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RESUMO
INTRODUCAO: A Leucemia Mieloide Crénica tem o mesilato de imatinibe como terapia de

primeira linha. Os genes ABCALl e ABCG1 apresentaram expressdo diferenciada em estudo de
sequenciamento massivo de transcriptoma, o que 0s tornou objeto de estudo a fim de valida-los
como genes envolvidos na resposta ao imatinibe.

METODOS: A analise da expressdo génica teve como base os valores do cycle threshold (CT)
através de PCR em Tempo Real, onde foi realizado a comparacdo da expressao entre pacientes e
controles, levando em consideracéo a definicdo de resposta dos pacientes de acordo com a reducéo
de log._As analises estatisticas foram realizadas utilizando o programa BIOESTAT 5.0, e indice de

EUTOS foi calculado conforme descrito na literatura.

RESULTADOS: A expressdo de ambos 0s genes apresentou maior média em pacientes de baixo
risco segundo o indice de Eutos. ABCA1 apresentou menor expressdo em pacientes nao responsivos

e maior em reponsivos. ABCGL1 estava mais expresso em pacientes responsivos.

CONCLUSAO: A acio de ABCALl e ABCG1 como bombas de efluxo de drogas pode ser
elucidado na divisdo dos pacientes segundo Eutos. Levando em consideracdo a descoberta recente
do HDL como supressor de células tronco hematopoiéticas, pode ser aplicada na estratificacdo de
acordo com a reducdo de log. Em ambos 0s casos S0 necessarios mais estudos para que
futuramente eles possam se tornar bons marcadores no monitoramento de pacientes com leucemia

mieloide cronica.

Palavras-Chave: Leucemia Mieloide Cronica, Imatinibe, ABCA1, ABCGL1.



ABSTRACT

INTRODUCTION: Chronic Myeloid Leukemia has imatinib mesylate as first-line therapy. The
ABCA1l and ABCG1 genes showed differential expression in massive sequencing study of
transcriptome, which became the object of study in order to validate them as genes involved in the

response to imatinib.

METHODS: The gene expression analysis was based on the values of the cycle threshold (CT) by
RT-PCR, which was carried out to compare the expression between patients and controls, taking
into account the patients' response setting according to the log reduction. Statistical analyzes were
performed using the program Bioestat 5.0 and EUTOS index was calculated as described in the

literature.

RESULTS: The expression of both genes had a higher average in low-risk patients according to
Eutos index. ABCAL showed less expression do not respond and most patients reponsivos. ABCG1

was more expressed in responsive patients.

CONCLUSION: The ABCA1 and ABCGL1 action as drug efflux pumps can be elucidated in the
division of patients according Eutos. Taking into consideration the recent discovery of HDL as a
hematopoietic stem cell suppressor, it can be applied to the laminate according to the log reduction.
In both cases more studies are needed so that in the future they can become good markers for

monitoring patients with chronic myeloid leukemia.

Keywords: Chronic Myeloid leukemia, Imatinib, ABCA1, ABCGL.



INTRODUCAO

A Leucemia Mieloide Crénica (LMC) é uma desordem hematopoiética cuja patogénese envolve
uma anomalia genética caracteristica: a translocacdo entre o gene ABL no cromossomo 9 e o gene
BCR no cromossomo 22 t (9; 22) (g34; q11). O cromossomo 22 translocado chamado Philadelphia
(Ph) é o responsavel pelo desenvolvimento da doenca ™, sendo o primeiro rearranjo cromossémico

associado a um tumor maligno especifico .

O gene de fusdo BCR-ABL codifica uma proteina anormal com atividade tirosina quinase !, sendo
ela responsavel pela ativacdo da sinalizacdo mitogénica, alteracdo da adesdo celular ao estroma da

medula 6ssea e inibicdo da apoptose ¥,

Quando presentes, os sintomas séo inespecificos, como: mal-estar geral, fadiga, sudorese, perda de

peso. A esplenomegalia é bastante frequente, causando desconforto abdominal .

Dentre os achados laboratoriais observa-se contagem de leucocitos elevado com desvio a esquerda,
com frequéncia basofilia, e um aumento do baco é sugestivo de LMC ®. Seu curso clinico comeca
pela fase cronica, onde mais de 90% dos pacientes sdo diagnosticados, seguindo a fase acelerada e
crise blastica ). O diagnéstico pode ser feito através de hibridizagdo por fluorescéncia in situ ou
por andlise dos transcritos BCR-ABL através RQ-PCR. Esta técnica por sua vez € altamente

sensivel para a deteccdo de doenca residual minima 1.

A leucemia mieloide crénica passa por 3 estagios: fase cronica, acelerada e blastica. A primeira
caracteriza-se por expansdo mieloide massiva e retencdo da capacidade de diferenciacdo das
células®. A progressdo da LMC para a fase acelerada esta associada a instabilidade genomica, o
que predispde ao aparecimento de outras anormalidades moleculares ™.

De acordo com ™ a eficacia dos inibidores da tirosino quinase tende a reduzir o nimero de
pacientes que evoluem da fase crbnica para a fase acelerada, cuja qual se caracteriza por
esplenomegalia e células fracamente diferenciadas no sangue periférico e na medula. Quando néo

tratada evolui para uma crise blastica em 6 meses [*?1,

Apesar do transplante alogénico de medula 6ssea ser considerado como Unico tratamento curativo
para a LMC, ha um risco elevado de mortalidade, o que fez com que esse método fosse ficando

cada vez mais & margem desde o surgimento do mesilato de imatinibe **!, sendo este uma primeira
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geracdo inibidor da tirosina quinase ( TKI ) que foi aprovado para terapia de primeira linha em
pacientes com leucemia mieléide cronica pela Food and Drug Administration (FDA) em 2002 ™1,

O mesilato de imatinibe ou simplesmente imatinibe (STI-571-Glivec®) inibe a atividade de
tirosino-quinase da proteina BCR-ABL, pois imita a molécula de ATP (adenosina trifosfato), e
assim liga-se ao sitio do ATP na proteina ™!, impedindo que substratos envolvidos na regulacéo do
ciclo celular sejam fosforilados ).

Essa droga inibe a proliferacdo e induz apoptose em linhagens de células BCR-ABL positivas,
entretanto, possui efeito sobre outros dominios tirosino-quinases. Apesar de sua eficacia no
tratamento da LMC, a resisténcia surge em uma minoria dos pacientes apds a administracao regular
do medicamento e pode ser de forma adquirida ou intrinseca, respectivamente, por falta de resposta
hematoldgica e citogenética e pela presenca de mutacbes na regido que codifica 0 dominio de
tirosino-quinase da proteina quimérica BCR-ABL M) que alteram o sitio de ligagéo da droga ou
a conformacéo da proteina, impossibilitando a acdo adequada da droga 2.

A partir da Escala Internacional (IS) é possivel avaliar a resposta do paciente considerando-se o
“baseline” como 100% de doenca, ou seja, paciente livre de tratamento. Os valores de BCR-ABL na

escala estdo descritos no Quadro 1.

N° de transcritos BCR-ABL Escala Logaritimica (Log)
100% 0
10% 1
1% 2
0,1% 3
0,01% 4
0,001% 5

Quadro 1. Valores de BCR-ABL na Escala Internacional



O risco relativo de pacientes com leucemia mieloide cronica podem ser calculados de acordo com
os scores descritos por Sokal ™! e Harsford % estratificando o risco de acordo com as
caracteristicas clinicas e laboratoriais para que haja o tratamento adequado em cada fase (Quadro
2).

Scores Calculo Definicéo de risco

Sokal Exp 0.0116 (idade - | Baixo risco < 0,8 Risco
43,4)+0.0345  (bagco-  7,51) | intermedirio 0,8- 1,2 Alto
+0.188 [(plaquetas/700)2 -0,563] | risco > 1,2

+ 0.0887
(blastos-2.10)

Eutos Baco x 4 + basotfilos x 7 Risco baixo: < 87

Risco alto; > 87

Quadro 2. Scores de Eutos, descrito por Harsford 1*°!, e Sokal 1'%, *Idade = 0 se <50 anos e = 1 se
> 50. Bago: cm abaixo do rebordo costal. Basofilos = 0 se < 3% e = 1 se > 3%. Plaquetas = 0 se <
1500 x 10°e =1 se > 1500 x 10°,

Epidemiologia

A LMC ¢é uma doenca com predominancia masculina cuja idade no momento do diagndstico varia
entre 45 e 55 anos “Y!, compreendendo cerca de 0,6 a 2 casos por 100.000 habitantes. Gracas aos
inibidores de tirosina quinase, a taxa de prevaléncia da LMC tém aumentado 2. Este tipo de

leucemia é raro em criancas, sendo diagnosticados cerca de 4 casos ao ano nesse grupo .

A American Cancer Society ¥ estimou que para 0 ano de 2015, serdo diagnosticados cerca de
6.660 novos casos com LMC (3.530 em homens e 3.130 em mulheres), cerca de 1140 ébitos por
LMC (590 homens e 550 mulheres) e pouco mais de 10% de todos os novos casos de leucemia

serdo de leucemia mieloide crénica.
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A exposicdo a radiacdo ionizante e a exposi¢do ocupacional ao benzeno se configuram como as
causas para 0 desenvolvimento da LMC. Os bombardeios a Hiroshima e Nagasaki foram os
primeiros indicios sobre o desenvolvimento de leucemia apds radiagdo ionizante. A taxa de
incidéncia para leucemia linfoblastica aguda, leucemia mieloide aguda e leucemia mieloide cronica

sofreram aumento ap6s o ocorrido 2!,
Transportadores ABCA1 e ABCGL1 e o papel no transporte reverso do colesterol

Os genes ABCALl e ABCG1 sdo membros da subfamilia de transportadores transmembranares
ABCA e ABCG, respectivamente, sendo o primeiro localizado no cromossomo 9 e o ultimo no

[26]

cromossomo 21 '““*. Estes genes codificam proteinas transmembranares que atuam no efluxo do

colesterol como pode ser observado na figura 1.

SRBI

CETP

Synthesis
of ApoA-|

HDL2

ApoA-| LC/y
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=
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o

é]u:‘
AL Hi|

Figura 1. Formacdo da particula de HDL a partir da atuacdo conjunta dos transportadores ABCAL e
ABCG1 1,

Através da proteina ABCAL existente na superficie do macréfago na parede arterial ?®, a Apo A-1
adquire fosfolipideos e colesterol intracelular acumulado nas células do sistema reticuloendotelial
como mondécitos e macréfagos ?%. A enzima lecitina colesterol aciltransferase (LCAT) esterifca o

colesterol através da interacdo entre esta enzima e a Apo A-1 presente na HDL 1%/,
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O colesterol adentra o nucleo da particula de HDL, tornando esta mais madura . O colesterol
transportado para o figado pela HDL pode ser reaproveitado, participando de outras vias
metabélicas, ou excretado na bile, com reabsorcéo de cerca de dois tercos do mesmo Y.

Os genes ABCAL e ABCG1 apresentaram expressdo diferenciada em estudo de sequenciamento
massivo de transcriptoma 2, o que os tornou objeto de estudo em virtude da necessidade de

compreensdo da atuacdo desses genes na leucemia mieloide crénica.



MATERIAL E METODOS
POPULACAO DE ESTUDO E COLETA DAS AMOSTRAS

A populagdo de estudo foi composta por 178 individuos de ambos os sexos, sendo 158
diagnosticados com LMC e atendidos no Hospital Ophir Loyola, fazendo uso do mesilato de
imatinibe e que sdo monitorados por PCR em tempo real no laboratério de Biologia Celular e
Molecular da Fundacdo Hemopa; e 20 individuos que fizeram parte do grupo controle.

COLETA DO MATERIAL

Através de puncdo venosa do sangue periférico, 5 mL de material foram coletados e
acondicionados em tubos contendo anticoagulante EDTA e encaminhadas para o Laboratério de
Biologia Molecular da Fundagdo HEMOPA.

EXTRACAO DE RNA E REACAO DE TRANSCRICAO REVERSA

A extracdo de RNA nessas amostras foi realizada pelo método trizol-cloroformio (TRI-
Reagent® Solution) conforme instrucdo do fabricante, obtendo-se no final 20 ul de RNA hidratado,
seguindo com a reacdo de transcricdo reversa (RT) através do termociclador GeneAmp® PCR
System 9700 (Applied Biosystems)® utilizando o kit High Capacit cDNA Reverse Transcriptase®
que consiste no preparo de 20 ul dos reagentes do kit (10x RT Buffer, 25X dNTP Mix, 10x RT
Random Primers e MultiScribe TM Reverse Transcriptase ) e agua pura, conforme instruces do
fabricante, a serem misturados aos 20 pl de RNA hidratado, consistindo dessa forma, em 40 ul de
material para a reacdo de transcricdo reversa realizada em duas etapas: 37°C por 60 minutos e
depois 85°C por 5 minutos, finalizando com resfriamento a 24°C, obtendo-se entdo o cDNA, a

serem congelados em -20°C.
PCR QUANTITATIVA POR TEMPO REAL

Através do aparelho ABI Prism 7000 (Applied Biosystems)® utilizando o kit comercial TagMan

Gene Expression Master Mix + Assay-by-Design®, segundo instrugdes do fabricante foi realizada a
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PCR quantitativa por tempo real utilizando 3 pl de cDNA para amplificacdo, respeitando a
programacado apropriada para a reacdo que passa por trés estagios: o primeiro consiste em 1 ciclo de
2 minutos a 50°C, o segundo de 10 minutos a 95°C e o terceiro de 40 ciclos de 15 segundos a 95°C
tendo como volume final 50 pl. Os genes analisados foram o ABL (controle), os transcritos B2A2 e
B3A2 e os genes ABCA1 e ABCGL1.

CALCULO DA EXPRESSAO

A expressdo dos genes foi analisada de acordo com Lemos et al. %

2—Ct (alvo)

2—Ct (ABL)

Onde ABL é o controle endogeno e o cycle threshold (CT) é o nimero do ciclo no nivel

limiar de captacédo da fluorescéncia, ou seja, onde se inicia a amplificacao.

ANALISE ESTATISTICA

Para analise estatistica, os dados foram analisados de duas formas distintas: primeiramente
0s pacientes ficaram divididos em dois grupos: o primeiro grupo composto por aqueles
considerados responsivos (0s que apresentaram reducdo em 2 logs ou mais) e o segundo grupo por
pacientes nao responsivos (aqueles que apresentaram ndo chegaram a reduzir pelo menos 2 logs,
segundo a escala logaritimica); a expressdo dos genes ABCA1 e ABCG1 foi comparada entre esse

grupos e o grupo controle.

Em um segundo momento, os pacientes foram divididos de acordo com o score de Eutos: alto risco
e baixo risco. A expressdo génica em cada um desses grupos foi comparada com a expressdo no

grupo controle.

Através do programa Bioestat 5.3, foi utilizado o teste de Man-Whitney para comparagao
das expressfes génicas entre pacientes e controles. Valores de p < 0,05 foram considerados como

significante.



RESULTADOS

O grupo controle foi composto por 20 individuos de ambos o0s sexos, compreendidos na faixa etéria
de 2 a 74 anos de idade; o grupo dos pacientes, por sua vez, compreendeu 158 individuos de ambos
0s sexos com faixa etaria no intervalo de 22 a 81 anos de idade.

Os dados foram organizados em duas classificagbes. Em um primeiro momento, eles foram
separados em pacientes responsivos ao tratamento (aqueles que apresentaram reducdo em pelo
menos 2 logs) e ndo responsivos (aqueles que nao apresentaram reducdo de log satisfatoria). Em um
segundo momento, foram analisados 37 pacientes e a analise foi realizada baseada no score de
Eutos, ou seja, pacientes em alto e baixo risco.

Na anélise da expressdo do gene ABCAL em comparagdo com o grupo controle, de acordo com o
score de Eutos, pode ser observado que houve expresséo diferenciada significante (p= 0,03) e que a
expressdo do gene no grupo controle foi maior que a expressao no grupo dos pacientes em baixo
risco, conforme o grafico 1. Quando comparada a expressdo de ABCA1 no grupo de alto risco e no

grupo controle, ndo houve diferenca estatistica significante (p > 0,05).

——

ABCA1 Baixo Risco Controle ABCA1

Grafico 1. Expressdo do gene ABCAL no grupo controle maior que em pacientes baseado no score de Eutos.

Na andlise do gene ABCGL, o grupo de baixo risco também apresentou menor expressdo do referido
gene em comparagcdo com o grupo controle (p = 0,007) conforme grafico 2. O grupo considerado

alto risco ndo obteve diferenca estatistica significante ( p > 0,06).



0.0 . |
ABCG1 Baixo Risco Controle ABCG1

Gréfico 2. Expressdo do gene ABCG1 no grupo controle maior que em pacientes baseado no score de Eutos.

Ao analisar a expressédo de ABCA1 baseado na diviséo entre responsivos e ndo responsivos, 0 grupo
controle apresentou maior expressdo em comparagdo com 0s pacientes ndo responsivos conforme
gréfico 3. Quanto ao grupo dos responsivos, ocorreu 0 0posto: a expressdo do gene neste grupo se

deu maior quando comparado ao grupo controle conforme grafico 4.

n
I

L0 B

N30 Responsivos Controles

Grafico 3. Expressdo do gene ABCAL no grupo controle foi maior que em pacientes ndo responsivos.
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Responsivos Controles
Gréfico 4. Expressdo do gene ABCAL maior em pacientes responsivos que no grupo controle.

Na anélise do gene ABCG1, ndo houve diferenca estatistica significante na comparacao entre nao
responsivos e grupo controle. No grupo dos pacientes responsivos, foi encontrado valor de p = 0,00
tendo este grupo maior expressdao do gene ABCG1 quando comparado com o grupo controle

conforme grafico 5.

Responsivos Controles

Graéfico 5. Expressdo do gene ABCG1 maior em pacientes responsivos que no grupo controle.
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DISCUSSAO

N&o ha na literatura nenhuma relagdo descrita entre ABCA1 e/ou ABCGL1 e leucemia mieloide
cronica. Sabe-se porém, que a familia de transportadores ABC participa do processo de efluxo de
drogas " e xenobiéticos tais como drogas anti-neoplasicas. Este fendmeno de resisténcia é

chamado de resisténcia a multiplas drogas (MDR) F°I.

Células cancerosas que possuem o fenétipo MDR podem tem resisténcia apos ciclos de
quimioterapia. O aumento ou diminuicdo de enzimas metabdlicas, alteraces da via apoptética ou
aumento da expressdo de bombas de efluxo fazem parte dos varios mecanismos de resisténcia as
drogas B¢,

No presente estudo, ABCA1 e ABCGL1 apresentaram menor expressdo nos pacientes de baixo risco
(aqueles que melhor responderam ao tratamento) em comparacdo com O grupo controle, 0 que
poderia ser explicado pelo fato de que nesses pacientes a bomba de efluxo de drogas nédo estaria

atuando ativamente e o tratamento nesse grupo tem sido eficaz, pois ha resposta ao imatinibe.

Yvan-Charvet et al. B! relataram uma nova fungdo para o HDL em suprimir a proliferacdo de
células progenitoras mieloides, porém essa teoria ndo se aplicaria nestes casos, pois a menor
expressdo dos genes implicaria em menor formacdo de particulas de HDL, logo, ndo haveria
supressdo de células progenitoras mieloides e 0s pacientes ndo estariam apresentando resposta ao

tratamento.

Em contrapartida, ao dividir os pacientes em responsivos e ndo responsivos (baseados na reducédo
de log), ABCAL apresentou menor expressao em pacientes ndo responsivos e maior expressao em
responsivos, o que nao poderia ser explicado pela atuacdo desses transportadores como bombas de
efluxo e resisténcia a quimioterdpicos, pois a menor expressdo de ABCAL levaria a uma melhor
resposta ao imatinibe (0s pacientes seriam responsivos) assim como a maior expressao levaria a pior

resposta (0s pacientes seriam nao responsivos).

Nesta situacdo, analisar a atuacdo do HDL como supressor de células progenitoras mieloides seria
aplicavel, pois aquele grupo com menor expressdo estd em pior resposta € 0 grupo com maior
expressdo estd com melhor resposta. A maior e menor formacdo de particulas de HDL estaria

intimamente relacionado nesses casos.
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ABCG1 apresentou maior expressdo nagueles pacientes que melhor respondem ao tratamento, o que
também ndo poderia ser explicado pela atuacdo desses transportadores como bombas de efluxo, pois
neste caso estariam adquirindo resisténcia ao imatinibe e a resposta ao tratamento seria falha. Ter o
HDL como supressor das células progenitoras também seria aplicvel nesta situacdo, uma vez que
a maior expressdo de ABCG1 levaria a maior formacdo de HDL com consequente supressao

mieloide e melhor resposta.

E importante salientar que o estudo foi realizado em amostras de sangue periférico, uma vez que as
células jovens sdo encontradas em sangue periférico apenas nas fases mais avancadas da doenca, 0

que esta fora do perfil dos pacientes.
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CONCLUSOES

Os resultados podem ser analisados sob duas perspectivas. Uma se refere a acdo de ABCAL e
ABCG1 como membros da familia dos transportadores ABC’s e seu papel no efluxo de drogas , 0
que pode ser aplicado na divisdo dos pacientes segundo Eutos; e a outra perspectiva levando em
consideracdo a descoberta recente do HDL como supressor de células tronco hematopoiéticas,
aplicada na estratificacdo de acordo com a reducdo de log. Em ambos 0s casos, mas principalmente
no segundo (devido ser uma descoberta recente), é passivel de mais estudo pois em ambas as
divisbes houve grupos com resultados estatisticamente ndo significantes. Elucidar o papel desses
genes na resposta ao tratamento com imatinibe é de extrema importancia para que futuramente eles

possam se tornar bons marcadores no monitoramento de pacientes com leucemia mieloide cronica.
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