em 63 pacientes que apresentaram dados completos em seus
prontudrios. Destes, 34 apresentaram risco baixo e 29 risco elevado. Foi realizado o teste de
Regressédo Logistica simples para determinar se havia dependéncia entre os resultados do
escore e a expressao génica de ABCAY. Este teste apresentou p=0,5230 o que indica que nédo

ha dependéncia entre o escore diagnostico e a expressao génica de ABCA7.

DISCUSSAO

No presente estudo, a mediana de idade no momento do diagndstico foi de 43 anos, o
qual corrobora com estudos nacionais (33) que mostram que a mediana é no minimo dez anos

mais baixa quando comparada com a literatura internacional que é em torno de 65 anos (3).



A monitorizacdo continua da LMC, usando técnicas quantitativas baseadas em RT-
PCR no inicio e durante o tratamento medicamentoso continuo, permite a avaliacdo da
resposta inicial e pode alertar os médicos para possiveis recaidas, sendo de fundamental
importancia para o ajuste do tratamento e progndéstico. O escore EUTOS, instrumento valido
para a predicao dos efeitos terapéuticos(9) facilita o prognostico devido sua simplicidade.

Conforme estudo de Moreira-Nunes e colaboradores 2013 (17) os genes ABCA7 e
ABCC12 apresentaram expressdo diferenciada, porém alguns resultados diferentes. A
expressao do gene ABCAT7 corroborou com o presente estudo apresentando expressdo
diferenciada entre pacientes e controles (p=0,0312). O gene ABCC12 ndo apresentou
expressao diferenciada entre pacientes e controles, entretanto ao avaliar a média de expressao
entre controle e pacientes em diagndstico encontrou-se uma expressdo aumentada,
confirmando o que foi destacado no estudo Wang e colaboradores (2014) (16) ao dizer que a
resisténcia as drogas é causada pela superexpressdo dos transportadores ABC.

A média de expressdo do gene ABCC12 apresentou conformidade com os resultados
de Moreira-Nunes e colaboradores (2013) (17) quando comparado a analise de expressao
génica na medula dssea a qual apresentou expressdo apenas nos pacientes.

Conforme observado na Tabela 1 verifica-se que a expressdo génica do ABCA7
encontra-se diminuida na fase mais precoce do cancer (diagnostico), 0 que ndo corrobora com
(Furuta e colaboradores (2010) (11) que afirma que genes envolvidos em vias metabolicas se
encontram mais elevados nesta fase.

Observando todos os resultados da Tabela 1 referente a média de expressdo do gene
ABCAT7 percebe-se que ha uma pequena diferenca entre a expressdo dos pacientes responsivos
e ndo responsivos, e do controle. Entretanto, quando se compara estes com 0s pacientes em
diagnostico nota-se a diferenca acentuada de expressao. Pode-se deduzir dessa forma que este

gene se expressa de forma aproximada ao grupo controle quando o paciente faz uso do



medicamento, independente da resposta. Analisando a Tabela 2 pode-se confirmar esta
hipdtese, ja que os pacientes em Resposta Alerta apresentaram uma diferenca de expresséo, o
qual pode ser devido a auséncia de medicacdo. Dessa forma, pode-se dizer que possivelmente
0 gene ABCAY7 esta associado a adesdo terapéutica.

Segundo Barbato e colaboradores (2014)(13) as proteinas envolvidas no metabolismo
lipidico, como os SREBPs, estdo envolvidas na progressdo do cancer. Os SREBPs sédo
reguladores de transcricdo do metabolismo lipidico e crescimento celular e sua sinalizacao,
sendo sua perda de atividade inibidora de crescimento de células cancerosas (34). A
transcricdo da expressdao do gene ABCAT7 regulada negativamente por colesterol celular é
mediada pela proteina de ligacdo ao elemento de regulacdo de esterol-(SREBP)2 (21).
Deduzimos dessa forma que esta proteina deve estar com atividade aumentada em pacientes
com LMC, devido o gene ABCAT7 apresentar-se diminuido em pacientes de diagnostico
(p<0,001).

Através dos estudos de lwamoto & Abe-Dohmae e seus colaboradores (21)(25)
referentes ao mecanismo de agé@o do colesterol celular na funcdo do ABCA7 e da ligacdo do
(SREBP)2 nesse processo, propomos que para que a expressao deste gene se encontre com
valores proximos do grupo controle a proteina SREBP2 tenha uma perda de sua atividade.
Desta forma, a expressao do gene ABCA?7 iria se aproximar dos valores normais e a fagocitose
iria se normalizar. A figura 1 resume a possivel relacdo da proteina SREBP2 na expresséo do

gene ABCA7 na LMC.

LMC
Fagocitose Pool de colesterol celular

(Apoptose)
® ©
ABCAY i @ SREBP2

— > Positivo — | Negativo |



Figura 1. Associacgdo da expressdo do gene ABCA7 na Leucemia Mieldide Cronica.

Na LMC o processo de apoptose celular estd inibido (A). A fagocitose de alvos ricos em
colesterol (por exemplo, células em apoptose) inibe a SREBP2. Desta forma, como a apoptose
esta inibida o nivel de colesterol celular ira diminuir (B) e a SREBP2 sera ativada (C). (D)
SREBP2 ativada ira regular de forma negativa a transcricdo de ABCA7. Como o ABCA7
aumenta a atividade fagocitaria celular in vivo e in vitro, e este se encontra diminuido o
processo de fagocitose sera inibido (E).

LMC: Leucemia Mieldide Crbnica; SREBP2: Proteinas de ligacdo do elemento de regulacéo

do esterol.

O resultado obtido na Analise de Regressdo mostrou que ndo ha relacdo entre o
resultado de escore Eutos e a expressdo do gene ABCA7 nos pacientes, o que pode ser
justificado pelo fato deste gene ser um indicador de adesdo e ndo de resposta. A baixa adesao
é o principal fator contributivo para a perda de resposta citogenética e faléncia do tratamento
em pacientes com terapéutica de longo prazo (35). Em pacientes tratados com Imatinib
durante anos a baixa adesdo pode ser o motivo principal para ndo se obter respostas
moleculares adequadas (36). Pode-se dessa forma concluir que possivelmente o gene ABCA7
estd associado a adesdo terapéutica e pode contribuir para predizer se havera respostas ao

tratamento; e que o gene ABCC12 n&o apresentou resposta clara de sua relagdo com a LMC.
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