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RESUMO

As leucemias sdo doencas malignas que acometem os glébulos brancos (leucécitos) do
sangue. Dentre os diversos tipos de leucemias, a leucemia miel6ide crénica (LMC) é
sem duvida a mais estudada e bem conhecida, seja pela presenca do cromossomo
Philadelphia (Ph+) que a caracteriza e que revolucionou a oncogenética, seja pelos
métodos terapéuticos inovadores desenvolvidos na busca de eliminar a proteina BCR-
ABL codificada a partir do rearranjo BCR-ABL. O Mesilato de Imatinibe (MI) é,
atualmente, o quimioterapico mais utilizado na eliminacdo do Ph+, e age competindo
pelo receptor da BCR-ABL dependente de ATP inibindo a fosforilacdo da tirosina
quinase. O MI é principalmente metabolizado pela enzima CYP3A4 e os polimorfismos
encontrados nela podem prejudicar a eficacia do tratamento. Este trabalho foi
desenvolvido para avaliar a possivel relacdo do polimorfismo CYP3A*1B com a eficéacia
do tratamento em pacientes com LMC, através do acompanhamento da resposta
citogenética. A amostra foi composta por 22 pacientes com LMC que estavam sendo
tratados com MI e seus respectivos controles, pareados por sexo, etnia e faixa etaria (+
10 anos). Foram utilizadas amostras de medula éssea de pacientes e sangue periférico de
controles e o DNA foi extraido pelo método de salting-out. Os polimorfismos foram
analisados através da técnica de PCR-RFLP. A média de idade entre os pacientes foi de
49,07 £ 10,32 e dos controles foi de 47,71 = 10,22, sendo que ndo houve diferenca
estatisticamente significativa entres os grupos (t = 0,0048; P > 0,90). O estudo da
relacdo entre tempo de tratamento e frequéncia do biomarcador Ph+ mostrou uma
relacdo inversa entre as duas variaveis (b= -0.79; t = 0.967, 0.40> P >0.30) confirmando
0 esperado para este tipo de tratamento. Nao foram encontrados valores significativos para
associacdo entre o0 genotipo de risco e a porcentagem de Ph+ em funcéo do tempo de tratamento
para os periodos 1 a 12 meses (t = 0,10; P > 0,90) ou para periodo acima de 12 meses (t =
1,26; P > 0,40). Porém, a analise das médias mostrou um pior progndstico para 0s
individuos com gen6tipo homozigoto selvagem (GG). Os resultados da regressao
mostram que os valores de b, mesmo sendo negativos, sdo diferentes apesar de nédo
significativos, provavelmente devido ao baixo nimero amostral. Estes resultados
mostram que pode haver uma associa¢do entre polimorfismo de CYP3A4 e deficiéncia
na resposta ao tratamento com MI, porém sem uma confirmacdo estatistica em funcédo
do tamanho da amostra estudada.



LISTADE FIGURAS

Figura 1 - Translocagao reciproca entre os cromossomos 9 e 22; t (9;22)(g34;q11)

......................................................................................................................................... 05
Figura 2: Padrdo de bandas do gene CYP3A4 apds reacdo de PCR...........ccccceeevevveennnen. 20
Figura 3: Padrdo de bandas do gene CYP3A4*1B para PCR-RFLP.........cccccoovvvvvviinnnnn. 21

LISTADE QUADROS

Quadro 1: RNA iniciadores (Primers) utilizados para a reacdo de PCR-RFLP do gene

(O T Y St PSPPSRI 19
LISTADE TABELAS
Tabela 1: Resultado da anélise de OR entre os grupos controle e paciente...................... 27

LISTA DE GRAFICOS

Gréafico 1: A —Relagdo entre a porcentagem de cromossomo Ph* e tempo de tratamento
com MI em 22 pacientes com LMC. B - Duragdo do tratamento dividido em trés
categorias: 0 = pacientes com tempo zero de tratamento, 1 a 12 = pacientes com 1 a 12

meses de tratamento, e >12 = pacientes com mais de 12 meses de tratamento............... 24

Gréafico 2: Auséncia ou presenca do gendtipo de risco para o gene CYP3A4*1B em

PACIENTES € CONTIOIES. . ...ttt ettt sa e en e ean e 25

Gréafico 3: Presenca ou auséncia de heterozigose, nos grupos de estudo e

(o0] 011 (0] [-TNUUTUUTT TR TR R TR TR URRURRTRPRRRI 26

Grafico 4: Presenca ou auséncia de homozigose para o alelo mutante nos grupos

CONIOIE € PACIENTE. ...ttt ettt ettt es bbb bbbt .26

Gréafico 5: Efeito da interagdo gendtipo e duracdo do tratamento, sobre o percentual de

CrOMOSSOMO Pttt ettt ettt ettt et e e et e e et e et e et et r e e e e e e e e e e e e e 28



Gréfico 6. Regressdo linear dos gendtipos selvagem (b = - 0,318) e mutante (b =-0,377)

mostrando uma diferenca entre 0s gendtipos no angulo de inclinacdo das



SUMARIO

L. INTRODUGAO. ... e 0
2. OBIETIVO......oomiiiiiiie o022

2L GERAIS. ...ttt ettt ettt ettt 02
2.2 ESPECIFICOS......oociieee ettt ert e saes e 02
3. REVISAO BIBLIOGRAFICA...........ccccceeiiiiiiiiinaeenaeeeeeeesennnnn03
B LEUCEMIAS. ..ottt 03
3.1.1 LEUCEMIA MIELOIDE CRONICA........coosieieieeereeeeene e, 04
3.1.2 FASES DA LEUCEMIA MIELOIDE CRONICA.......c.cooevevv e, 06
BABETIOLOGIA. ..o oottt 07
3.1.4 CROMOSSOMO PHILADELPHIA (Ph+)......coiveieiieieeceeesseseesseesensensnes 08
3.1.5 0 GENE HIBRIDO BCR-ABL........cccosisiesiisiieieeiereesenseesensens s ans s e 08
3.1.6 VIAS ATIVADAS PELA PROTEINA BCR-ABL.........cocoveveirveriririienian, 09
3.1.7 0 TRATAMENTO DA LEUCEMIA MIELOIDE CRONICA................. 11
3.1.8 MESILATO DE IMATINIBE........oiootioecveeeerierieeieeisisisssessess s es s 12
3.1.9 MECANISMO DE ACAO........ooiiieeeeeiseeeeeeesees e oo 13
3.1.10 EFEITOS COLATERAIS. .....oooveoeieeeeeeeeeeeeeseeee s 14
3.1.11 RESISTENCIA AO Ml....oovoieeieeieeieeeeese s 14
3.1.12 METABOLISMO DO Ml...cc.ooiiiiiiseeie oo ee s ens e 15
3.1.13 CYP3AA*1B 0U CYP3AA-V.......ooveiveiveeeeeeereeeesis s es s 16
4. MATERIAL E METODOS........coooiveeeeet oot eeeees e ere e ara e araananna s snannens 17
A1 AMOSTRA. ..o oot sas s s sa s s o 17
4.2 PROCEDIMENTOS. ....cooveieeceeseeeeeeiesie et sss e sessses s 17
4.3 REACAO DE AMPLIFICACAO E RESTRICAO DO GENE CYP3A4......18
4.4 PROCEDIMENTOS ESTATISTICOS......ooovveveeveeveeeee e e ees e e ens s 21
5. RESULTADOS.......couiieiieiierieeiesieesisisessessssssses s sn s s ses s 23
5.1 FREQUENCIAS ALELICAS E GENOTIPICAS........ocoveeeeceeeecee e 23
5.2 RELACAO ENTRE TEMPO DE TRATAMENTO E FREQUENCIA DO

BIOMARCADOR CROMOSSOMO PHILADELPHIA (Ph+)......ccccoviviiiisisreeririenenn, 24
5.3 ESTUDOS DE OR - ODDS RATIO.......c.ouiieieie e s es e es s es e 25

5.4 INTERACAO TEMPO DE TRATAMENTO VS. GENOTIPO VS.
PERCENTUAL DE CROMOSSOMO Ph+......cooiiiiiiie e 27



6. DISCUSSAO.....
7. CONCLUSOES.

8. REFERENCIAS



1 INTRODUCAO

Céancer é o termo que designa varias doencas que apresentam em comum O
descontrole do ciclo celular levando ao crescimento desordenado das células e
capacidade de invasdo de tecidos adjacentes ou a distancia (metastases). E uma doenca
evidentemente genética, de carater multifatorial, com mutacGes em pontos especificos
do DNA. Fatores ambientais, habitos alimentares, exposicdo a carcindgenos e fatores
intrinsecos ao genoma de cada individuo estdo inter-relacionados ao surgimento de
neoplasias.

Estudos que analisam os polimorfismos genéticos tém sido grandes instrumentos
para aumentar o conhecimento sobre o cancer, permitindo a identificacdo de
biomarcadores como, por exemplo, de subgrupos de populagbes que podem apresentar
um gendtipo de risco com maiores chances de desenvolver cancer (marcadores de
suscetibilidade) ou diferentes padrdes de resposta aos diversos tratamentos utilizados
(marcadores de resposta).

As leucemias mieldides crénicas pertecem a um grupo heterogéneo de doencas
caracterizadas por infiltracdo do sangue, da medula 6ssea e de outros tecidos por células
neoplasicas do sistema hematopoiético. Caracterizada pelo seu biomarcador
cromossomo Philadelphia (Ph+), sendo o produto protéico deste rearranjo o principal
alvo para os tratamentos quimioterapicos, tendo, atualmente, como farmaco principal o
Mesilato de Imatinibe (MI).

O estudo da farmacocinética € um importante recurso para obtencdo de
conhecimento a fim de melhorar o prognostico dos pacientes que passam por processos
quimioterapicos, podendo até mesmo minimizar o tempo de exposi¢do a tais terapias,
gue em sua maioria sdo extremamente agressivas, ou vincular técnicas mais apropriadas
dependendo de cada paciente.

Neste trabalho sera avaliada a resposta terapéutica ao MI em funcdo da presenca
do polimorfismo CYP3A4*1B atraves de um estudo do tipo caso-controle e com a
utilizacdo da técnica de PCR-RFLP.



2 OBJETIVOS

2.1 GERAL:

- Analisar, em portadores de Leucemia Mieldide Cronica (LMC) tratados com
Mesilato de Imatinibe, a associacdo entre a variante do gene CYP3A4 e a resposta

citogenética ao Mesilato de Imatinibe.

2.1.1 ESPECIFICOS:

- Estimar as frequéncias génicas e genotipicas do alelo CYP3A4*1B nos

pacientes e controles.

- Avaliar a presenca ou auséncia de associagao entre as variantes polimorficas e

a resposta citogenética, em funcéo do tempo de tratamento com Mesilato de Imatinibe.



3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 LEUCEMIAS

Leucemias sdo doencas mieloproliferativas onde a desordem de linhagens
celulares medulares resulta em hiperplasia de células blasticas, granuldcitos, eritrécitos
ou trombdcitos. O termo leucemia inclui as neoplasias de todas as linhagens celulares
hematopoiéticas onde ocorre uma invasdo massiva do sangue, medula 6ssea, baco,
figado e linfonodos, com gradual substituicdo das células hemolinfopoiéticas normais
(BABA e CATOI, 2007). A intensa substituicdo das células normais do sangue por células
anormais na medula 0ssea € a principal caracteristica da leucemia.

A estimativa de novos casos de leucemias, para o ano de 2010, feita pelo INCA
— Instituto Nacional do Cancer — ¢é de 9580 casos para todo o Brasil. Segundo 0 mesmo
orgéo, para cada 100.000 homens ocorrera uma taxa bruta de 6,56 novos casos, e 5,39
para 0 mesmo nimero de mulheres dentro do Estado do Parana.

As leucemias sdo divididas em linfoide e mielGide as quais podem ser agudas ou
cronicas. Os termos linfoide e mieldide referem-se ao tipo de linhagem celular
envolvida, enquanto aguda ou cronica referem-se ao grau de diferenciacéo da célula.
Desta forma temos: Leucemias Mieldides Agudas (LMA) e Croénicas (LMC) e
Leucemias Linfoides Agudas (LLA) e Cronicas (LLC).

As linhagens leucémicas com desenvolvimento agudo possuem uma
manifestacdo e evolucdo rapida das células imaturas do sangue, e acometem criangas,
jovens e adultos. O tratamento deve ser iniciado imediatamente ap6s o seu diagnostico
devido a progressdo e o acumulo de células anormais que invadem a circulagdo
sanguinea ocorrerem de forma extremamente rapida, podendo haver invasdo de outros
orgaos. Essas células sao chamadas de “linfoblastos” e “mieloblastos” e ndo permitem a
multiplicacdo de células normais da medula 0ssea. Por sua vez, leucemias crénicas
possuem um aumento de células maduras, porém anormais. Diferentemente das agudas,
é caracteristicamente insidiosa, tendo uma progressdo lenta podendo durar de meses a

anos, geralmente acometendo pessoas de faixas etarias mais elevadas.



3.1.1 LEUCEMIA MIELOIDE CRONICA

A Leucemia Mieldide Cronica (LMC) é caracterizada pela superprodugdo
neoplasica clonal de células hematopoiéticas maduras ou bem-diferenciadas. A
morfologia da medula 6ssea é caracterizada pela hiperplasia de granuldcitos e
megacaridcitos. Ao contrario do que acontece em leucemia agudas, a maturacdo se da
de modo ordenado nas diferentes linhagens linfociticas, sem qualquer restricdo ou
blogueio da maturacéo celular (HEIM e MITELMAN, 1995).

E responsavel por 15% a 20% de todas as leucemias, acometendo um a dois
casos entre 100.000 habitantes por ano dentro da populacdo ocidental (FADERL et al.
1999). A LMC é mais comum em pessoas entre 45 e 55 anos de idade, porém pode
aparecer em todas as faixas etarias.

Casos de pacientes com sintomas semelhantes aos da LMC sdo descritos na
literatura francesa desde 1825, porém as primeiras descri¢cdes cientificas desta doenca
sdo creditadas a Donné em Paris (1844), Virchow na Alemanha (1845) e Craigie e
Bennet em Edimburgo (1845) (CHOPRA e ELEFANTY, 1999; DEININGER, 2008). Em
1878, Neumann prop0s que a medula 0ssea ndo era apenas o sitio de producdo de
células sanguineas normais, mas também o sitio no qual a leucemia tinha sua origem e
utilizou o termo myelogene leukemia (GEARY, 2000).

Embora a LMC ja fosse considerada uma forma distinta de leucemia em meados
do século XIX, avangos no entendimento desta malignidade so foram possiveis a partir
de 1960 através da descoberta de Nowell e Hungerford, que descreveram pela primeira
vez uma anormalidade cromossémica associada a uma neoplasia em humanos, quando
verificaram uma pequena irregularidade em um cromossomo de células leucémicas de
pacientes com LMC (HEIM e MITELMAN, 1995). Eles observaram que estes pacientes
possuiam uma aparente perda do braco longo do cromossomo 22. Esta anormalidade
ficou conhecida como cromossomo Philadelphia (Ph), em homenagem a cidade onde
foi descoberta (NOWELL e HUNGERFORD, 1960), e pode ser encontrada na linhagem
celular mieldide maligna de 95% dos pacientes com LMC (FADERL et al. 1999). Esta
observacdo firmou-se como um marcador eficiente para o diagnostico e a principal
caracteristica da Leucemia Miel6ide Crénica.

Em 1967, Philip Fialknow, baseado em experimentos com polimorfismos da

enzima glicose 6 fosfato desidrogenase (G6PD), estabeleceu a clonalidade da LMC



(TerFreRI, 2007). Posteriormente a descoberta de Nowell e Hungerford, os pesquisadores
da época acreditavam que a perda ocorrida no braco longo do cromossomo 22 era em
funcdo de uma delecdo. Rowley demonstrou que a origem do cromossomo Ph nédo era
uma delecdo, e sim uma translocacao reciproca do material cromossémico do 22 para a
parte terminal do braco longo do cromossomo 9 e vice-versa, ficando assim
caracterizada como t(9;22) (RowLEY, 1973). Logo, a anormalidade cromossémica
caracteristica da LMC é uma translocacéo reciproca entre a regido q34 do cromossomo
9 e a regido qll do cromossomo 22 sendo descrita como t(9;22)(q34;911) (Figura 1).
No cromossomo 22, a quebra ocorre dentro do gene BCR e no cromossomo 9 ocorre

dentro do gene ABL; resultando em dois cromossomos derivativos.
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Figura 1 - Translocacdo reciproca entre os cromossomos 9 e 22; t (9;22) (q34;q11) (fonte:

http://www.unesp.br/prope/projtecn/Saude/saude48a.htm).

Uma das consequéncias desta translocacdo é a formacdo do cromossomo 9qg+,
que contém a parte proximal do gene ABL justaposta a parte mais distal do gene BCR,
formando o gene quimérico (ABL-BCR), cujo produto génico é expresso em niveis
muito baixos na metade ou em dois ter¢os dos individuos com LMC. A outra é a
formacdo do cromossomo Philadelphia, que apresenta o centrémero do 22 e a regido
proximal do gene BCR justaposta a regido distal do gene ABL, formando o outro gene
quimerico BCR-ABL. Este é regulado pela regido promotora do gene BCR, ja que seus
dois componentes se encontram alinhados com uma sequéncia de leitura continua,
permitindo a formacdo de um transcrito (RNA mensageiro) que codifica para uma
proteina de fusdo com propriedades de tirosina-quinase, responsavel pela transformacao
maligna (RocHA et al., 2006). Esta proteina hibrida de 210-kDa (diferente da normal
que possui 145-kDa) com atividade tirosina-quinase aumentada, € necessaria e
suficiente para a atividade oncogénica da fase inicial da LMC (DALEY et al., 1990;
PASTERNAK et al., 1998; FADERL et al., 1999; GORDON et al.,1999; GOLDMAN, 2004). A

habilidade da proteina quimérica BCR-ABL em transformar células mieldides primarias



em leucémicas foi evidenciada pela primeira vez por Daley em 1990, quando observou
uma doenca semelhante a LMC induzida pela atividade da proteina hibrida em
camundongos (DALEY et al., 1990).

Em 5% a 10% de todos os casos de LMC, o Ph, citogeneticamente, ndo ocorre
através da t(9;22) regular, mas de translocacdes entre 0 22 e outros cromossomos que
ndo 0 9. Na mesma faixa percentual, o cromossomo Ph ndo é encontrado em pacientes
com LMC. Estudos moleculares, entretanto, mostraram haver a fusdo BCR-ABL na
grande maioria destes casos. Outra caracteristica citogenética, é que entre 75% a 80 %
dos pacientes desenvolvem aberragdes cromossdmicas adicionais quando ocorre a

progressdo da doenga (HEIM e MITELMAN, 1995).

3.1.2 FASES DA LEUCEMIA MIELOIDE CRONICA

A LMC possui trés fases bem distintas que se inicia com a fase crénica, que
posteriormente evolui para a fase acelerada, tendo ao fim desta a Gltima fase chamada
de crise blastica. Cada fase tem caracteristicas que estdo descritas abaixo:

e FASE CRONICA - E a fase que principia a doenca e onde ocorre o diagndstico
de até 80% dos casos (CORTES, 2004). Normalmente é uma fase assintomatica ou o
paciente apresenta fadiga leve, porém constante. Durante essa fase ocorre uma intensa
expansdo clonal de células mieldides, as quais ainda mantém a capacidade de
diferenciacdo e suas func¢des ainda serdo normais. Clinicamente, apresenta leucocitose
(>100.000/ul) com continua transformagdo para mieloblastos, assim como
esplenomegalia. A fase cronica normalmente responde bem aos tratamentos
quimiterapicos. Porém, em torno de quatro a cinco anos desta fase os clones perdem a
capacidade de células normais e evoluem para outra fase chamada de fase acelerada ou
de aceleragdo. Sem o tratamento adequado a sobrevida do paciente é de 35 a 65 meses
(HEHLMANN et al., 1993).

e FASE ACELERADA - Caracteriza-se pelo surgimento de células mais imaturas
no sangue periférico, sintomas constitucionais mais frequentes e uma resposta menos
favoravel a terapias (DEININGER € DRUKER, 2003). E uma transicio gradual da fase
acelerada para a crise blastica com uma duragdo de 3 a 18 meses. Cerca de 20% dos
pacientes sdo diagnosticados nesta fase da LMC. A evolucdo clonal é um critério

comum para a fase acelerada presente em 20% a 40% dos pacientes. As anormalidades



cromossdmicas mais comuns em funcdo dessa evolucdo sdo: trissomia do 8, um
segundo cromossomo Ph, trissomia do 19, perda do cromossomo Y, trissomia do 21, e
monossomia do 7 (JOHANSSON et al., 2002). O hemograma desta fase demonstra um
aumento consideravel no namero de mieloblastos, baséfilos e eosinéfilos. A sobrevida
dos pacientes que se encontram em fase crénica é de um a dois anos (CORTES, 2004).

e FASE DE CRISE BLASTICA — E a fase final da LMC. Neste periodo a doenca
progride inexoravelmente para uma leucemia aguda, e torna-se incrivelmente resistente
a quimioterapicos (CoRTES, 2004). Apenas 20% a 30% dos pacientes com LMC em
crise blastica respondem a inducdo de medicamentos. Esta fase é caracterizada pela
presenca superior a 30% de blastos na medula 6ssea ou no sangue periférico, e ainda a
presenca da doenca bléstica extramedular (FADERL et al. 1999). Este extravasamento é
denominado de cloroma ou sarcoma granulocitico. Na fase blastica os pacientes

apresentam uma sobrevida média de trés a nove meses (CORTES, 2004).

3.1.3 ETIOLOGIA

Estudos mostram que populagdes que sofreram exposi¢des a altas doses de
radiacdes ionizantes possuem uma incidéncia de casos de LMC elevada em relacao
a esperada em populacdes sem tal exposicdo. Isto foi observado nos individuos
pertencentes as cidades de Hiroshima e Nagasaki, no Japdo, as quais sofreram
exposicdo a radiagdo através de bombas atdbmicas durante a Segunda Guerra
Mundial (GEARY, 2000).

Terapias feitas com agentes alquilantes em pessoas com cancer de colo
uterino aumentam a incidéncia desta patologia, porém a LMC ndo é uma leucemia
secundaria frequente ap6s o tratamento de outros canceres com radiacdo e/ou
agentes alquilantes.

Inibidores de DNA topoisomerase Il tém demonstrado uma propensdo para
induzir leucemia t(9;22) — positivas (LICHTAMN et al., 2006). Dois trabalhos
sugeriram que a distancia fisica nuclear entre os genes BCR e ABL em linfdcitos
humanos (KozuBsek et al., 1997) e em celulas CD34+ (NEVES et al., 1999) € menor
do que se acreditava e tal proximidade poderia favorecer a fusdo entre 0s genes.
Porém, o fato de existir a translocacdo BCR-ABL em células hematopoiética ndo

caracteriza que o paciente possua LMC, uma vez que esse tipo de translocacao ja foi



detectado em outros tipos de leucemias e também em pessoas saudaveis (BOSE et
al., 1998).

3.1.4 CROMOSSOMO PHILADELPHIA (Ph+)

O cromossomo que recebe o nome da cidade onde foi descoberto é credenciado
aos pesquisadores Nowell e Hungerford (1960) que o encontraram em células cultivadas
a partir de sangue periférico de sete pacientes com LMC (NOWELL € HUNGERFORD,
1960). Inicialmente, o cromossomo foi chamado de Ph' porque os pesquisadores da
época acreditavam que este seria o primeiro de uma série de cromossomo anormais que
seriam descobertos em outros tipos de leucemia. Entretanto, por mais de uma década, o
Philadelphia foi o tnico cromossomo anormal relacionado a uma neoplasia especifica
(GEARY, 2000).

Depois que os trabalhos de Janet Rowley sugeriram que a imaginada dele¢do do
cromossomo 22 era na verdade uma translocacdo reciproca entre 9 e 22 (ROWLEY,
1973), as evidéncias se confirmaram no ano de 1982 quando foi demonstrado que o
cromossomo Ph representava, em nivel génico, a transposi¢cdo do oncogene c-ABL de
sua posi¢do normal do cromossomo 9934 para o0 cromossomo 22gl1, em uma regido de
DNA, de 5 a 6 kb, chamada de breakpoint cluster region (BCR) (DE KLEIN et al., 1982)
que posteriormente deu nome ao gene. Posteriormente, técnicas de sincronizacdo e
bandeamento de alta resolucdo permitiram a identificacio dos “pontos de quebra”
cromossdmicos com descricdo correta de bandas e sub-bandas. Assim 0 cromossomo
Ph ficou caracterizado como t(9;22)(g34.1;911.21) (SAWYERS, 1999).

3.1.5 O GENE HiBRIDO BCR-ABL

Este gene € oriundo da translocacdo reciproca entre 0s cromossomos 9 e 22, a
qual também gera outro gene chamado de ABL-BCR. O gene normal BCR, encontrado
no brago longo de cromossomo 22, codifica uma proteina de 160 kDa que é
constitutivamente expressa em varios tipos celulares, mas é mais intensivamente
expressa em células hematopoiéticas (RANDOLPH, 2005), e sua estrutura sugere seu
envolvimento na transducéo de sinal.

O outro gene constituinte, gene ABL, € 0 homdlogo humano do oncogene v-abl
Abelson da leucemia murina (A-MuLV) com 230 kb de comprimento e encontra-se no

braco longo do cromossomo 9. Este gene codifica uma proteina nuclear de 145 kDa,



denominada p145, que possui atividade de tirosina quinase e estd envolvida com a
regulacéo do ciclo celular e apoptose, resposta a estresses genotoxicos e transmisséo de
informacdes sobre o ambiente celular. Este gene possui diferentes dominios como SH1,
SH2 e SH3, sendo o dominio SH1 responsavel pela atividade quinase da proteina que
pode ser regulada pela por¢cdo amino-terminal do dominio SH3 (VAN ETTEN, 1999). O
gene ABL normal é também considerado um gene supressor de tumor em fungdo da
porcao nuclear da proteina ABL ter um importante papel na inibicdo do ciclo celular
(SAwYER et al., 1994).

O gene hibrido BCR-ABL codifica uma proteina aberrante com atividade tirosina
quinase aberrante de alto peso molecular, maior do que a codificada pelo gene ABL
(BAIN, 2002). Esta enzima confere a célula leucémica uma alta resisténcia a morte

celular independentemente do agente indutor deste processo (HAMU et al., 2007).

3.1.6 VIAS ATIVADAS PELA PROTEINA BCR-ABL

A atividade excessiva da tirosina quinase codificada pelo gene hibrido BCR-ABL
é responsavel por ativar varias vias de sinais transducionais, tais como: ativacdo via
RAS, via recrutamento de STAT, ativacdo de PI(3)K/AKT. A BCR-ABL também induz
expressdo de proteinas anti-apoptéticas mitocondriais, tipo BCLx (GOLDMAN E MELO,
2003; SATTLER E GRIFFIN, 2003).

1. ATIVACAO VIA RAS: a expressao constitutiva de BCR-ABL resulta em um
acumulo da forma ativa de RAS, a RAS-GTP (CorTez et al., 1995).
Depois de induzidas, as proteinas RAS ativam a RAF serina/treonina
quinase que entdo fosforila as quinases MAPK. Estas, enfim, ativam
MAPKSs que migram para o nucleo onde fosforilam e ativam fatores de
transcricdo nuclear. Esta cascata modula a proliferacdo celular regulando
a atividade de varias proteinas reguladoras de ciclo celular e fatores de
transcrigdo (RAVANDI et al., 2003).

2. ATIVAGAO VIA STAT: proteinas transdutoras de sinais e ativadoras de
transcricdo (STATS) que sdo ativadas por varias citocinas com acao
sobre células hematopoiéticas e fatores de crescimento. Regulam o ciclo
celular, apoptose e proliferagdo de diferentes células através da

influéncia na transcricdo de genes (BowmAN et al,. 2000). Devido a



3.

ativacdo constitutiva das STATs em algumas doengas onco-
hematoldgicas, estas parecem desempenhar funcdo importante na
leucemogénese (BASKIEWICZ-MASIUK e MACHALINSKI, 2004). As
principais STATSs envolvidas na LMC sdo a STAT3 e STATS sendo que
a ativacdo constitutiva da primeira inibe a diferenciacao celular (Copro
et al., 2006). A STAT5 parece ter uma funcdo mais importante na
proliferacdo celular, porém também estd envolvida na apoptose de
células blasticas (BASKIEWICZ-MASIUK e MACHALINSKI, 2004).

ATIVAGCAO VIA PI(3)K/AKT: esta via é mediada pela proteina BCR-
ABL e possui importante funcdo no mecanismo anti-apoptético. A BCR-
ABL ativando a PI(3)K fard com que esta fosforile fosfoinositéis, o que
gerard fosfolipidios. Estes fazem com que a AKT mude de posicao,
translocando-se do citoplasma para a parte interna da membrana
plasmatica. Devido a sua nova posicdo, a AKT ficard prdxima de
quinases regulatérias que irdo ativd-la. Sua atividade regulara os
mecanismos anti-apoptaticos fosforilando diretamente componentes que

atuam na ativacdo/inibicdo da apoptose (DATTA et al., 1999).
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3.1.7 O TRATAMENTO DA LEUCEMIA MIELOIDE CRONICA

Os primeiros relatos de tratamento da LMC mostram que estes eram meramente
paliativos, e consistiam na administracdo de quinino e ferro ao paciente sem ser obtido
qualquer resultado (GEARY, 2000). Uma resposta positiva do paciente foi observada
somente em 1865 quando Lissauer, médico alemdo, administrou a solu¢do de Fowler
(solugdo de trioxido de arsénico a 1%) em um paciente de LMC, pela primeira vez. O
arsénico foi introduzido na medicina por Thomas Fowler em 1786, o qual era usado
para febres, dores de cabega, e também como ténico. A resposta encontrada por
Lissauer foi uma reducdo do baco, bem como da anemia e da contagem de leucdcitos.
Devido o arsénico ser altamente absorvido pelo organismo, seu nivel de toxicidade
também se tornava alto.

Somente em 1903 com o advento da radioterapia por Nicholas Senn (EUA) é
que o arsénico deixou de ser utilizado no tratamento da LMC. Esta nova técnica
mostrou-se eficaz, pois a reducdo do baco e da contagem dos leucdcitos era significativa
e rapida, bem como o restabelecimento da salde do paciente durando de semanas a
anos. Porém, com estudos que faziam o acompanhamento do paciente por um periodo
longo ficou evidenciado que o processo fundamental da doenca ndo era afetado, nem
mesmo a expectativa de vida dos pacientes era aumentada com o tratamento
radioterapico (GEARY, 2000).

No ano de 1912, médicos alemdes incorporaram o benzeno, conjuntamente com
a radioterapia, ao tratamento de pacientes com LMC, porém ndo obtiveram um éxito
maior. Somente no ano de 1947 é que a primeira droga citotoxica foi utilizada no
tratamento da LMC, mostrando uma grande reducdo no nimero de leucdcitos, mas sem
uma significativa melhora na sobrevida dos pacientes (GEARY, 2000). A droga em
questdo era a mostarda nitrogenada, e havia sido produzida na época da Segunda Guerra
Mundial.

A primeira droga eficaz no controle da LMC foi o Bussulfano (BU) em 1953,
mostrando maior especificidade ao tecido hematopoiético e particularmente a série
granulocitica. O BU possui certa toxicidade para o tecido germinativo e pode
desencadear uma fibrose pulmonar, porém mostrou um controle relativamente melhor

na LMC do que a radioterapia e so foi substituido na década de 70 por uma droga que
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possui uma toxicidade menor, o alfa-interferon ou INF-o (OSAROGIAGBON € MC GLAVE,
1999).

Estudos mostraram que o interferon possui um importante controle na
proliferagdo celular e na modulagdo do sistema imune. O mecanismo de a¢do do a-
interferon ndo é totalmente esclarecido, mas parece promover o controle da proliferacdo
de celulas malignas, modulacdo da apoptose, e em celulas hematopoiéticas precursoras
pode inibir o crescimento clonal, como citado no trabalho de Faderl et al. (1999). O a-
interferon recombinante foi produzido no ano de 1980, sendo pioneiramente utilizado
em pacientes com LMC em fase crbénica por Talpaz e colaboradores. A droga mostrou
que era capaz de induzir a negatividade do cromossomo Ph e prolongar a sobrevida da
maioria dos pacientes com ela tratados (TEFFERI, 2007).

Até a déecada de 80, a LMC era uma doenca que através de tratamento poderia
ser controlada, mas sem cura e sendo invariavelmente fatal. O método que veio trazer
uma expectativa de cura aos pacientes que eram diagnosticados como portadores da
LMC, foi introduzido por Goldman no ano de 1986. O transplante de medula éssea
alogénico é considerado até hoje o unico metodo curativo para a LMC, porém nem
todos os portadores dessa doenca podem ser submetidos a tal procedimento. A
necessidade de histocompatibilidade (compatibilidade entre antigenos sanguineos) entre
doador e receptor é pré-requisito fundamental para que o transplante tenha éxito total.
Porém, devido a grande miscigenacdo encontrada no Brasil, estima-se que a
probabilidade do encontro de um doador em bancos de medula seja de 1/300.000
doadores brasileiros, e esse nimero é muito inferior nos bancos de medula 6ssea
internacionais. Essa probabilidade aumenta quando a relagdo é feita entre irmédos
(mesmo pai e mesma mée), mas nao ultrapassa 30% dos casos de pacientes portadores
da LMC. A idade avancada da maioria dos pacientes no momento do diagnostico, em
geral superior a 45 anos, estd associada ao risco de morte aumentado devido a
toxicidade do transplante de medula 6ssea (GRATWOHL et al., 1993).

3.1.8 MESILATO DE IMATINIBE

Estudos demonstraram que o gene hibrido BCR-ABL atua como um oncogene
leucémico, e funciona como um codificador natural de tirosina quinase, sendo que a sua

proteina quimérica tem uma atividade essencial para as transformacfes celulares. A
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proteina oriunda do BCR-ABL cataliza a transferéncia de ATP (adenosina trinucleotideo
fosfato) para residuos de tirosina de outras proteinas que quando fosforiladas induzem
as mudancas fenotipicas caracteristicas da LMC. Logo, se essa ligacdo entre ATP com a
tirosina quinase for bloqueada, as mudangas que ocorreriam em decorréncia deste
processo ndo mais surgirdo. A compreensdo deste mecanismo foi essencial para o
desenvolvimento de uma terapia efetiva e seletiva para a LMC (DRUKER, 2000; FADERL
etal., 2000).

No final da década de 80, cientistas da Ciba Geigy (hoje a Novartis), sob a
direcdo de N. Lydon e A. Matter iniciaram pesquisas para identificar compostos que
fossem capazes de bloquear a atividade de proteinas quinases. Foi em um destes testes
que se descobriu o melhor composto capaz de matar células da LMC com alta
especificidade (GoLDMAN, 2000). Este composto era o STI571 (Mesilato de Imatinibe)
e basicamente funciona com um inibidor competitivo do ATP, ligando-se nos sitios de
fosforilagio da BCR-ABL, bloqueando a atividade tirosina quinase (SAVAGE e
ANTMAN, 2002).

3.1.9 MECANISMO DE ACAO

O Mesilato de Imatinibe (MI) é um derivado da 2-fenil-amino-pirimidina e é
inibidor seletivo da BCR-ABL-tirosina-quinase, incluindo as proteinas codificadas pelo
oncogene BCR-ABL, ABL, KIT e receptores dos fatores de crescimento derivado das
plaguetas. Esta nova droga age como um antagonista competitivo ligando-se ao receptor
BCR-ABL dependente de ATP e inibe a fosforilagdo da tirosina. Inibindo esta
fosforilagdo, o medicamento bloqueia a transducdo de sinais que induziriam a
proliferacdo celular e demais regulagcées do ciclo celular. Isso pode ser traduzido como
uma inibicdo seletiva da proliferacdo e inducdo da apoptose em células BCR-ABL
positivas (DRUKER et al. 2001).

O fato de alguns pacientes ndo responderem ao tratamento com INF- o, a
inespecificidade dos tratamentos quimioterapicos e a seletividade aos que podem se
submeter ao transplante de medula éssea levou o Ml a ser um tratamento de primeira
linha da fase crénica da LMC. Esta terapia também ¢é indicada para todas as fases da

doenca depois de falhas de tratamento com o INF- o, para pacientes pediatricos com
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LMC em fase crénica, depois de recaida pos-transplante, aléem de pacientes LLA Ph+ e
portadores de tumor gastro-intestinal metastatico (PENG et al., 2005).

Estudos realizados por O’Brien et al. (2003) no qual foram comparados
pacientes tratados com Mesilato de Imatinibe com os tratados com INF- o mostrou que
0 Ml apresentava uma melhor resposta em todos os aspectos. O MI mostrou uma maior
resposta citogenetica (87,1%) em relagdo ao INF-a (34,7%), auséncia de progressao da
doenca (96,7% contra 91,5%), diminuicdo de transcritos BCR-ABL (57% contra 24%),
bem como menor taxa de interrup¢do do tratamento devido a problemas de resposta do
paciente (Ml 12,3%; INF-a 31,6%). Com esses dados positivos quanto a melhor
resposta e baixa toxicidade do MI, em 10 de mar¢o de 2001, o FDA (Food and Drug
Administration) aprovou a terapia com Mesilato de Imatinibe em pacientes com LMC

em todos os estagios (DEININGER, 2003).

3.1.10 EFeITOS COLATERAIS

Os efeitos adversos que podem ser encontrados em pacientes tratados com Ml
sdo vomito, edema, dor muscular e abdominal, nauseas, diarréia, erupcdes cutaneas,
fadiga muscular. Esses sintomas sdo observados em aproximadamente 10 % do
pacientes. Toxicidade hepatica, renal e cardiaca devem ser consideradas, assim como as

citopenias (anemia, neutropenia e trombocitopenias) (DEININGER e DRUKER, 2003).

3.1.11 RESISTENCIA AC MI

Embora estudos mostrem um prognostico melhor dos pacientes com LMC em
relacdo as demais terapias, em torno de 10% dos tratamentos feitos com a droga
apresentam resisténcia ao tratamento ou doenca refrataria. Os casos de resisténcia ao Ml
foram inicialmente registrados no ano de 2000 e vem sendo extensivamente estudados.
Séo classificados em independentes de BCR-ABL e dependentes de BCR-ABL. A
primeira categoria esta ligada aos mecanismos de efluxo de droga, e a segunda a
mutacdes no gene BCR-ABL, que fazem com que proteina codificada ndo seja

responsiva ao Ml.
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3.1.12 METABOLISMO DO MI

A familia Citocromo P450 (CYP450) é uma superfamilia de proteinas-heme que
estdo envolvidos no processo de metabolismo de varios xenobidticos. A CYP450
compreende pelo menos cinco subfamilias, designadas de A a E pelo sistema de
nomenclatura recomendada (NEBERT et al., 1987), sendo que mais de 50 genes ja foram
descritos no genoma humano.

Dentro deste complexo enziméatico encontra-se uma CYP que € a principal
responsavel pelo metabolismo do Mesilato de Imatinibe — CYP3A4. O gene que
codifica esta enzima esta localizado no locus cromossémico 7¢g21.1 (OMIM 124010) e é
classificado como polipeptidio 4 da subfamilia I11A da familia CYP450. Juntamente
com a CYP3A5, CYP3A4 é a mais abundante, cerca de 30% a 40% de todas as
proteinas CYP450 presentes no figado humano que € o local onde o MI é metabolizado.
A enzima CYP3A4 foi inicialmente denominada Nifedipina Oxidase pela sua
capacidade de metabolizacdo do farmaco Nifedipina (KESHAVA, 2004). Esta enzima
esta envolvida em aproximadamente 50% do metabolismo das drogas terapéuticas
(WESTLIND et al., 1999; BouLToN et al., 2001; HsIeH et al., 2001; O’BRIEN et al.,
2003b; EAP et al., 2004; LopPes et al., 2004; PENG et al., 2005).

Quando o Mesilato de Imatinibe é administrado com drogas que podem inibir a
atividade da CYP3A4 (cetonazol, eritromicina, claritromicina), o metabolismo de Ml é
diminuido. Logicamente, drogas que induzam a atividade da CYP (fenitoina,
rifampicina, fenobarbital, carbamazapina) em questdo tendem a aumentar a atividade da
mesma. Contudo, inibi¢cdo ou inducdo de CYP3A4 ndo ocorre somente através de
drogas, mas também pode ocorrer através da alimentacdo. Por exemplo, pacientes com
LMC que séo tratados com MI sdo alertados a ndo consumir a toranja (grapefruit - um
citrico hibrido, resultante do cruzamento do pomelo (Citrus maxima) com a laranja
(Citrus x sinensis)), porque este fruto contém a furanocoumarina, epoxibergamotina e os
flavonoides, naringenina, todos os quais sdo substratos de CYP3A4 e podem inibir a
atividade da proteina (WoOLF e SMITH, 1999; VERONESE et al., 2003; MONROE et al.,
2007).
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3.1.13 CYP3A4*1B ou CYP3A4-V

Polimorfismos genéticos em CYP3A4 eram desconhecidos até 1996 (KINIRONS
et al,. 1996). Atualmente ja sdo conhecidas 78 variacdes do gene, dos quais poucas
estdo relacionadas a producdo de enzima com atividade catalitica alterada (DAl et al.,
2001; VAN ScHAIK et al.,, 2001; Sim et al., 2008). Os varios polimorfismos de
nucleotideo Unico (SNPs) sdo frequentemente, detectados atraves de sequenciamento e
avaliados através do uso de drogas para determinar se tém um impacto no padrdo
catalitico (DA et al., 2001). Em 1998, Rebbeck e colaboradores identificaram um novo
SNP neste gene e designaram o alelo de CYP3A4-V. A variante alélica CYP3A4-V, ou
CYP3A4*1B, consiste na substitui¢do simples de A por G (A>G) (AGGGCAAGAG —
AGGGCAGGAG), na posicdo 290 da regido promotora do gene CYP3A4, regido
conhecida como elemento de resposta a Nifedipina (REBBECK, 1998).

Um estudo feito por Lamba et al. (2002), determinou que esta é a variante mais
comum de CYP3A4, e que pode influenciar na expressdao do gene. Esta presente em
Caucasianos em uma frequéncia de 2,0 a 9,6% e em Afro-americanos até 40%, mas esta
ausente em Chineses e Japoneses. Ja na Africa do Sul, a mesma variante alélica foi
detectada em 81,3% dos Indianos, 42,9% dos Caucasianos e 16,4% dos Africanos
(CHELULE et al., 2003). Estes estudos mostram que ha diferenca na distribuicdo alélica
de CYP3A4 em diferentes populages.

A presenca da variante CYP3A4*1B foi associada a formas mais agressivas de
cancer da prostata (REBBECK, 1998; PARIS et al., 1999; TAYEB et al., 2002; PLUMMER et
al., 2003; ZEIGLER-JOHNSON et al., 2004; LoukoLA et al,. 2004; BANGsI et al., 2006), a
uma maior suscetibilidade para desenvolver cancer de pulmdo de pequenas células
(DALLY et al., 2003), a ocorréncia de menarca precoce, que se suspeita ser um fator de
risco para o desenvolvimento de cancer da mama (KADLUBAR et al., 2003) e a um
menor risco de desenvolvimento de leucemias secundarias associadas a quimioterapia
(FELIX etal., 1998).

A presenca de SNPs pode alterar a capacidade catalitica da enzima CYP3A4 e
com isso modificar seus padrdes de metabolismo de drogas terapéuticas especificas.
Isso pode levar a diminuicdo da eficAcia do tratamento e alteracbes da dosagem ou

mesmo do tipo de droga usada para garantir o sucesso do processo terapéutico.
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4 MATERIAL E METODOS

41 AMOSTRA

Este estudo foi realizado com a coleta de 22 amostras de medula 0ssea de
pacientes portadores de Leucemia Miel6ide Crbnica oriundas da Unidade de
Citogenética do Laboratorio de Imunogenética do Hospital de Clinicas, UFPR, Curitiba,
assim como 22 amostras de sangue periférico de individuos controles saudaveis
pertencentes ao banco de DNA do Laboratério de Citogenética Humana e

Oncogenética, Departamento de Genética, UFPR.

4.2 PROCEDIMENTOS

a. COLETA E ARMAZENAMENTO DAS AMOSTRAS DE MEDULA OSSEA

As amostras de medula éssea foram coletadas nas dependéncias
do ambulatério de Hematologia do Hospital de Clinicas (HC), UFPR,
Curitiba/PR. O médico responsavel coletou as amostras através de
puncdo na crista iliaca posterior, com agulhas e seringas descartaveis
estéreis e contendo heparina. Foram coletados de 3 a 5 ml de medula
Ossea de cada paciente que foram imediatamente encaminhadas ao
laboratorio, onde parte do material foi utilizado para analise citogenética.
O restante, em torno de 3 ml, foi encaminhado para o Laboratério de
Citogenética Humana e Oncogenética do Departamento de Genética da
UFPR, onde foi realizada a separacdo das células mononucleares por
centrifugacdo em Histopaque® (1ml da amostra era ressuspendida em
1ml de solugdo salina 0,9% e posteriormente centrifugada em 1ml de
Histopaque® a 1800rpm durante 20 minutos; dessa centrifugacdo resulta
um anel de células mononucleares (que deve ser retirado) e
posteriormente feita a lise das células sanguineas (através de sucessivas

lavagens e centrifugactes com RCLB 1X a 13000rpm).

b. ANALISE CITOGENETICA

Para que fosse determinada a presenca e porcentagem de células Ph™,
em cada paciente diagnosticado como portador de LMC foi realizada

analise citogenética apds cultura de 24 horas e bandeamento GTG em
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amostras da medula Ossea. Posteriormente ao tratamento com Ml,
analises sequenciais foram realizadas para acompanhar a resposta
citogenética. Este procedimento foi realizado pela equipe da Unidade

de Citogenética do Hospital de Clinicas, UFPR.

c. OBTENCAO DO DNA GENOMICO

A extracdo de DNA gendmico procedeu-se com a utilizacdo do
método de salting out, segundo BIGON e FERNANDEZ-VINA (1997),
com modificagdes, o qual permite a obtencdo de DNA de alto peso
molecular. O procedimento consiste no rompimento mecanico e/ou
enzimatico dos tecidos, eliminagao das proteinas e &cidos graxos pela
acdo de solventes organicos e precipitacdo do DNA por etanol.
Seguidamente a extracdo do DNA, a amostra foi ressuspendida em
100 pl de &gua ultrapura e armazenada a -20°C. Por fim, as
concentragdes de DNA de cada amostra foram mensuradas através da
leitura da densidade Optica (DO) realizada pelo espectrofotémetro
Nanodrop, a fim de padronizar as concentracdes das amostras a 10
ng/ul. Depois de reidratado e quantificado, o DNA foi armazenado a
—20°C.

43 REACAO DE AMPLIFICACAO E RESTRICAO DO GENE CYP3A4

A anélise do polimorfismo CYP3A4*1B foi realizada através da técnica de
PCR-RFLP (Polymerase Chain Reaction-Restriction Fragment Lenght Polymorfism),
sendo que a digestdo do produto de amplificacdo foi feita pela enzima Pstl. Este
polimorfismo leva & auséncia do sitio de restri¢do Pstl oriundo da substituicdo de A por

G na posicéo 290 da regido promotora do gene CYP3A4 (REBBECK, 1998).

Para amplificagdo do gene foi utilizado o protocolo de CAMARGO et al. (2008)
com alteracdes, e a PCR-RFLP se dava sob condicGes previamente padronizadas. Os
iniciadores (primers) para o gene CYP3A4 foram sintetizados de acordo com
HAsHIMOTO et al. (1993) e testados nos programas Oligo Analyzer 3.1 e Primer Blast.

Assim como os iniciadores, todos os demais reagentes utilizados em cada uma das
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reacdes de PCR foram pipetados em um Unico microtubo de 1,5 ml a fim de garantir a

homogeneidade das reacGes. Foram utilizadas as seguintes condi¢fes de reagao:

e 12,80 pl de agua ultra-pura estéril;

e 2.5 ul de tampao da enzima (20 mM de tris-HCI, pH 8,4; 50 mM de
KCI);

e 0,75 ul de MgCl; (2 mM);

e 1,0 pl de cada iniciador (100 ng/ pul);

e 1,7 pl de dNTPs (2 mM) (dATP, dCTP, dTTP, dGTP);

e 0,25 ul de Tag DNA polimerase (1U).

Em cada microtubo de 0,5 ml, foram adicionados 5 ul do DNA gendmico (10
ng/ ul) somados a 20 pl da mistura da reagdo, obtendo assim um volume final de 25 pl
para cada amostra. Os iniciadores utilizados para a reacdo de PCR-RFLP sdo

observados no quadro baixo:

PRIMER SEQUENCIA DE OLIGONUCLEOTIDEOS

FORWARD 5’-GGA CAG CCATAG AGA CAACTG CA-3°

REVERSE 5-CTT TCC TGC CCT GCA CAG-3’

Quadro 1: Primers utilizados para a reacdo de PCR-RFLP do gene CYP3A4
(FONTE: HAsHIMOTO et al., 1993).

O produto da mistura de reacdo foi submetido ao programa preparado no

termociclador (Mastercycler Gradient - Eppendorf) e esta descrito abaixo:

e 7 minutos a 94°C;
e 30ciclos: 1 minuto a 94° C, 1 minuto a 57,7° C, 1 minuto a 72°C;
e I1minutoa72°C.

Finalizando o processo de amplificacdo do gene, procedeu-se a corrida do gel de
agarose a 3% utilizando um volume de 15 pl do produto de PCR, a fim de observar a
ocorréncia e a qualidade da amplificacdo. Posteriormente, foi realizada a clivagem com

a enzima de restricdo, conforme se segue:
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e 10 ul do produto de PCR;

e 5 U deenzima de restri¢do Pstl;
e 2.0 pul de tampao da enzima (1x);
e 7,5 ul de agua ultrapura estéril.

O produto do processo de restricdo foi incubado no Thermo Bath ALB 64, por

um periodo de 14 horas a uma temperatura de 37° C.

A amplificacdo do gene CYP3A4 resulta em uma banda com 385 pb (Figura 2) e
a sua digestdo feita pela enzima de restricdo Pstl gera um fragmento de 220 pb para o
genotipo selvagem. J& nos genotipos mutantes, onde sitio de restrigdo ndo esta presente,
encontra-se uma banda de 199 pb para o mutante homozigoto, e 220 pb e 199 pb para o
heterozigoto (CAvALLI et al. 2001). As demais bandas geradas pela enzima de restricdo

(81, 33 e 21 pb) ndo podem ser registradas com essa classe de gel de agarose.

385 pb

Figura 2: Padrdo de bandas do gene CYP3A4 ap0s reacdo de PCR. FONTE: O autor,
2010.

Legenda:
1. Marcador de Massa Molecular 50pb;
2. Controle negativo de contaminacgéo (branco);

3 e 4. Produto de amplificacdo sem digestdo com 385pb.
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220/199 pb

199 pb

Figura 3: Padrao de bandas do gene CYP3A4*1B para PCR-RFLP. FONTE: O
autor, 2010.

Legenda:
1. Individuo Selvagem (AA) — 220 pb;
2. Individuo Homozigoto Mutante (GG) — 199pb;
3. Individuo Heterozigoto (AG) — 220/199pb.

Os produtos da PCR-RFLP foram visualizados através de eletroforese em gel de
agarose 2,5%, analisados em transiluminador de luz ultravioleta e documentados em

sistema de captacdo de imagens pelo software “Digi doc-it”.

44 PROCEDIMENTOS ESTATISTICOS

O teste t de Student foi utilizado para comparacdo das medias de idade entre 0s
grupos pacientes e controle, assim como para comparar as médias na relacdo tempo-

gendtipo e porcentagem de Ph+.

O teste de Qui-quadrado de homogeneidade para verificar se 0s genotipos
observados se distribuiam igualmente em pacientes e controle. As freqléncias
genotipicas observadas para o gene CYP3A4*IB foram ainda comparadas com as
freqliéncias esperadas de acordo com o Teorema de Hardy-Weinberg, conforme

BEIGUELMAN, 1988.
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Para analisar a variante polimérfica CYP3A4*1B e comparar as frequéncias de
cada gendtipo de risco entre pacientes e controles, foi utilizado o teste de risco relativo

Odds Ratio com intervalo de confianga de 95%.

Foi utilizado o coeficiente de regressdo para a analise das varidveis gendtipo,

tempo de tratamento e porcentagem de cromossomo Ph+.
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5 RESULTADOS

A média de idade entre os pacientes foi de 49,07 + 10,32 e dos controles foi de
47,71 + 10,22, sendo que ndo houve diferenca estatisticamente significativa entres os
grupos (t = 0,0048; P > 0,90). Com relacdo ao sexo, 12 (54,60%) dos pares de paciente
e controle eram do sexo feminino, e 10 (45,40%) dos pares eram do sexo masculino.
Em relacdo a etnia 34 (77,27%) dos pacientes e controles eram euro-descendentes e 10

(22,72%) eram afro-descendentes.

5.1 FREQUENCIAS ALELICAS E GENOTIPICAS

Para 0 gene CYP3A4*1B foram observados 16 (73%) dos pacientes com
gendtipo homozigoto selvagem (AA), 2 (9%) com genétipo heterozigoto (AG), e 4
(18%) para 0 genétipo homozigoto mutante (GG). As frequéncias alélicas entre os
pacientes foram de 0,775 para o alelo selvagem e 0,225 para o mutante. Entre 0s
controles, 17 (77%) tinham o gendtipo homozigoto selvagem, 1 (5%) apresentou o
gendtipo heterozigoto, e 4 (18%) eram homozigotos selvagem. Os individuos controle
apresentam frequéncia alélica de 0,795 para o alelo selvagem, e 0,205 o alelo mutante.
N&o houve diferenca estatisticamente significativa entre na distribuicdo das frequéncias
genotipicas entre pacientes e controles (x% = 0,35; p > 0,05). As freqiiéncias genotipicas
ndo estdo de acordo com o teorema de Hardy-Weinberg tanto nos pacientes (y°1 =
12,46; Gl =1, p > 0,001) quanto nos controles (y* = 22,0; Gl = 1, p > 0,001).
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5.2 RELACAO ENTRE TEMPO DE TRATAMENTO E FREQUENCIA DO BIOMARCADOR
CROMOSSOMO PHILADELPHIA (PH+)

A técnica de bandeamento GTG permitiu a identificacdo do cromossomo Ph

presente no momento do tratamento quando foi feita a retirada da amostra. Analisando a

relacdo entre tempo de tratamento e porcentagem de Ph+, verificou-se a existéncia de

uma relacdo inversa entre essas duas variaveis.

% Ph+
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Grafico 1: A —Relacdo entre a porcentagem de cromossomo Ph* e tempo de tratamento
com Ml em 22 pacientes com LMC. B - Duragdo do tratamento dividido em trés categorias:
0 = pacientes com tempo zero de tratamento, 1 a 12 = pacientes com 1 a 12 meses de

tratamento, e >12 = pacientes com mais de 12 meses de tratamento. FONTE: O autor, 2010.
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5.3 EsTuDO0S DE OR - ODDS RATIO

Foram considerados genotipos de risco aqueles que apresentavam o alelo
mutante (AG - heterozigoto e/ou GG — homozigoto mutante). Entre os pacientes, 6
foram considerados com gen6tipo de risco, enquanto no grupo controle haviam 5

individuos.

Para o estudo da OR entre pacientes e controles quanto ao gendtipo de risco,
0 grupo de estudo apresentou maior ocorréncia do que o grupo controle (OR = 1,28
—1C 95% = 0,32-5,01).

M Auséncia do
genotipo de
25 7 risco
M Presenca do
. 20 7 gendtipo de
E risco
= 15 -
=
E 10 A
zZ
5 -
0 -
Pacientes Controles
Grupos de Estudos

Grafico 2: Auséncia ou presenga do genotipo de risco para o gene CYP3A4*1B em pacientes e
controles. FONTE: O autor, 2010.

Quando avaliada a presenca de heterozigose, 0 grupo controle apresentou
menor ocorréncia do alelo mutante do que o grupo de estudo (OR = 2,10 — IC 95%
=0,18-25,01).

25



25

20

15

10

N de Individuos

Pacientes Controle
Grupos de Estudos

M Auséncia de
heterozigose

M Presenca de
heterozigose

Grafico 3: Presenca ou auséncia de heterozigose, nos grupos de estudo e controle. FONTE: O

autor, 2010.

Quanto a presenca do alelo mutante em homozigose, ndo houve variacdo
entre os grupos controle e de estudo (OR = 1,00 — 1C95% = 0,22-4,63).

25

20

15

10

N de Individuos

Pacientes Controle

Grupos de Estudo

i Auséncia de
homozigose do alelo
mutante

H Presenca de
homozigose do alelo
mutante

Grafico 4: Presenca ou auséncia de homozigose para o alelo mutante nos grupos controle e

paciente. FONTE: O autor, 2010

Em todos os casos, os valores de OR encontrados entre pacientes e controles ndo

foram estatisticamente significativos.
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A tabela abaixo sumariza os dados encontrados nas relagfes pacientes/controles:

Caracteristica analisada

Auséncia ou Presenca do gendtipo de risco

Paciente X Controle

OR=1,28-1C 95% = 0,32-5,01

Auséncia ou Presenca de Heterozigose

OR=2,10-1C95% = 0,18-
25,01

Auséncia ou Presenca de Homozigose do alelo mutante

OR=1,00-1C95% = 0,22-4,63

Tabela 1: Resultado da analise de OR entre os grupos controle e paciente. FONTE: O autor,

2010.

5.4  INTERACAO TEMPO DE TRATAMENTO VS. GENOTIPO VS. PERCENTUAL DE

CROMOSSOMO PH+

Para avaliar o efeito do tempo de tratamento em relacdo ao genotipo e percentual

de cromossomo Ph+ foi realizado o teste t de Student. Na andlise inicial foi realizada

uma comparacdo das medias das porcentagens de Ph+ encontradas nos gendtipos

selvagem e homozigoto mutante em relacdo ao periodo de tratamento. Para obter uma

amostra confiavel foi retirado o genétipo heterozigoto da analise, visto que 0s

individuos que apresentaram este genotipo ndo tinham acompanhamento suficiente para

conferir dados passiveis de inclusdo. O tempo de tratamento também foi dividido em

duas categorias, até 12 meses e acima de 12 meses de acompanhamento, sendo 0s

primeiros dados encontrados em seis meses apos o inicio da terapia. Este ultimo periodo

compreende dados até 60 meses. Foi excluido, também, o tempo zero (diagndstico) por

n&o corresponder a tempo de tratamento.
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Grafico 5: Efeito da interacdo gen6tipo e duragéo do tratamento, sobre o percentual de

cromossomo Ph+.
O resultado do teste t ndo mostrou diferenca significativa entre as variaveis
acima citadas para o periodo 1 a 12 meses (t = 0,10; P > 0,90), nem para o periodo
acima de 12 meses (t = 1,26; P > 0,40).
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Grafico 6. Regressao linear dos gendtipos selvagem (b = - 0,318) e mutante (b= -0,377) mostrando uma

diferenca entre os genétipos no angulo de inclinacéo das retas.
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O coeficiente de regressao indicou que ndo ha dependéncia (b = - 0,318 para o
gendtipo selvagem e b = - 0,377 para o mutante) da frequéncia de células Ph+ em
funcdo do tempo de tratamento, embora observe-se que as mesmas diminuem com o

aumento do tempo de tratamento.

6 DISCUSSAO

O Mesilato de Imatinibe é atualmente a terapia de ponta para pacientes
portadores de LMC que ndo podem ser submetidos ao transplante de medula dssea.
Porém, nos casos em que 0s pacientes ndo tém uma resposta eficiente ao tratamento ha
necessidade de aumento da dose do medicamento em até 100% em relacdo aos valores
convencionais que estdo em torno de 400mg/dia (KANTARJIAN et al., 2003). O aumento
das dosagens deste farmaco pode causar efeito toxico ao paciente, 0o que pode
comprometer o0 progndstico terapéutico, sendo recomendado, portanto somente em
casos de comprovada necessidade.

Atualmente, duas novas drogas de segunda geracdo estdo sendo utilizadas
também em pacientes portadores de LMC. Dasatinibe e nilotinibe também sdo
inibidores tirosina BCR-ABL aprovados como tratamento de segunda linha, caso o
tratamento com Mesilato de Imatinibe falhe ou ndo seja tolerado pelo paciente.

Para que se tenha éxito no tratamento quimioterapico, a populacdo celular
maligna deve ser erradicada o que estd diretamente associado a cinética do
medicamento. Neste trabalho avaliamos a resposta citogenética em relacdo ao gendtipo
CYP3A4 e tempo de tratamento, visando avaliar a importancia do polimorfismo
CYP3A4*1B como marcador de resposta ao tratamento com M.

Foram analisados 22 pacientes submetidos a terapia com Mesilato de Imatinibe e
22 individuos saudaveis os quais foram utilizados como controle. Os grupos foram
pareados por sexo, idade e etnia.

Quando avaliados em relagdo as frequéncias genotipicas, pacientes e controles
nio mostraram diferencas estatisticamente significativas (x°1 = 0,35; p > 0,05). Porém,
as fregiiéncias genotipicas dos pacientes (3*1 = 12,46; Gl = 1, p > 0,001) e controles (x*,
= 22,0; Gl = 1, p > 0,001) ndo se mostraram em equilibrio de Hardy-Weinberg,
provavelmente devido ao baixo nimero amostral. Quando os grupos de estudo foram
avaliados pela presenca ou auséncia do genétipo de risco também ndo houve

significancia (OR = 1,28 — IC 95% = 0,32-5,01), 0 que era esperado desde que a
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variante CYP3A4*1B ndo é considerada como um alelo de predisposicdo a LMC
(CAMARGO et al., 2008).

As andlises feitas pelas ORs dos pacientes e controles quanto a presenca do alelo
mutante em homozigose (OR = 1,00 — 1C95% = 0,22-4,63) ou em heterozigose (OR =
2,10 — IC 95% = 0,18-25,01) mostraram que as diferencas existentes ndo foram
estatisticamente significativas, mesmo os pacientes apresentando mais eventos nas duas
analises.

Através da analise citogenética com bandeamento GTG realizada pela equipe da
Unidade de Citogenética do Laboratério de Imunogenética do HC (UFPR), foi possivel
estipular a porcentagem de células Ph+ em amostras coletadas em diferentes periodos,
assim como o tempo de tratamento com MI de cada paciente O grafico 1 mostra uma
relacdo inversa (b= -0.79; t = 0.967, 0.40> P >0.30) entre tempo de tratamento e
porcentagem do cromossomo Ph+. A partir destes dados conclui-se que a amostra de
pacientes analisados esta de acordo com varios estudos realizados que demonstram
resposta citogenética ao Ml, onde a medida que aumenta o tempo de tratamento, a taxa
percentual do biomarcador Ph+ decresce (KANTARJIAN et al., 2002; JAMUR, 2005) . Os
critérios de resposta citogenética ao tratamento com Mesilato de Imatinibe séo
consensuais entre varios pesquisadores (SPENCER et al., 1995; ENRIGHT € MCGLAVE,
1999; KANTARIIAN et al., 2002), onde melhor resposta citogenética sdo consideradas
tanto a completa (0% de células Ph+) como a parcial (1% a 35%). Logo, estes
resultados sdo comumente esperados em terapias bem sucedidas para LMC.

Para avaliacdo da significancia das diferencas das médias da proporcdo de Ph+
observada nos dois genotipos e nos diferentes periodos de tempo de tratamento
realizou-se o teste t de Student. Os valores de t encontrados ndo apresentaram
significancia estatistica entre as médias dos dois genotipos no periodo de 1 a 12 meses (t
=0,10; P > 0,90) e também no periodo acima de 12 meses (t = 1,26; P > 0,40). Ou seja,
na amostra estudada ndo houve uma relagdo direta entre a presenca do genotipo de risco
com uma porcentagem maior de Ph+ no decorrer do tratamento. Apesar da nao
significancia observa-se que o valor de t obtido no periodo superior a 12 meses foi
maior do que no periodo de 1 a 12 meses. CAMARGO et al. (2008) estudando 30
pacientes colombianos portadores de LMC também ndo demonstraram associacao,
porém deve-se destacar que o nUmero amostral era pequeno e muito proximo ao deste

estudo.
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A anélise de regressdo mostrou que o angulo de inclinacdo da reta entre o
gendtipo selvagem (b = -0, 318) e 0 gendtipo mutante (b = -0, 377) séo diferentes, tendo
0 gendtipo mutante uma resposta pior ao tratamento, o que difere do esperado para
pacientes portadores de LMC tratados com MI. O esperado foi reafirmado neste
trabalho quando analisado sem discriminacdo de gendtipos (grafico 1). Para ambos os
gendtipos, os valores de b foram negativos e ndo significantes indicando que ndo ha
uma dependéncia da frequéncia de ocorréncia do cromossomo Ph+ em func¢éo do tempo
de tratamento. No entanto, como se observou na comparacdo entre as médias ha uma
tendéncia evidente do decréscimo da proporcao de células Ph+ em fungdo do tempo no
gendtipo selvagem quando comparado com 0s mutantes.

Os resultados encontrados no teste t e na analise de regressdo ndo sao
significativos provavelmente devido ao tamanho amostral, e, portanto, a significancia

estatistica pode ser alcancada pela analise de uma amostra de tamanho mais consistente.

7 CONCLUSOES

Os dados encontrados mostram que as frequéncias genotipicas ndo variam
significativamente entre pacientes e controles, assim como ndo foi encontrado nenhum
desvio significativo entre frequéncia dos alelos entre pacientes e controles.

N&o houve um resultado estatisticamente significante que sustentasse a hipétese
de que a variante CYP3A4*1B possa ser considerada de risco para o tratamento com o
MI. Porém, encontrou-se um desvio da normalidade para pacientes tratados com o
farmaco acima citado quando a analise numérica é feita meramente em carater
observacional. Embora o dado tenha sido comprometido pelo namero amostral, vale a
ressalva de que individuos homozigotos mutantes podem responder negativamente ao
tratamento, em periodos mais longos.

Mais estudos, com amostras maiores, devem ser realizados para que esta
hipotese possa vir a ser confirmada ou ndo. Fazem-se relevantes estudos mais
aprofundados sobre polimorfismos de enzimas que auxiliam nos processos de
biometabolismo, pois s@o ferramentas extremamente importantes na determinacdo de
um melhor progndstico para pacientes portadores de neoplasias, doencas onde o tempo

é a questdo fundamental.
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