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RESUMO

A Leucemia Miel6ide Aguda (LMA) é uma neoplasia hematol6gica caracterizada pela
proliferacao anormal de precursores mieldides, redugdo da apoptose, parada da diferenciagao
celular e diminuigdo da aderéncia das células ao estroma medular. A classificagdo FAB
estratifica a LMA em oito diferentes subtipos denominados M0, M1, M2, M3, M4, M5, M6 e M7.
Cada subtipo apresenta uma caracteristica morfolégica diagndstica e é caracterizado pela
alteragdo de uma linhagem hematopoiética diferente. Existem diversas anormalidades
cromossémicas, recorrentes e distribuidas entre os subtipos da LMA, que auxiliam no
prognostico da doenga. Além destas, existe um grande grupo sem alteragdes citogenéticas
detectaveis onde se observam diversas alteragbes moleculares. Varias tém sido as tentativas
de se estratificar os subtipos da LMA em categorias progndésticas, porém, em todos os
subtipos, existem exceg¢des que tornam a definigdo do prognéstico e a avaliagao do efeito das
diferentes terapias extremamente complexo. Torna-se, portanto, de extrema importancia a
identificagdo de novos biomarcadores que estejam relacionados com a LMA e seus subtipos, o
que é entdo o objetivo deste trabalho. Foram coletadas 58 amostras de medula 6ssea das
quais foram selecionadas 23 para analise protedmica de onde foi possivel definir o perfil
protedmico de Células Mononucleares (CMN) de Medula Ossea (MO) na LMA composto de
247 proteinas. Ap6s comparagao com o perfil protedbmico de CMN de MO de doadores foi
possivel definir um grupo de 61 proteinas identificadas apenas na LMA. Apds comparagéao com
o perfil proteémico da Leucemia mieldide crénica fase blastica foram excluidas 27 proteinas
que estariam relacionadas com leucemias miel6ides, restando, portanto 34 possiveis
biomarcadores relacionados com a LMA. Dentre estes possiveis biomarcadores estao
proteinas com fungéo oncogénica como RUNDC1 e a isoforma 2 da proteina 22 WD repeat.
Foi possivel observar também um grupo de 5 proteinas que ocorreu apenas nos pacientes do

subtipo M1, sendo candidatas putativas relacionadas a este subtipo.



ABSTRACT

Acute myelogenous leukemia (AML) is a hematologic neoplasia
characterized by abnormal proliferation of myeloid precursors, lack of apoptosis,
defective maturation and reduced adherence to stromal cells. French American
British’s classification stratify AML in eight different subtypes named as M0, M1,
M2, M3, M4, M5, M6 and M7. Each diagnostic subtype presents a specific
morphological feature and is characterized by alterations in different
hematopoietic lineages. Several recurring chromosomal alterations, that
possess a prognostic value, are associated to each AML subtypes. However,
there is also a significant group that not shows detectable cytogenetic markers,
but several molecular alterations. Because the pathological outcome of AML
patients with cytogentic abnormalities differs considerably we hypothesized that
their proteome may also differ specifically in their expression pattern, protein
interaction pathways and posttranslational modifications. In the present work we
applied comparative proteomic approach to identify new biomarkers related to
AML and its subtypes. 58 bone marrow (BM) samples were collected, 23 were
selected and analyzed. We settle down the AML protein profile of mononuclear
bone marrow cells, containing 247 proteins. The comparative analysis between
this profile with healthy donors profile, shows 61 differentially expressed
proteins in AML samples. And the comparison with the protein profile of chronic
myeloid leukemia blastic phase samples identified 27 proteins that could be
related to myeloid leukemias. We also identified 34 proteins that are putative
AML biomarkers. Among them RUNDC1 and the isoform 2 of 22WD repeat
protein presented oncogenic functions. Other 5 proteins observed only in M1

subtype, could be putative candidates to be biomarkers of this subtype.
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INTRODUCAO

1. Cancer

Céancer é o nome dado a um conjunto de mais de 100 doengas que tém
em comum o crescimento desordenado de células que invadem os tecidos e
orgaos, podendo espalhar-se (metdstase) para outras regides do corpo.
Dividindo-se rapidamente, estas células tendem a ser muito agressivas e
incontrolaveis, determinando a formacdo de tumores ou neoplasias malignas.
Por outro lado, um tumor benigno significa simplesmente uma massa localizada
de células que se multiplicam vagarosamente e se assemelham ao seu tecido

original, raramente constituindo um risco de vida. (MS/INCA, 2008)

A génese do tumor é um processo multifatorial associado ao acumulo de
alteracdes genéticas em células somaticas. O progresso de uma pré-neoplasia
para uma neoplasia e a entdo invasao e metastase € o resultado de sucessivas
etapas de expansao clonal de células somaticas que apresentam vantagens
para crescimento como resultado de mutagcbes em genes que controlam a
proliferacdo celular e morte. Estas mutacdes resultam tanto da ativacao de
proto-oncogenes, que promovem proliferagdo celular, quanto na inativagdo de
genes supressores de tumor, que inibem proliferacdo ou promovem a morte
celular. Para se tornar uma célula cancerosa, uma célula normal precisa
acumular no minimo de cinco a seis destas mutagdes, portanto, a instabilidade

genética parece ser uma propriedade de células cancerosas (Caldas, 1998).

Dados publicados pelo Ministério da saude/Instituto Nacional de Cancer
que mostram a Incidéncia de cancer no Brasil demonstram que a neoplasia
maligna mais comum é a de pele do tipo ndo melanoma seguida pelo cancer
de mama feminino. Estima-se para 2008 que o numero de novos casos de
cancer no Brasil sera 466.730.(Tabela 1)

E possivel observar diante destes dados que as leucemias ocupam o
nono lugar em incidéncia na populacao brasileira, totalizando 9540 novos
casos estimados para 2008, um numero consideravel que requer grande
atengdo no sentido de conhecer melhor a doenga e empenhar novas
tecnologias neste estudo.
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Tabela 1: Estimativas, para o ano de 2008, de numero de casos novos por
cancer, em homens e mulheres, segundo localizacdo primaria.
(MS/INCA)

Localizacao Primaria Estimativa de casos novos
Neoplasia Maligna Masculino Feminino Total
Prostata 49530 = 49 530
Mama Feminina - 49 400 49.400
Traquéia, Brénquio e Pulmao 17.810 9.460 27.270
Calon e Refo 12.490 14.500 26.990
Estémago 14.080 7.720 21.800
Colo do Utero - 18.680 18.680
Cavidade Oral 10.380 3.780 14160
0 2900 2 650 10 550
I Leucemias 5.220 4320 9.540
Pele Melanoma 2950 2970 5920
Outras Localizagdes 55.610 62270 117.880
Subtotal 175.970 175.750 351.720
Pele ndo Melanoma 55.890 59.120 115.010
Todas as Neoplasias 231.860 234.870 466.730

*Niimeros arredondados para 10 ou miltiplos de 10.

2. Leucemias

As leucemias compreendem uma grande variedade de doencgas
hematolégicas neoplasicas podendo afetar diferentes tipos celulares em
estagios distintos de maturacdo. As mutagdes causadoras destas neoplasias
sd&o0 as mais variadas possiveis, refletindo cariétipos e imunofendétipos distintos
(Bashawri, 2002).

Os principais sintomas da leucemia decorrem do acumulo dos
precursores imaturos na medula 6ssea, prejudicando ou impedindo a producao
das células sanguineas, tais como: eritrocitos cuja falta causa anemia, a
presenca de leucocitos imaturos podendo levar a infecgdes e a diminuicao do
nuamero de plaquetas causando hemorragias. Depois de instalada, a doenca
progride rapidamente, exigindo com isso que o tratamento seja iniciado tao
logo seja feito o diagnéstico e classificagao da leucemia.

As manifestagbes clinicas da leucemia aguda sdo secundarias a
proliferagcdo excessiva de células blasticas da medula éssea, que infiltram os
tecidos do organismo, tais como: amigdalas, linfonodos, pele, bago, rins,

sistema nervoso central e outros. A fadiga, palpitagdo e anemia sdo sintomas
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iniciais e aparecem pela reducdo da producdo dos eritrocitos pela medula
O0ssea e também verifica-se tendéncia a sangramentos devido a
trombocitopenia. Outras manifestagdes clinicas sao dores 6sseas e articulares
que sao causadas pela infiltragao das células leucémicas nos ossos. Também
ocorre com freqiéncia dores de cabega, nduseas, vomitos, visdo dupla e
desorientacdo, causadas pelo comprometimento do sistema nervoso central.

A suspeita do diagnéstico é reforgada pelo exame fisico, onde o paciente
pode apresentar palidez, febre, esplenomegalia e sinais decorrentes da
trombocitopenia, tais como epistaxe (sangramento nasal), hemorragias
conjuntivais, sangramentos gengivais, petéquias (Figura 1) e equimoses
(Figura 2). Na andlise laboratorial, o hemograma se apresentara com
alteracdes, porém o diagnéstico é confirmado apenas apds o exame de analise

da medula 6ssea, o mielograma.

Figura 2: Equimoses (manchas roxas na pele). (MS/INCA)

Como geralmente ndo se conhece a causa exata da leucemia, o

tratamento tem o objetivo de destruir as células leucémicas, para que a medula
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Ossea possa ser repopulada por células saudaveis. Portanto, em geral se usa a
combinacdo de poliquimioterapia, controle das complica¢des infecciosas e
hemorragicas, preveng¢do ou combate da doenga no sistema nervoso central e
em alguns casos € indicado o transplante de medula éssea. Os principais
procedimentos meédicos utilizados no tratamento da leucemia sdo: o
mielograma para acompanhamento da resposta ao tratamento, a puncéo
lombar para exame citolégico e inje¢do de quimioterapia, uso de cateter venoso
para facilitar a aplicacdo de medicamentos e coletas de sangue para exame,
levando em consideragédo que o tratamento pode ser bastante longo, além de
transfusGes enquanto a medula éssea nao recupera a hemopoiese. (MS/INCA,
2008).

A classificagdo das leucemias € um passo muito importante para que
seja dado inicio ao tratamento, e esta definicdo é totalmente dependente do
direcionamento da linhagem e estagio de maturacao alterado na hematopoiese.
De acordo com o estagio de diferenciacado em que a maturagcdo hematopoiética
ocorre, um tipo celular imaturo sera encontrado em excesso na circulagéo
periférica e dara indicacdo da classificacdo da leucemia em questdo. Os
estagios intermediarios até a diferenciacdo completa das linhagens mieldide e
linféide podem ser observados na Figura 3.

3. Leucemias Agudas

As leucemias agudas sao sindromes mieloproliferativas, também
denominadas leucoses. Sao neoplasias que acometem a medula éssea e se
caracterizam pela proliferacdo medular desordenada e progressiva, podendo
acometer as linhagens mielbide (eritrocitos, granulécitos e plaquetas) ou
linféide. Freqlentemente € possivel observar os reflexos em alteragées no
sangue periférico, o que é evidenciado pelo aparecimento de células blasticas
nesta circulacdo. O mielograma revela profusa infiltracdo destas células
leucémicas e o0s pacientes acometidos por tais neoplasias evoluem
agressivamente para o 6bito quando nao tratados com rapidez. As leucemias
agudas podem ser classificadas em dois tipos que serdo baseados na
linhagem celular que esta alterada: linféide ou mieldide.
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Figura 3: Esquema simplificado da diferenciacdo das células hematopoiéticas.
(WWW .fleming.gr)

3.1. Leucemia linféide aguda

s

A leucemia linfoide aguda (LLA) é a malignidade mais comum em
criancas, somando mais de 30% de todos os canceres e 80% das leucemias.
Aproximadamente 300 novos casos sdo diagnosticados a cada ano. Acomete
mais freqlientemente o sexo masculino. E caracterizada pela proliferagdo
clonal de precursores linféides que perderam a capacidade de se diferenciar. A
freqiéncia de anormalidades cromossOmicas nesta doenga é extremamente
alta, 92,3% e entre estas anormalidades podemos encontrar hiperploidias,
pseudoploidias e hipoploidias distribuidas entre as LLAs do tipo B e do tipo T.
O pico de incidéncia da LLA fica entre os 2 e 4 anos declinando na

adolescéncia e na juventude. A mortalidade por LLA tem diminuido
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drasticamente durante os ultimos 25 anos devido a avangos na quimioterapia,

particularmente em criangas. (Gilliland & Tallman, 2002)

As LLAs podem ser de dois tipos: tipo B, que é a mais freqlente,
originada a partir de precursores de linfocitos B e o tipo T, a partir de
precursores de linfécitos T. A classificagdo mais utilizada € baseada em
critérios morfolégicos das células blasticas que populam a medula 6ssea, onde
de acordo com os critérios do comité FAB (French-American-British), trés
grupos majoritarios podem ser distinguidos: A LLA tipo 1 onde é possivel
observar blastos pequenos, homogéneos e raros nucléolos, a LLA tipo 2 onde
€ comum encontrar blastos de tamanho variavel, heterogéneos e nucléolos
bem visiveis e a LLA tipo 3 onde freqlientemente visualiza-se blastos grandes,

citoplasma basodfilo e vacuolizado, sendo esta ultima a de pior prognéstico.

Somente a morfologia e a citoquimica ndo sao suficientes para
diagnosticar todos os casos, tendo freqlentemente a necessidade de andlises
citogenéticas e imunofenotipagem para classificar a doenca. As anomalias
cromossémicas podem determinar um melhor ou pior prognéstico, como por
exemplo, a presenca da translocacao t(9,22) caracterizada pelo Cromossomo
Filadélfia (Ph1) atribui um pior prognéstico, enquanto hiperdiploidias atribuem

um bom progndéstico. (Bassan et al., 2004)
3.2. Leucemia mieldide aguda

A Leucemia Mieldide Aguda (LMA) é a neoplasia hematolégica
caracterizada pela proliferacao anormal de precursores mieldides, uma
diminuicdo no nivel de apoptose e uma parada de diferenciacao destas células.
As células alteradas possuem uma vantagem de sobrevivéncia fazendo com
que a medula 6ssea e o0 sangue periférico sejam caracterizados por leucocitose
com predominancia de células imaturas. A medida que estas células imaturas
se acumulam na medula Ossea, elas substituem as células mielociticas,
megacariociticas e eritrociticas normais, levando a uma perda da fungédo da
medula éssea e a complicagbes como sangramento, anemia e infecgdes. O
mecanismo que leva a célula progenitora da linhagem mieldide a perder o

controle da proliferagdo celular, ocasionando a expansao do clone leucémico,
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permanece incerto. No entanto, ativagcdo de proto-oncogenes e mutacdes em
genes supressores tumorais que regulam o ciclo celular parecem estar
envolvidos na patogénese das leucemias.

A LMA representa cerca de 15 a 20% das leucemias agudas da infancia e
80% de adultos. Na maioria dos casos ndo ha evidéncia da influéncia de
fatores genéticos, assim como nao ha diferenga de incidéncia entre etnias, ao

contrario da leucemia linféide aguda (Martins & Falcao, 2000).

3.2.1. Classificacao

A heterogeneidade da doenca, assim como uma possivel diferenca de
comportamento biolégico motivou o estabelecimento de uma classificacdo. Em
1975, pela primeira vez, o grupo Franco-Americano-Britanico (FAB) propés a
classificacao em seis diferentes subtipos, baseada estritamente em aspectos
morfoldgicos e citoquimicos. Em 1985 esta classificagao foi revisada originando
a atual classificagdo FAB, acrescentando novos subtipos. Além  disso, foi
proposta em 1995 uma classificagdo que passaria a valorizar dados de
recorréncia citogenética e da histéria clinica e/ou aspectos displasicos na
medula éssea, tal classificacao foi proposta pela organizacado mundial de saude
sendo denominada classificagdo WHO (World Health Organization) (Martins &
Falcao, 2000).

Segundo a classificacdo FAB, a Leucemia Mieléide Aguda possui oito
subtipos de classificagdo conhecidos como MO0-M7, onde cada um deles
apresenta uma caracteristica morfoldgica diagnédstica, caracterizada pela
alteracdo de uma espécie hematopoiética distinta. Em todos os subtipos de
classificagdo sdo encontradas anormalidades citogenéticas particulares e as
classificagbes sdo baseadas na aparéncia morfolégica dos blastos e na
maturacdo das diferentes linhagens celulares na medula éssea. Cada subtipo
de LMA possui determinada linhagem em excesso na medula 6ssea. Por este
motivo as distintas classificagbes da LMA podem exigir tratamentos
diferenciados. A observagéo da figura 4 mostra esta heterogeneidade.
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3.2.2. Caracteristicas morfologicas

Os tipos morfolégicos de LMA sao definidos de acordo com o grau de
diferenciagdo e maturagdo de uma ou mais linhagens, dependendo do
momento da hematopoiese em que ocorreu a parada de diferenciagdo. O
subtipo MO € caracterizado pela indiferenciacdo das células em excesso na
medula éssea. Os subtipos M1 e M2 apresentam em excesso a linhagem
granulocitica (neutréfilos). O subtipo M3 é caracterizado por possuir em
excesso promielocitos hipergranulares especificos. Os subtipos M4 e M5
apresentam predominantemente as células com diferenciacdo monocitica
sendo que o subtipo M5 pode apresentar somente mondcitos e granulécitos em
excesso. Ja nos subtipos M6 e M7 os tipos celulares predominantes sao os
eritroblastos e megacarioblastos, respectivamente. Algumas destas
classificacdes ainda se subdividem, como por exemplo, o subtipo M5, que pode
ser denominado subtipo M5a e MS5b, classificacdo dada de acordo com a

porcentagem de monécitos na medula.

3.2.3. Caracteristicas Citogenéticas

As diversas anormalidades cromossémicas encontradas nos subtipos da
LMA, assim como em LLA, podem ser classificadas quanto ao prognostico bom

ou ruim, e este dado podera direcionar o tratamento.

A andlise citogenética na LMA tem revelado um grande numero de
anormalidades cromossémicas distribuidas entre os subtipos da LMA, porém
entre as que sao recorrentes e que ajudam a compor o diagnostico do subtipo

estao as translocagdes a seguir: (Mrézek et al., 2004; Sahin et al., 2007)
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-3,-5,del(5q),-7,del(7q),+8,+11,+13,Ph+,+21

M1
s/ maturacdo blastos>90% na MO

del(2p),t(2;4)(p23;q35),+4,-5,del(5q),t(6;9)(p23;q34),-7,
del(7q), t(7;11)(p15;p15),+8,t(8;21)(q22;q22),Ph+,+11,
t(11;20)(p15;q11)+21

90%>blastos>30% na MO

2 monécitos<20%

c/ maturagao

. !43 L | blastos promielociticos na MO |
pro-mielocitica

del(7q),+8,t(11;17)(q23;q12),t(15;17)(q22;q21),i(17q),+21 |

o o ety
i iti éri itica>20% el(9q),t(9;11)(p21;q i11)(p15;q el q23q
mlelomor::locntlca serie monocitica ° (11;17)(q23.925).t(11;19)(q23,p13);t(12;22)(p13)(q21),
aguda inv(16)(p13q22),t(16;16)(p13;q22),t(16;21)(p11.2;q22),
del(16)(q22),dic(16;22)(q11;p11)

M5
2cti série monocitica>80% na MO t(1;12)(p36;p12),t(6;11)(q27;923),+8,t(8;16)(p11;p13),
monoblastica i il ° £(9:11)(p21:q23),t(10;11)(p15;q23),ins(10;11)(p11;q23q24), del ou
aguda t 11923 ,£(11;17)(q23;q25),t(11;19)(q23;p13)
eritroblastos>50% na MO dup(1q), inv(3)(q21;q26),ins(3;3)(q26;921q26),t(3;3)(q21;926), -
eritrollzgcemia blastos>30% | 5,-7,del(7p), +8,del(9q),del (20)(q11),i(21q)

M7
megacarioblastica

| megacarioblastos>30% na MO | | t(1;22)(p13;q13),inv ou del 3,+8,del(20q11),+21 |

Figura 4: Tipos morfolégicos na LMA acompanhados de suas alteragdes
citogenéticas.

- 1(8,21)(922,922), observada no subtipo M2 e que envolve os genes AML1 e
ETO;

- 1(15,17)(922,921), encontrada no subtipo M3 e M3 variante. Nesta
translocagdo o gene que codifica o receptor alfa do &cido retindico (RAR) &
fusionado ao fator de transcricdo chamado PML gerando o produto quimérico
PML-RAR. Além do cromossomo 15 outros cromossomos como, por exemplo,

o 11 e 0 5 podem estar presentes nos subtipos variantes de M3;

- Inversdo ou delegcdo do cromossomo 16 (g22) pode ser encontrada nos
subtipos M4, porém na maioria das vezes somente alteracdes morfolégicas sdo
observadas para este subtipo;

- del(11)(923) ou t(11923) fortemente associada a leucemias monobléstica e
monocitica que compdéem o subtipo M5. Estas alteragcdes envolvem o gene
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MLL que também participa de outras translocacdes apresentando um risco

intermedidrio para os pacientes;

- 1(8,16)(p11,p13) esta associada ao subtipo M5b onde predomina a linhagem

monocitica;

- del(12p) e 1(6,9)(p23,034) estdo associadas aos subtipos M2 com
diferenciagéao basofilica e ao subtipo M4 respectivamente.

Existem ainda outras anormalidades cromoss6micas nao descritas
acima, como por exemplo, delegdes dos cromossomos 5, 7, del 5q, del 7q e
ainda as leucemias que apresentam cari6tipos complexos, com anormalidades
envolvendo mais de uma translocacdo ou delegcdo citogenética, que séao
consideradas de pior prognéstico. Também é importante ressaltar que ha uma
grande porcentagem de individuos que apresentam caridtipo normal, nao
apresentando nenhuma alteragdo citogenética detectavel por citogenética
convencional, sendo um grupo bastante heterogéneo de risco intermediario
(Mrézek et al., 2004).

3.2.4. Caracteristicas moleculares

Em nivel molecular as vérias alteragdes cromossdmicas sejam
translocagdes, inversdes ou dele¢des, resultam em rearranjo genémico em
geral, envolvendo genes codificantes para fatores transcricionais
(Rabbits,1994; Look 1997). Estes rearranjos gendmicos freqientemente
promovem o aparecimento de um gene quimérico consistindo da porcao 5 de
um gene fundido com a 3" de outro. A proteina quimérica resultante contém
dominios estruturais e funcionais das duas proteinas, que foram alteradas e em

geral esta associada ao desenvolvimento da leucemogénese.

Na LMA, as transloca¢cdes cromossOmicas mais freqlentes tém sido
caracterizadas molecularmente, o que € possivel observar detalhadamente na
tabela 2 (Biondi & Rambaldi, 1996).
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Tabela 2: Translocacdes cromossémicas e genes envolvidos na LMA.

Alteracao Cromossomica Gene afetado
1(15,17)(g24,921) PML(15g21)RARo(17g21)
t(11,17)(923,921) PLZF(11023)RARa(17921)

t(9,11)(921,923) MLL(11923)AF9/MLLT3(9p22)
t(11,19)(g23,p21) MLL(11923)ENL(19p13)
t(11,17)(g23,921) MLL(11923)AF17(17921)
1(8,21)(q22,022) AML1/CBFa(21922)ETO/MTG8(8q22)
t(16,21)(p11,922) FUS(16p11)
1(6,9)(p23,034) DEK(6p23)Can(9934)
Inv(16)(p13,922) Myosin Myh11(16p13)CBFB(16922)

A patogénese da leucemia mieldéide aguda envolve uma série de
alteracbes moleculares que juntas levam a transformacédo celular. Este
processo inclui a regulacdo da proliferacao celular, diferenciacao, renovacao,
sobrevivéncia, controle dos pontos de checagem do ciclo celular, Reparo do
DNA e estabilidade da cromatina (Tabela 3) (Licht & Sternberg, 2005). A rotina
regulatéria normal é interrompida ou comprometida por estes insultos
leucemogénicos € a compreensdao destas alteragdes pode guiar novas

estratégias terapéuticas. (King & Rowe, 2007).

A proliferagdo anormal das células leucémicas é freqlentemente
resultado de mutacbes afetando vias de sinalizagédo proliferativas. Seguindo a
descoberta da tirosina quinase BCR-ABL em leucemia mieléide crdnica, outras
quinases ativadas tém sido implicadas na patogénese da LMA, como por
exemplo, a tirosina quinase FLT3 é constitutivamente ativada por duplicacées
in tandem ou por mutag¢des em aproximadamente 30% dos casos. Os mutantes
FLT3-ITD de LMA ativam a proliferacdo e vias de sobrevivéncia, conferindo a

propriedade de auto-renovacdo em células CD34+ humanas. Além de FLT3
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uma outra quinase ja foi descrita como participante no processo de
leucemogénese, a tirosina quinase c-Kit, tem sua expressao aumentada em 60
a 80% dos pacientes de LMA sendo ativada por mutagdes (Licht & Sternberg,
2005).

Outro gene envolvido é JAK2 que ao ser ativado por uma mutagao
pontual V617F induz proliferacdo através do recrutamento de ativadores
transcripcionais da familia STAT. Esta mutacdo € encontrada em 5% dos
pacientes com sindrome mielodisplasica, sugerindo que a mutagdo pode ser
encontrada em pacientes que evoluem para LMA (Licht & Sternberg, 2005).

Outro mecanismo ja descrito seria a transmissao de sinais proliferativos
pelo recrutamento de proteinas G da familia RAS e mutagdes de genes que
codificam estas proteinas, mimetizando os efeitos de mutagdes no receptor de
tirosina quinase (RTK). N-RAS é mutado e constitutivamente ativado em 10% a
20% da LMA, KRAS em 5% a 15%, enquanto HRAS é raramente mutado.
Outra forma de ativacao da via de RTK é pela ativacao da atividade fosfatase
de SHP-2/PTPN11 através de mutagcbes pontuais, sendo estas mutacoes
encontradas em uma pequena proporcado de pacientes com LMA de novo. A
remogdo de grupos fosfato de substratos-chave estimula a sinalizagdo através
de vias RTK e mutagbes nesta via tem sido documentadas em
aproximadamente 50% dos casos de LMA (Licht & Sternberg, 2005).

Em geral, as vias de RTK na LMA sao ativadas com ganho de mutacao
funcional. A excecgéo € a perda da expressao da proteina supressora de tumor
Neurofibromina (NF1), que inativa RAS pelo estimulo de sua atividade GTPase
intrinseca. Criangas com neurofiboromatose tém uma perda germinativa de um
alelo NF1 e podem desenvolver leucemia mielomonocitica juvenil ou LMA com
perda do alelo NF1 normal remanescente. Por outro lado, a perda de NF1 &
rara em LMA de novo na infancia e LMA no adulto (Licht & Sternberg, 2005).
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Tabela 3: LesGes moleculares na leucemia mieldide aguda associadas com caracteristicas malignas. (Adaptado de Licht &

Sternberg, 2005).

Problema Prollferagao Bloqueio da diferenciagéo Escape da Renovacéao Perda_do controle Disseminacdo
Celular Auténoma apoptose aumentada do ciclo celular
Mutagdes de L . ~
~ Y Ativagao da via AKT - secregao de TNF
Lesao ativacgio: Flt-3, Ras, = x ; . Mutagbes de B- . =
Molecular c-kit, c-FMS, JAK2, Fusao de fatores de transcricdo seguida da ativacao catenina disfuncéo de p53 por blagtos
de RTK leucemicos
PTPN11
Ativacdo da via .
Mutagdes de receptor do acido retindico: Mutacoes de P53 ;:;ﬁr;igz—gvnt por Perda de Rb (?aecljee?itlnnazs;e
inativacao: NF1 PML_RARa e PLZF-RARa ¢ franscricao integrinas
fusionados aumentadas
Upregulagao de Fator core binding: RUNX1- Disregulacdo de P53 o
Trk-A por RUNX1- MTG8, CBFB-myh11, RUNX1- por proteinas de Metlago de pi15 e
MTG8 EVI1 fusdo P
Fusdes MLL Mutacao de NPM V|gs de RTK
ativadas

Fusoes e superexpressoes de
genes HOX

Mutagdes pontuais de fatores
de

transcricio:Pui,CEBPa,RUNX1 S

Inibicdo da expressao de FIt3

Superexpressao de
Bcl2

Superexpressao de
urvivina

32



3.2.5. Grupos Prognosticos

Trés subgrupos de alteracbes genéticas vém sendo definidos nos
ultimos anos como os de maior freqtiéncia em LMA primaria do adulto. Os que
envolvem rearranjos do gene CBF (core binding factor), as leucemias
associadas a alteracbes do gene MLL e as leucemias associadas ao rearranjo
PML-RARa (Heilmeier et al., 2007).

Alteragdes no gene CBF ocorrem em 15% a 20% das LMAs primarias do
adulto e estdo geralmente associadas a um prognéstico mais favoravel. Estas
alteracbes estdo presentes em LMAs com a 1(8;21)(g22;022), a
t(16;16)(p13;022) e a inv(16)(p13;022). Em cada uma destas alteracées uma
das cadeias de CBF ¢ afetada. Este gene codifica as subunidades a e § de um
fator de transcricdo heterodimérico envolvido na regulacdo da hematopoese.
(Mrozek et al., 1997)

A 1(8;21)(g22;022) ocorre na LMA subtipo M2 em 90% dos casos e
raramente na LMA-M1 (6%). Nesta translocacao a cadeia CBFa2, denominada
AML1 localizada na regido 21922 sofre rearranjo com o gene ETO localizado
no cromossomo 8g22. O gene AML1 €& expresso em varios tecidos
hematopoéticos e principalmente durante a diferenciagdo mieldide, onde ele se
liga a diversos promotores facilitando a ligagao de outros fatores de transcri¢ao.
Entre os genes regulados por AML1 encontram-se os codificantes de GM-CSF,
IL-3, M-CSF, mieloperoxidase e outros envolvidos na diferenciagdo monocitica
(Yergeau et al., 1997; Okuda et al., 1998).

A outra subunidade de CBF a CBF-B esta por sua vez envolvida no
rearranjo gerado pela t(16;16)(p13;022) ou pela inv(16)(p13;022). Nestas
alteracdes cromossémicas CBFf sofre rearranjo com o gene MYH11 localizado
no cromossomo 16p13. O gene MYH11 codifica para a cadeia pesada de
miosina de musculo liso; o mecanismo pelo qual a fusdo deste gene com a
subunidade B de CBF gera a transformacdo maligna ndo € completamente
compreendido. Os estudos mais recentes indicam que a proteina de fusao
CBF-B/MYH11 exerce um efeito dominante negativo na interrupcdo do
programa normal de hematopoiese pelo sequiestro da proteina AML1 do pool

nuclear (Liu et al., 1993).
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O segundo grupo de alteragbes genéticas ocorrendo em LMA envolve
rearranjos do gene MLL localizado no cromossomo 11923. Estas
anormalidades sao encontradas em 5% a 10% dos pacientes com LMA
primaria, e sdo também frequentemente encontradas em LMAs secundarias
apos tratamento com inibidores de topoisomerase Il (Bernard & Berger, 1995).

O gene MLL é o gene humano homologo ao gene trithorax de Drosophila
e pertence a uma familia génica cuja funcado esta relacionada com a
manutencao de uma determinada atividade génica. Esta atividade depende do
papel que MLL executa no recrutamento de fatores de remodelamento da
cromatina. Em relagdo a hematopoiese o gene MLL parece ter um importante
papel na manutencdo da expressdo de genes Hox relevantes no
desenvolvimento e na hematopoiese (Tkachuk et al., 1992).

Translocagdes envolvendo a regidao 11923 ja foram encontradas com
mais de 25 diferentes sitios cromossémicos como parceiros, sendo 0s mais
comuns em LMA as: t(6;11)(927;923), 1(9;11)(p22;0923), 1(10;11)(p12;923) e
t(11;19)(g923;p13). Estes rearranjos sempre acarretam na quebra da regido
amino-terminal da proteina MLL com uma regido carboxi-terminal do gene
parceiro. Estudos com os varios transcritos quiméricos gerados sugerem que a
expressao dos genes quiméricos contribui para a leucemogénese, mas tendo
em vista a grande diversidade de parceiros de MLL e que estes genes nao
apresentam similaridade de funcédo supde-se que o processo leucemogénico
ocorra devido a alteragdes no funcionamento de MLL, levando principalmente
aos fenotipos encontrados nos subtipos M4 ou M5 da LMA.

Delegbes da regiao 11923 também sao comuns em LMA primaria, mas
ocorrem em subtipos distintos como M1 e M2. Além disso, varios casos de
LMA primaria com +11 ou cari6tipo normal apresentam rearranjos somaticos de
MLL inclusive duplicacao in tandem.

O terceiro grupo de alteragbes genéticas da LMA compreende o grupo
de leucemias associadas ao rearranjo PML-RARa ou t(15;17)(g22;q12). Estes
rearranjos envolvem o gene para o receptor do acido retindico que parece ser
importante na diferenciacdo mieldide, pois retindis induzem a granulopoiese.
Portanto o bloqueio de seu receptor acarreta na parada de diferenciacdo das
células no estagio de promielécito. Como parceiro nas translocacoes

encontradas na LMA priméaria o receptor do acido retindico o (RARa) tem
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principalmente o gene APL localizado na regido 15022, mas menos
freqUientemente o rearranjo ocorre com outros genes como PLZF, NPM, NuMA
e STATS5b nas t(11;17)(923;921), 1(5;17)(g35;0921), t(11;17)(q13;921) e
dup(17)(921;923) respectivamente (Larson et al.,1984; Redner et al., 1996).

O gene de fusdo PML-RARa parece codificar uma forma dominante
negativa de RARa inibindo, portanto genes que normalmente sdo ativados por
RARa. Apesar disso, s6 a expressao do gene de fusdo néo € suficiente para
induzir a leucemogénese havendo a necessidade de mutagdes adicionais em
FLT3, N-Ras, GATA1, C/EBPa ou PU-1 (Gilliand et al., 2004).

Na realidade este mecanismo parece ser comum a todas as leucemias
agudas dos adultos nas quais a necessidade de mutacoes prévias geralmente
em células que nao vao prevalecer na populagao leucémica parece ocorrer.

Pacientes com LMA e rearranjos envolvendo o gene CBF tem mostrado
um prognéstico favoravel. Em quase todos os estudos com LMA primaria do
adulto, pacientes com a 1(8;21)(g22;922) ,inv(16)(p13 g22) ou t(16;16)(p13;922)
tem apresentado o CR mais elevado (90%) e a maior razao de pacientes livres
de doenga apos 5 anos (50%).A base molecular desta resposta favoravel
parece ser a sensibilidade dos blastos com este rearranjo a citarabina (Tosi et
al., 1998).

Por outro lado, pacientes com anormalidades envolvendo a regido 11923
mostram uma clinica agressiva e um progndstico ruim. No entanto devido a
grande heterogeneidade de rearranjos afetando esta regido na LMA primaria
do adulto a definicdo dos critérios progndsticos ainda nao é conclusiva.

Pacientes com leucemias associadas ao rearranjo de RARo
compreendem um grupo que demonstra como o conhecimento da biologia da
doenca pode ajudar na definicdo do prognéstico. Pacientes com LMA-M3
apresentando o gene de fusdo PML-RARa apresentam elevados niveis de
remissdo ao tratamento com trans-retinol (ATRA). A maioria € totalmente
curada quando uma quimioterapia intensiva com antraciclina é co-administrada.
Nos rearranjos alternativos que ocorrem neste grupo de leucemias a resposta
ndo é sempre a mesma. Pacientes com (5;17)(q35;921) ou t(11;17)(q13;921)

parecem ser sensiveis ao ATRA ,ja pacientes com a t(11;17)(g923;921)
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associada ao rearranjo PLFZ/RARa ndo respondem a retinéis (Grimwade et al.,
2000).

Apesar da definicao pré-existente destes grupos prognosticos, ainda ha
um grande grupo que ndo se enquadra em nenhum dos grupos apresentados.
Cerca de 40 a 49% dos adultos e 25% das criangas com LMA nao apresentam
nenhuma alteragdo cromossémica detectavel por citogenética convencional.
Estes pacientes com cariétipo normal usualmente sao classificados em um
grupo prognostico de risco intermediario devido a sua sobrevivéncia livre de
doenca e risco de recaida serem menores que as aberragdes consideradas
favoraveis como 1(8,21)(g22,922), t(16,16)(p13,922)/inv(16)(p13,922) ou
t(15,17)(922,921), entretanto apresentam melhores condi¢ées que os pacientes
com citogenética desfavoravel como -7, inv(3)(921,926)/t(3,3)(921,926),
translocagdes envolvendo 11923 ou caridtipos complexos (Grimwade et al.,
2001; Byrd et al., 2002; Slovak et al., 2000)

Pacientes com citogenética normal sdo uma classe heterogénea em
nivel molecular, onde este aspecto pode ser influenciado por alteragdes
genéticas que sao clinicamente relevantes como marcadores prognasticos.

Apesar de raro, insergdes cripticas de varios segmentos pequenos de
cromossomos que nao alteram a morfologia do cromossomo tém sido descritas
em pacientes previamente diagnosticados como cariétipo normal. Nestes
casos, comumente, um gene de fusdo como PML-RARa, AML1-ETO ou CBFp3-
MYH11 é encontrado conferindo um bom progndstico (Rowe et al.,, 2000,
Mrézek et al.,2001). Por outro lado, mutagdes génicas como duplicagdes in
tandem (ITD) no dominio justamembrana (JMD) do gene FLT3, mutacdes do
dominio tirosina quinase de FLT3 (TKD), muta¢des em nucleofosmina (NPM1),
duplicac6es parciais in tandem (PTD) de MLL, expressdo aumentada do gene
BAALC, mutacbes no gene CEBPA e expressdao aumentada de ERG séao
freqiientemente encontrados em pacientes com LMA e cariétipo normal e a
significancia do prognéstico destas mutacdes ou expressdes anormais
individuais ou combinadas ainda sdo uma questao a esclarecer (Mrozek et al.,
2007b; Marcucci et al., 2005; Baldus et al., 2007).

Desde 1996 FLT3-ITD tem sido mostrada como uma anormalidade
genética prevalente em LMA, sendo especialmente freqlente na t(15,17) e

cariétipos normais (Kottaridis et al., 2001). O gene FLT3 codifica um membro
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da classe lll da familia de receptores de tirosina e € normalmente expresso na
superficie de células progenitoras hematopoiéticas da medula 6ssea.

As mutagbes FLT3-ITD ocorrem nos exons 14 e 15 e variam no
comprimento da duplicaggo de 3 a 400 nucleotideos. Apesar da
heterogeneidade dos transcritos resultantes, eles ocorrem geralmente in frame.
FLT3-ITD codifica uma proteina anormal que leva a uma dimerizagdo do
receptor independente de ligante, autofosforilagdo e ativacdo constitutiva.
FLT3-ITD tem sido detectada em 28% a 33% dos pacientes com LMA, mas
duas outras mutagdes pontuais em FLT3 também sao descritas (Schnittger et
al., 2005, Frohling et al.,, 2002, Beran et al., 2004, Thiede et al. 2002). A
primeira e mais freqlente localiza-se no loop de ativagdo da tirosina kinase
(TKD) e é encontrada em 5% a 14% dos cariotipos normais de pacientes com
LMA. Ambas as mutag¢des induzem fosforilagao constitutiva e ativagao de FLT3
(Kuchenbauer et al., 2005).

Clinicamente, pacientes com caridtipo normal que carregam FLT3-ITD
diferem quanto ao tratamento dos que néao a apresentam. Um prognadstico pior
tanto para remissdo quanto para a sobrevivéncia livre de doenca tem sido
estabelecido para o grupo de risco intermediario que inclui cariétipo normal.
Contrario a FLT3-ITD, a mutacao FLT3-TKD nao tem sido descrita como um
prognostico adverso entre pacientes com cariotipo normal ou com citogenética
de risco intermediario (Fréling et al., 2002, Thiede et al., 2002).

Mutacbes de nucleofosmina (NPM1) sdo as mais freqlentes em
pacientes com cariétipo normal, entre 46 e 62% dos casos. A mutacdo mais
comum de NPM1 é uma duplicacdao de 4pb no exon 12 que causa uma
substituicdo dos ultimos 7 aminoacido por 11 outros no C-terminal da
nucelofosmina, causando uma localizagao citoplasmatica aberrante. (Falini et
al., 2006)

Mutagdes em NPM1 ocorrem predominantemente em cariétipos normais
e pacientes mutados para NPM1 apresentam mutacdes FLT3-ITD e FLT3-TKD
numa freqiéncia duas vezes maior que pacientes NPM1 ndo mutados,
sugerindo que mutacées em NPM1 normalmente levam a aquisicdo de
mutagdes em FLT3. (Thiede et al., 2006; Palmisano et al., 2007)

A relevancia do prognostico de mutagées em NPM1 em pacientes com
cariétipo normal ou aqueles classificados na categoria de risco citogenético
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intermedidrio indicaram que estas mutacdes representam um fator prognostico
independente para ativagdo de remissdo completa na auséncia de mutag¢des
FLT3-ITD concomitantes (Thiede et al., 2006, Stirewalt et al., 2004)

MLL-PTD foi a primeira mutacdo que presente em cariotipo normal de
pacientes com LMA afeta o prognéstico. Mutagdes MLL-PTD ocorrem em
aproximadamente 8% destes pacientes e a maioria envolve duplicagdo de
regidbes gendmicas envolvendo dos exons 5 ao 11 e insergcdes na regiao
duplicada dentro do intron 4 do MLL; na maioria dos casos a regido duplicada
atravessa dos exons 5 ao 12 (Caliguri et al., 1998, Schnittger et al., 2000,
Steudel et al., 2003). A presenca de MLL-PTD é concorrente ao silenciamento
do alelo selvagem MLL em blastos de LMA. O mecanismo para este processo
parece envolver a metilacao diferencial de DNA e modificagcdo de histonas o
que confere um pior prognéstico aos pacientes com cariétipo normal. A
combinacdo de drogas capazes de reativar a transcricdo do alelo selvagem
MLL em células MLL-PTD positivas foi associada com aumento da morte
celular de blastos leucémicos (Whitman et al., 2005)

Outra mutacao freqlente ocorre no gene CEBPa, um gene que codifica
um fator de transcricdo com motivo ziper de leucina que tem um papel
essencial na granulopoiese. Esta mutacao € freqientemente encontrada na
LMA-M1 ou M2 com caridtipo normal. Ha duas categorias de mutacdes
CEBPa: mutagcées no C-terminal que produz proteinas mutantes que
prejudicam a atividade de ligagdo do DNA; e mutagdes N-teminais que
resultam em isoformas truncadas com atividade negativa dominante. Estudos
clinicos revelam um prognéstico favoravel significativo de mutagdes CEBPo em
pacientes com cariétipo normal.

Apesar da maioria dos cariétipos normais estudados apresentarem uma
das alteracGes citadas acima, um quarto dos pacientes nao carregam FLT3-
ITD, FLT3-TKD, MLL-PTD, ou muta¢cées em CEBPa ou NPM1. Este grupo é
envolvido por alteragées de expressdo. Muitos genes com expressao anormal
tém sido descritos na LMA. O gene ERG, um membro da familia ETS de
fatores de transcricdo, pode se apresentar com expressao aumentada em LMA
de novo com prognoéstico desfavoravel (Marcucci et al., 2007). Também
podemos observar a expressdao aumentada do gene BAALC sendo um fator
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prognostico adverso independente nos pacientes de LMA cariétipo normal
(Langer et al., 2008; Baldus et al., 2006).

Varios membros da familia polycomb e do grupo hox, tem sido descritos
como expressos de forma anormal na LMA. Alguns destes genes podem ter um
efeito dramatico na hematopoiese normal devido a participagdo de genes
polycomb na regulacdo epigenética da expressdo de genes hox alvo.
Recentemente Scholl et al. (2000) e Fréhling et al. (2007) relataram que CDX2
se apresentava com expressdo aumentada em 90% dos pacientes LMA e
questionam o papel que este aumento da expressao poderia ter no
desenvolvimento da LMA. Assim como CDX2 e BMI1, outros genes com
expressao aumentada na LMA s&o capazes de diminuir a expressao de genes
HOX (Scholl et al., 2007 e Rice & Licht, 2007). Entretanto, os mecanismos
especificos que induzem o aumento da expresséo de genes polycomb em LMA
assim como evidéncias de como eles diminuem a expressao de uns e nao de
outros, ainda necessitam de esclarecimentos. A definicdo de alvos de
reguladores transcricionais € um melhor entendimento do circuito de genes
HOX poderia apresentar uma nova geragéo de alvos genéticos, com potencial
terapéutico benéfico para os multiplos subtipos de LMA (Pajuelo-Gamez et al.,
2007).

Varias tém sido as tentativas de se estratificar os varios subtipos de LMA
do adulto em categorias prognédsticas. Se uma porcentagem dos pacientes
pode ser enquadrada nestes escores progndésticos, em todas as classes
existem excecdes com associagdes clinicas que tornam dificil a definicao do
prognostico e a avaliagdo do efeito das diferentes terapias. O uso de técnicas
de andlise em larga escala certamente € uma boa opcao para investigar estes

fatores.

4. Novas abordagens tecnoldgicas

Um fator importante que tem retardado o progresso na oncologia clinica
€ a complexidade da doencga, onde cada tipo de tumor consiste de um grande
namero de subtipos que diferem de acordo com suas alteragcdes genéticas.
Cada subtipo molecular pode ser associado com um comportamento clinico e

uma resposta ao tratamento distinto.
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Nos ultimos anos, com o término do sequenciamento do Genoma
Humano, diversas técnicas foram desenvolvidas com o objetivo de analisar de
forma ampla e simultdnea a expressdo génica de diversos tecidos e tipos
celulares (Ota et al., 2003).

Com estas tecnologias diversos estudos de expressao diferencial entre
amostras de células normais e doentes foram feitos, e em muitos deles
diversos marcadores de expressdo tumoral importantes foram encontrados.
Neste sentido, técnicas como Microarray e de protebmica serdo importantes na
definicdo de subtipos de cada tumor para indicar precocemente que pacientes
irdo se beneficiar de que tratamento.

4.1. Microarray

A tecnologia de DNA microarray tem sido usada para identificar padrdes
de expressdao de RNAm ou assinaturas moleculares na LMA (Yocum et al.,
2006). Esta técnica tem sido uma poderosa ferramenta para caracterizar
mecanismos moleculares de muitos canceres inclusive as leucemias, sendo
capaz de mensurar niveis de expressdo de centenas de genes
simultaneamente (Tsutsumi et al., 2004). As analises por microarray tém
permitido a identificacdo de genes que sao diferencialmente expressos entre
blastos leucémicos e linhagens hematopoiéticas enquanto identifica genes
envolvidos em muitos processos da doenca. O seu uso tem confirmado a
classificagdo de subgrupos da leucemia mieléide aguda baseada em critérios
morfoldgicos e citoquimicos, (Andersson et al., 2007; Andersson et al., 2005;
Haferlach et al., 2008) além de indicar padroes de expressdo génica que
predizem marcadores prognosticos,( Bullinger et al., 2004) identificar os efeitos
de regimes de tratamentos especificos na expressao génica e apontar genes

que podem agir como alvo para futuros tratamentos (Guinn et al., 2005).
4.2. Protebmica

A tecnologia do Proteoma tem sido considerada o maior fruto do Projeto
Genoma Humano e o conhecimento e a analise detalhada do Proteoma do
Céancer representa o salto para a produ¢cao de uma nova geracao de drogas
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muito mais eficazes contra doencas como também mais especificas para cada

individuo.

O proteoma pode ser definido como o conjunto de proteinas expressas
por um genoma e, portanto representa toda a informacao genética protéica que
estd sendo expressa em um determinado momento ou condi¢cdo patoldgica.
Tendo em vista que o numero estimado de transcritos que uma célula pode
expressar € de 5.000, e que somente a partir de modificagées pds-traducao,
podemos ter mais de 100.000 possiveis proteinas, fica evidente a diferenca
entre a analise do transcriptoma e do proteoma (Hanash et al.,2002). Portanto,
a potencialidade e a relevancia de abordagens utilizando esta tecnologia ficam
bastante evidentes, representando o que realmente estda sendo expresso na
célula na condi¢do estudada. Com isso, acredita-se que o uso desta técnica
para analises comparativas entre células normais e neoplasicas é uma

poderosa ferramenta no estudo das leucemias.
4.2.1. Aplicacao na LMA

Em relacédo as diferentes neoplasias, o Proteoma de Leucemias pode
ser destacado, uma vez que a obtencdo de material de neoplasias
hematoldgicas oferece menores dificuldades e 0 nimero de variaveis possiveis

de andlise é elevado.

Varias tém sido as tentativas de se estratificar os varios subtipos de LMA
do adulto em categorias prognédsticas. Se uma porcentagem dos pacientes
pode ser enquadrada nestes escores prognésticos, em todas as classes
existem excecdes com associagdes clinicas que tornam dificil a definicao do
prognostico e a avaliagao do efeito das diferentes terapias.

Apesar de todo o conhecimento acumulado nos ultimos 10 anos sobre
as bases moleculares dos processos leucemogénicos da LMA do adulto,
somente o conhecimento dos genes e suas fungdes tém adicionado muito
pouco a pratica clinica. Isto ocorre em parte pela heterogeneidade da doenga
que implica em um numero elevado de variaveis a serem avaliadas como
fatores prognésticos e como alvos terapéuticos. Além disso, sendo a maior
parte das alteragbes genéticas em fatores de transcricdo que controlam a
diferenciagdo mieldide, dificuldades existem na elaboragdo de inibidores que

41



possam atingir os genes alterados sem interferir com 0s processos normais da
célula.

Torna-se, portanto importante a identificagdo de novos biomarcadores
que estejam alterados em sua expressdao nas células leucémicas como
consequéncia do rearranjo primario e das outras alteragdes que estas células
possuem ( Yocum et al., 2006). Estes novos biomarcadores formariam um
conjunto de fatores capazes de definir com maior precisdo o prognéstico de
cada paciente. Além disso, biomarcadores ndo essenciais a vida da célula
poderiam ser utilizados como alvo no desenvolvimento de novas drogas (Unwin
& Whetton, 2007; Ohtake, 2007).

Até hoje, os estudos em prote6bmica da LMA foram em sua maioria
realizados com células em cultura (Smith et al., 2002; Rezaul et al., 2005).
Estes estudos demonstraram que a metodologia pode ser utilizada com éxito
em leucemias, indicando biomarcadores capazes de monitorar a doenca em
questdo. Outros trabalhos tém utilizado o plasma como material bioldgico
(Koomen et al., 2005; Joo et al., 2003), um estudo mais recente analisou o soro
de pacientes com LMA e comparou com o soro de individuos saudaveis
detectando oito proteinas diferencialmente expressas, que podem ser utilizadas
potencialmente como método diagnéstico e de monitoramento (Kwak et al.,
2004). Balkhi e colaboradores, também desenvolveram um trabalho onde se
iniciou a tentativa de estratificar os pacientes de leucemia mieléide aguda por
grupos citogenéticos e analisar a interacao das proteinas envolvidas (Balkhi et
al., 2006).

Portanto seria de extrema importancia analisar o perfil protebmicos na
LMA, bem como nos seus subtipos distintos que possuissem as mesmas
anormalidades citogenéticas e os subtipos de LMA que ainda ndo possuem um
tratamento especifico para que possamos identificar quais proteinas possam
caracterizar cada doenca. Os resultados forneceriam informagdes para a
identificacdo de marcadores funcionais para a doenca e seus diferentes
subtipos e indicaria novas proteinas candidatas ao desenvolvimento de outras
drogas.
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OBJETIVOS

Objetivo Geral

Analisar e identificar por abordagens protedbmicas comparativas o perfil
protéico da leucemia mieléide aguda identificando possiveis marcadores
tumorais funcionais especificos da LMA e de alguns de seus subtipos.

Objetivos Especificos

1-Definir o perfil protedbmico de Células mononucleares de medula éssea
de pacientes com LMA.

2-ldentificar possiveis biomarcadores que se relacionem a doenca e
alguns de seus subtipos
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METODOLOGIA

1. Critérios de inclusao e exclusao

As amostras utilizadas foram obtidas de aspirado de medula 6ssea de
pacientes provenientes de diversas unidades hospitalares do Rio de Janeiro e
outros estados do Brasil, dentre elas o proprio INCA, o Hospital da Lagoa,
Hospital dos Servidores, Hospital Santa Rita, Hospital Universitario da UFRJ,
IPPMG (Instituto de puericultura e pediatria Martagdo Gesteira), Onco-Bahia e
IMIP de Pernambuco. As amostras utilizadas para este trabalho foram as
mesmas amostras colhidas dos pacientes para a realizagdo de exames de
rotina de diagnéstico, tais como: citogenética, biologia molecular e
imunofenotipagem. Foram incluidas neste estudo as amostras ao diagnéstico e
excluidas as amostras pré e pos-transplante.

Portanto os pacientes foram incluidos na pesquisa somente quando, apos
estes exames, ainda existia material (amostra de medula éssea) excedente
disponivel. Todos os pacientes foram informados desta possibilidade e
assinaram um termo de consentimento.

Como amostras controle, foram utilizadas aliquotas do material colhido de
doadores de medula dssea para os transplantes realizados no CEMO. Este
material também € enviado rotineiramente para os laboratérios que realizam
exames controles.

Do material excedente foram obtidas as células e o plasma para analise
dos controles. Estes doadores também foram informados e assinaram o termo

de consentimento.

2. Obtencao de Células Mononucleares de Medula Ossea

Para a obtencdo das Células Mononucleares de Medula Ossea as
amostras dos aspirados medulares foram submetidas a uma centrifugacéo a
2000 rpm por 30 minutos a temperatura ambiente em gradiente de densidade
Ficoll-Hypaque (Sigma). O plasma separado desta centrifugacao foi separado e
congelado. O pellet de células foi lavado duas vezes com trés volumes de
solucdo de Lise de Hemacias (10mM Tris ph8.0, 5mM MgCl,, 10mM NaCl),

submetido a nova centrifugacdo a 1000 rpm por 2 minutos novamente a
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temperatura ambiente tendo seu sobrenadante descartado. O pellet de células
foi obtido e foi preparado o extrato protéico total.

3. Preparo dos Extratos Protéicos Totais

O pellet de Células Mononucleares obtido foi lavado duas vezes com
PBS 1x por 10 minutos a 1500 rpm. As células foram ressuspendidas em
tampao de extracdo de proteinas (50mM de Tris pH 7.5, 5mM EDTA, 10mM
EGTA, 50mM NAF, 20mM B-Glicerofosfato, 250mM NaCl, 0.1% de Triton X-
100), acrescidas de um mistura de inibidores de proteases (240 ug/mL AEBSF,
10 ug/mL Bestatina, 10 ug/mL Pepstatina, 10 ug/mL Leupeptina, 18 ug/mL E-
64), na proporcao 1:100 de tampao de exiracdo, incubadas durante trinta
minutos a 4°C e depois centrifugadas a 15.000 rpm durante 30 minutos. O
sobrenadante foi retirado, novamente centrifugado por 2 minutos a 1500 rpm,
sendo o sobrenadante desta ultima centrifugacdo, considerado o extrato de
proteinas totais. Os extratos foram quantificados e armazenados em aliquotas
a-70°C.

4. Quantificacao dos Extratos Protéicos
Os extratos protéicos foram quantificados segundo o método de
Bradford (Bradford, 1976). Este consiste em uma quantificacao
espectrofotométrica que se baseia na reagao colorimétrica entre uma solugéao
de proteina de concentracdo conhecida [solugcdo de albumina sérica bovina -
BSA (1 pg/uL)] e a solugéo de Bradford (0,01% Coomassie Brilliant G-250, 4,75
% Etanol P.A. e 8,5 % Acido Fosférico P.A.), cuja cor é alterada pela sua
reagao com as proteinas a serem dosadas.
Para a construgdo da curva padrdo, foram medidas as densidades
Oticas de varias concentragdes de BSA acrescidos do reagente de Bradford. A
reacao foi completada com agua deionizada, sendo o volume final de agua
mais BSA constante. Cada amostra a ser dosada também teve o volume da
sua reagdao com Bradford completado com agua, na mesma proporcdo da
curva.
Os pontos e as absorvancias correspondentes a cada ponto foram

plotados em um gréafico de dispersdo, sendo a abscissa correspondente a
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absorvancia e a ordenada sendo correspondente a concentragéo de proteina.
A equacéo da reta foi determinada e utilizada para calcular a concentragéo de
proteinas das amostras.

5. Gel de Poliacrilamida SDS-PAGE

Para a verificacdo da qualidade dos extratos protéicos e de sua
quantificacado, 10ug de cada extrato em tampao de amostra (100 mM Tris-HCI,
200mM DTT, 4% SDS, 20% Glicerol, 0,2% Azul de Bromofenol) foram
submetidos a eletroforese unidimensional em gel de poliacrilamida SDS-PAGE
10%, em tampao de corrida Tris-Glicina (250 mM Tris-base, 192 mM Glicina e
0,1%(w/v) SDS) a 30 mA. Os geéis foram corados com Coomassie Blue R-250
(0,1% Coomassie Blue R-250, 30% Etanol e 0,5% Acido Acético) durante a
noite, descorados por 15 minutos em solugdo descorante (25% Metanol e 5%
Acido Acético) e secos em solugdo de secagem (30% Metanol e 3% Glicerol)

por 15 minutos.

6. Analise Prote6mica

O gel bidimensional foi realizado em duas fases: a primeira consiste na
separacao das proteinas por ponto isoelétrico — isoeletrofocalizacao (IEF), e a
segunda fase consiste na separacdo dessas proteinas por peso molecular
(PM).

6.1. Precipitacao de Proteina

Para as andlises 2-D, as quantidades de 0,7mg e 1,0mg de cada extrato
foram precipitados com o kit 2-D Clean up (GE), conforme especificacées do
fabricante. Os precipitados foram secos em temperatura ambiente por 5
minutos e imediatamente ressuspendidos em 200uL de tampéao de rehidratacédo
pH 3-10 (8 M Uréia, 2% w/v NP-400, 0,28% w/v DTT, 2% v/v IPG Buffer (3-10)
e 0,002% w/v Azul de Bromofenol 1%).

6.2. Rehidratacao

A rehidratacdo se deu no sistema IPGphor Ill (GE), sob voltagem de 40
V por 14 horas. Foram utilizadas tiras de gradientes de pH imobilizados
(Hanash et al., 2000) de pH 4 a 7 com 11 cm (GE).
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6.3. Isoeletrofocalizacao (1-D)

A IEF foi realizada em tiras de gel de acrilamida com gradiente de pH
imobilizado (IPG), permitindo a produgédo de géis com alto indice de definicao
do pH.

Apds a rehidratagdo, as tiras foram submetidas a IEF. As amostras
focalizadas foram submetidas ao programa com total de 34636 V/h.

6.4. Separacao por peso molecular (2-D)

As tiras de pH (IPG) foram submetidas a uma eletroforese em SDS-
PAGE. Para isso, elas foram equilibradas, isto é, saturadas com tampao SDS
requerido para a segunda dimensado. A solucao de equilibrio continha uréia
(aumenta a viscosidade do tampao juntamente com o glicerol, facilitando a
transferéncia das proteinas das tiras IPG para o gel SDS-PAGE), glicerol (idem
uréia), redutor (DTT) (agente redutor que quebra as ligacdes dissulfeto
presentes nas proteinas), SDS (agente desnaturante e conferidor de carga
negativa as proteinas), iodoacetamida (agente alquilante, impede a reoxidacao
dos grupos thiol), corante (responsavel pelo monitoramento da corrida no gel
2D), além do Tris-HCI (mantém a faixa de pH imobilizado das tiras). A carga
elétrica das proteinas na amostra nao é considerada na segunda dimensao
pela presenca do SDS (duodecil sulfato de sodio). Ele é um detergente
anidénico que confere carga negativa as proteinas.

As tiras IPG foram equilibradas em duas fases em solugao de equilibrio
por 15 minutos (1,5 M Tris-HCI pH 8,8, 6 M Uréia, 30% Glicerol, 2% w/v SDS,
0,002% Azul de Bromofenol 1% w/v). Na primeira fase foi adicionado DTT (10
mg/mL) a solugédo de equilibrio e na segunda fase foi adicionada a solucao de
equilibrio iodoacetamida (25 mg/mL). As tiras foram submetidas,
posteriormente, a eletroforese em gel SDS-PAGE 8 a 18% (GE). As proteinas
separadas na primeira dimensao (por unidade de pH) foram, nesta etapa,
separadas por peso molecular.

O sistema utilizado foi o Multiphor Il por 1:50 hora e 10uL de padréo de
peso molecular Bench Mark protein ladder (Invitrogen).

Os géis 2-D foram corados com Coomasie Blue coloidal [2% (w/v)
Coomassie G-250] por 72 horas e descorados com agua destilada.
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6.5. Analise dos Padroes Prote6micos

Ap6s a eletroforese bidimensional, os géis foram digitalizados no
scanner Image Scanner (GE), utilizando-se o programa LabScan. Pelo
programa Image Master 2-D Platinum (GE), eles foram analisados e

visualmente comparados.

6.6. Processamento e preparacao das amostras para analise por
espectrometria de massas

Os spots foram retirados dos géis com o auxilio de um bisturi, sendo
este embebido em metanol 100% entre a retirada de cada um, e colocados em
tubos eppendorf siliconizados enumerados de acordo com a imagem do gel
impressa. Os eppendorfs foram lavados com 400uL de solugédo 50%
bicarbonato de aménio (NHsHCO3) 50 mM pH 7,8 e 50% acetonitrila (ACN)
100%, agitados por 10 segundos, sonicados por 5 minutos; a solucao foi
descartada e mais 2 lavagens foram feitas para que as bandas ficassem
descoradas. Para desidratar o gel, 200uL de acetonitrila 100 % foi adicionada
em cada tubo eppendorf, ficando incubada por 10 minutos. Ap6s a mudanca de
aspecto dos géis de transparente para branco, a solugcao de acetonitrila foi
descartada e fragmentos de gel foram secos em no Speed Vac (Thermo
Electron) por 10 minutos. As amostras ficaram guardadas no -20° C até a
digestdo enzimatica. A digestdo das proteinas foi feita por hidrélise triptica
(enzima Seq. Grade Modified Trypsin - Promega). A tripsina (20 pg) foi diluida
em 1 mL de bicarbonato de aménio (NHsHCO3) 25 mM pH 7,8, aliquotada em
tubos de 100uL e guardada em nitrogénio liquido. Colocou-se em cada tubo,
4uL da solucéo de diluicdo da tripsina. Os tubos foram incubados em estufa de
37°C, durante a noite, para a extragao de peptideos.

Novos tubos foram enumerados de acordo com os tubos existentes. Os
tubos foram centrifugados, seu conteudo foi transferido para os tubos novos
correspondentes. A extracdo dos peptideos foi realizada duas vezes: somente
nos eppendorfs com gel, foram aplicados 50uL de solugao de extracdo (50%
ACN e 5% TFA), os tubos foram sonicados por 5 minutos e incubados por 30
minutos em temperatura ambiente. O liquido foi novamente transferido para o

tubo novo correspondente. As amostras foram concentradas no Speed Vac
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(Thermo Electron) até o volume de, aproximadamente 10ulL, sendo
monitoradas para nao secarem. As amostras foram guardadas no -70°C até a

sua analise.

6.7. Espectrometria de Massas

A espectrometria de massas € usada na identificagdo de proteinas pelos
seus peptideos constituintes. Acoplada a ela esta a utilizagdo de bancos de
dados para a busca das proteinas. Os espectrédmetros de massas constam de

quatro partes basicas: um sistema de introducdo da amostra para amostras

cristalizadas ou liquidas; uma fonte de ion, através da qual, é produzido um
feixe de particulas proveniente da amostra; um analisador que separa
particulas de acordo com a massa e um detector, no qual os ions separados
sdo recolhidos e caracterizados.

O espectrémetro MALDI-TOF-TOF, possui um analisador por tempo de
vbo, que se utiliza dos diferentes tempos levados, pelos ions gerados e
acelerados, para chegarem a um eletrodo coletor. Os ions mais leves de alta
velocidade chegam ao detector antes do que os ions mais pesados de baixa
velocidade. O grafico € um espectro, o qual consiste na relacdo da
massa/carga dos peptideos com o seu tempo de voo.

Para a andlise no espectrometro de massas MALDI-TOF-TOF 4700
(Applied Biosystems), 0,5 puL de cada amostra foi homogenizada em 0,5 pL de
matrix a-ciano recristalizada (10 mg/mL em 50% ACN e 0,1 % TFA). As
amostras foram aplicadas na placa do aparelho, juntamente com os calibrantes
do kit Sequazyme™ Peptide Mass Standards (AP Biosciences). Os espectros
obtidos foram analisados e as proteinas foram identificadas por bancos de

dados.

6.8. Analise e identificacao em Bancos de Dados

Os resultados de MS/MS foram identificados utilizando o programa
MASCOT Daemon e o Banco de Dados Humano IPI (International Protein
Index). No programa MASCOT Daemon, parametros foram escolhidos, como
modificagdes varidveis - oxidagdo da metionina, modificagdes fixas -
carbametilagdo da cisteina, e toleréncia de 0,5 Da para MS/MS, considerando
para identificagdo das proteinas um minimo de 2 peptideos.
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6.8.1. Analise in silico das proteinas

As proteinas identificadas tiveram informagbes como dominios,
localizag&o celular, fung¢des, entre outros, inferidas, dos seguintes bancos de
dados: Swiss Protein, NCBI, Prosite Scan, InterPro, Motif Scan, PSORT e
ELM. A metodologia estd demonstrada no fluxograma abaixo (figura 5).

IDENTIFICA(;AO POR ESPECTROMETRIA DE MASSAS
International Protein Index

/ Humano \

PROTEINA HIPOTETICA PROTEINA ANOTADA
PESQUISA DE HOMOLOGAS PESQUISA DE DOMINIOS
EM OUTRAS ESPECIES: FUNCIONALIS:
BlastP InterPro
Motif Scan
l Protein Scan
. ELM
PESQUISA DE DOMINIOS
FUNCIONALIS: l
InterPro -
Motif Scan LOCALIZACAO DA SEQUENCIA
Protein Scan GENOMICA:
ELM EntrezGenes
l IPI
LOCALIZACAO CELULAR CLASSIFICACAO PREDITIVA DA FUNCAO:
PREDITIVA: Gene Ontology
Psort I1 l
LOCALIZACAO DA SEQUENCIA PROVAVEL VIA DE INTERACAO
GENOMICA:
EntrezGenes
IPI \A PROTEINA
PREDITIVAMENTE
ANOTADA

Figura 5: Fluxograma representativo da metodologia da analise in silico.
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RESULTADOS

1. Analise do perfil protéico de células mononucleares (CMN) de medula
o6ssea de pacientes diagnosticados com LMA

No periodo de agosto de 2005 a outubro de 2007 foram coletadas 58
amostras viaveis de medula 6ssea de pacientes com LMA com os mais
diversos diagnosticos preliminares, além de amostras de medula 6ssea de 6
doadores saudaveis. As amostras recebidas sao oriundas de diversas unidades
hospitalares do Rio de Janeiro e de outros estados do Brasil, como Bahia e
Pernambuco. Todas as amostras foram enviadas a Divisao de Laboratérios do
CEMO para exames de imunofenotipagem, citogenética e biologia molecular.
Uma aliquota da amostra recebida era entdo utilizada para a analise

protedmica.

De todas as amostras coletadas foram entdo separadas as células
mononucleares e uma aliquota de plasma. Das células mononucleares foi
obtido o extrato protéico total. Tanto os extratos quanto os plasmas foram
quantificados, analisados quanto a sua integridade por gel SDS-PAGE
unidimensional e armazenados a —-70°C. As aliquotas de plasma foram
reservadas para analise em momento oportuno.

Foram selecionadas 23 amostras para analise prote6mica sendo o
critério para selecdo a quantidade de proteina total acima de 700 ug, As
amostras selecionadas estao listadas na tabela 4.

Os pacientes cujas amostras foram utilizadas apresentavam os
seguintes diagnosticos: Um paciente do subtipo M0, 13 do subtipo M1, apenas
um do subtipo M2, trés com diagnéstico M3, um paciente diagnosticado como

M4, um apresentando subtipo M5 e M6 e duas LMAs secundarias.
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Tabela 4: Amostras de pacientes com LMA selecionadas para proteoma.

Codigo | Data de coleta | PTN total (ug) Diagnostico
3 11/08/05 942 LMA M1
10 23/09/05 1008 LMA M3
11 23/09/05 1505 LMA M3
12 04/10/05 2385 LMA M1
14 23/11/05 822 LMA M4
17 28/11/05 1380 LMA M1
19 30/01/06 1650 LMA secundaria
23 14/02/06 1300 LMA M1
27 21/03/06 3600 LMA-M3
28 21/03/06 2400 LMA M1
29 07/04/06 3000 LMA M5
32 11/05/06 7600 LMA M6
38 18/08/06 1008 LMA secundaria
40 14/02/06 1140 LMA M1
45 16/10/06 2300 LMA M1
49 12/01/07 1020 LMA MO
50 28/02/07 1316 LMA M1
53 16/05/07 900 LMA M2
54 08/05/07 850 LMA M1
55 16/05/07 730 LMA M1
56 16/05/07 1500 LMA M1
57 09/10/07 800 LMA M1
58 24/10/07 840 LMA M1

As amostras selecionadas para proteoma foram purificadas e
precipitadas para posterior separacdo bidimensional, gerando um perfil
proteémico da LMA.

Ao analisar os perfis protéicos bidimensionais obtidos em uma mesma
janela de analise, o das proteinas expressas na faixa de pH 4 a 7, foi possivel
observar que existe uma grande semelhanca entre todos os pacientes de LMA
analisados, independentemente do subtipo da doenca. Como pode ser
evidenciado nas figuras 6 e 7 que mostram os perfis obtidos de uma LMA
secundaria (Figura 6) e de uma LMA M4 (Figura 7).
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Figura 6: Gel Bidimensional (pH 4-7) de analise do extrato protéico total das células

mononucleares da medula 6ssea do paciente 19, corado com coomassie Blue
coloidal e digitalizado no software Image Master 2D Platinum.
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Figura 7: Gel Bidimensional (pH 4-7) de analise do extrato protéico total das células

mononucleares da medula 6ssea do paciente 14, corado com coomassie Blue
coloidal e digitalizado no software Image Master 2D Platinum.



Todos os spots visualizados (aproximadamente 200 spots em cada gel)
foram retirados dos géis e digeridos por tripsina pelo método InGel Digest para
identificacdo por espectrometria de massas. Os peptideos foram analisados
utilizando o MALDI-TOF-TOF e os espectros gerados foram langados no
programa MASCOT consultando o banco de dados Humano IPl. Com a andlise
das 23 amostras foi possivel obter a identificacdo confiavel de 1823 spots,
correspondendo a 247 proteinas diferentes, que podem ser visualizadas na

tabela 5.

A partir das proteinas identificadas foi feita uma pesquisa em busca da
funcdo das proteinas encontradas, o que foi possivel devido a consulta de
bancos de dados de ontologia de genes e produtos de genes, como por
exemplo, o EBI Database IPl human. Ao visualizar a tabela 5 podemos
observar proteinas diversas com funcdes diferentes. A quantificagcdo de
proteinas que exercem determinados tipos de fungéo celular foram agrupadas

e podem ser vistas na figura 8.

Proteinas e suas funcoes
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Figura 8: Distribuicdo do numero de proteinas agrupadas por fungdo em
Células Mononucleares de Medula Ossea de pacientes com LMA.
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Tabela 5: Proteinas identificadas em Células Mononucleares de Medula Ossea

de pacientes com LMA

ACESSO | MASSA | SCORE DESCRICAO FUNCAO
IPI00645470 | 1477 26 Poly(ADP-ribose) glycohydrolase atividade metabdlica
IPI00442350 | 1548 24 TIFA-related protein TIFAB transdutora de sinal
IPI00644358 | 1676 24 2 kDa protein desconhecida
IPI00409748 | 1864 28 ASRGL1 ASRGL1 protein atividade metabdlica
IPI00796325 | 1894 27 ECE?2 2 kDa protein atividade metabdlica
IPI00396017 | 2134 25 ACACA Acetyl-CoA carboxylase 1 (Fragment) atividade metabdlica
IPI00791369 | 2198 24 ANAPCS5 2 kDa protein diferenciacao
IPI00791661 | 2397 25 FLJ32214 protein protein binding
IPI00383946 | 2495 24 Tumor susceptibility protein isoform 3 oncogénica
IPI00747509 | 2589 28 3 kDa protein desconhecida
IPI00816094 | 2641 25 NF2 NF2 protein (Fragment) motilidade celular

LOC652748 similar to mitogen-activated protein kinase kinase 3
IPI00788025 | 2726 28 isoform C atividade metabdlica
IPI00457302 | 2948 40 AdAptor-relAted protein complex 3, sigmA 1 subunit isoform 2 protein binding
IPI00643822 | 3579 22 Indolethylamine N-Methyltransferase Atividade metabdlica
IPI00168711 3717 24 MGC24103 protein hipotética
IPI00296797 | 3898 25 Hipothetical protein hipotética
IPI00644577 | 4151 21 C6orf157 protein protein binding
IPI00095312 | 4354 23 4 kDa protein desconhecida
IPI00003172 | 4463 21 SOX-29 protein fator de transcricéo
IPI00646580 | 4519 35 5 kDa protein Protein binding
IPI00797351 | 4730 42 PPP1R12A 5 kDa protein transdutora de sinal
IPI00829819 | 4900 40 Isoform 2 of Uncharacterized protein desconhecida
IPI00853479 | 4903 40 FES 5 kDa protein diferenciagéo
IPI00031610 | 5129 21 PRKCH protein diferenciacéo
IPI00031112 | 5395 20 Hypothetical protein CATX-2 hipotética
IPI00792137 | 5425 47 SNRPN 5 kDa protein RNA binding
IPI00643968 | 5558 25 Solute carrier family 35, member E2 protein binding
IPI00788690 | 5623 46 Hypothetical short protein hipotética
IPI00032259 | 6242 34 MAN2A2 PRO2198 atividade metabdlica
IPI00514719 | 6341 39 Conserved hypothetical protein hipotética
IPI00798107 | 6742 40 MLXIP 7 kDa protein fator de transcricdo
IPI00384773 | 7041 36 Hypothetical drug-resistance-associated protein hipotética
IPI00792036 | 7447 43 MLH1 HMLH1 protein protein binding
IPI00554530 | 7532 36 HypotHetical protein LOC285989 isoform 2 hipotética
IP100786959 8155 39 LOC732425 similar to Breakpoint cluster region protein anti-apoptose
IPI00645279 | 8224 24 OTTHUMP00000016801 fator de transcricao
IPI00173647 | 9187 4 SPRR4 Small proline-rich protein 4 motilidade celular
IPI00642012 | 9858 55 10 kDa protein Transdutora de sinal
IPI00478284 | 10126 42 TM9SF2 10 kDa protein desconhecida
IPI00789961 | 10250 36 PPHLN1 10 kDa protein protein binding

Splice Isoform 2 of Putative polypeptide N-

IPI00454596 | 10562 35 acetylgalactosaminyltransferase-like protein atividade metabdlica
IPI00792954 | 10801 40 11 kDa protein desconhecida
IPI00798183 | 10849 49 TPCN1 11 kDa protein atividade metabdlica
IPI00175403 | 10980 35 PREDICTED: hypothetical protein XP_211092 hipotética
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IPI00058504 | 11145 37 11 kDa protein desconhecida
IPI00398395 | 11568 35 PREDICTED: hypothetical protein XP_373553 hipotética
IPI00003734 | 11673 34 Putative S100 calcium-binding protein H_NH0456N16.1 hipotética
IPI00410387 | 11982 4 Endosulfine-alpha variant 4 protein binding
IPI00006988 | 12096 40 RETN Resistin precursor transdutora de sinal
IPI00645447 | 12376 50 12 kDa protein desconhecida
IPI00396980 | 12436 35 LOC390876 similar to 60S ribosomal protein L35 RNA binding
IPI00789999 | 12642 74 DCTN2 13 kDa protein motilidade celular
IPI00025318 | 12766 244 SH3BGRL SH3 domain-binding glutamic acid-rich-like protein protein binding
IPI00607779 | 13217 33 Vanin 3, isoform 3 motilidade celular
IPI00027462 | 13291 77 S100A9 Protein S100-A9 transdutora de sinal
IPI00514370 | 13950 40 14 kDa protein atividade metabdlica
IPI00017964 | 14021 146 SNRPD3 Small nuclear ribonucleoprotein Sm D3 protein binding
IPI00401353 | 14174 32 Hypothetical protein LOC283152 hipotética
IPI00646689 | 14217 88 TXNL5 Thioredoxin-like protein 5 atividade metabdlica
IP100377102 | 15040 32 Granulysin isoform 519 diferenciacéo
IPI00216691 | 15216 162 PFN1 Profilin-1 motilidade celular
IPI00738128 | 15865 47 LOC647082 similar to Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A1 RNA binding
IPI00456440 | 15887 33 PREDICTED: hypothetical protein XP_498862 hipotética
BLOC1S2 Isoform 1 of Biogenesis of lysosome-related organelles
IPI00411983 | 16008 52 complex-1 subunit 2 protein binding
IPI00847774 | 16009 47 RPL18A Ribosomal protein L18a-like protein protein binding
IP100457045 | 16166 31 Tumor protein D52-like 1, isoform 3 oncogénica
IPI00218733 | 16340 130 SOD1 16 kDa protein atividade metabdlica
IPI00428714 | 16350 33 LP4947 DNA binding
IPI00745927 | 16354 36 LOC401442 hypothetical protein hipotética
IPI00654566 | 16424 36 PTCH1 PTCH protein +12b oncogénica
IPI00385870 | 16536 32 Hypothetical protein FLJ33773 hipotética
Splice Isoform 2 of Ganglioside-induced differentiation-associated .
IPI00028723 | 16562 34 protein 1-like oncogénica
IPI00028414 | 16961 49 GMF-GAMMA MGC126867 diferenciacéo
IPI00375687 | 16980 34 MRPL47 mitochondrial ribosomal protein L47 isoform b RNA binding
IPI00019038 | 16982 121 LYZ Lysozyme C precursor atividade metabdlica
IPI00003949 | 17184 47 Ubiquitin-conjugating enzyme E2 N Reparo de DNA
IPI00219306 | 17210 43 Mago nashi protein homolog protein binding
IPI00514666 | 17282 40 SETDB1 17 kDa protein DNA binding
IPI00479997 | 17292 194 STMN1 Stathmin transdutora de sinal
IPI00012048 | 17309 98 NME1 Nucleoside diphosphate kinase A atividade metabdlica
IPI00026260 | 17401 73 NME2;NME1 Nucleoside diphosphate kinase B atividade metabdlica
IPI00646362 | 17420 37 RABEPK Rab9 effector protein with kelch motifs atividade metabdlica
IPI00167963 | 18191 35 Hypothetical protein FLJ35576 hipotética
IPI00419585 | 18229 360 PPIA;PPIAL3;LOC654188 Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase A | atividade metabdlica
IP100478390 | 18280 30 Cyclin-dependent kinase inhibitor 2A, isoform 4 anti-apoptose
IPI00012011 | 18719 210 CFL1 Cofilin-1 transdutora de sinal
IPI00643187 | 19301 39 Novel protein desconhecida
IPI00298547 | 20050 73 PARK? Protein DJ-1 transdutora de sinal
IPI00018600 | 20155 36 OPA3 Optic atrophy 3 protein transdutora de sinal
IPI00032879 | 20220 31 Adenylate kinase isoenzyme 6 atividade metabdlica
IPI00376005 | 20442 92 EIF5A Isoform 2 of Eukaryotic translation initiation factor 5A-1 fator de transcricao
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IPI00102821 | 21023 116 MGC29506 hypothetical protein LOC51237 hipotética
IPI00395432 | 21587 44 Isoform 3 of VAV-like protein transdutora de sinal
IPI00792599 | 21834 56 ATP6V1G2 HLA-B associated transcript 1 RNA binding
IPI00478011 | 21947 36 22 kDa protein desconhecida
IPI00335132 | 22223 43 22 kDa protein desconhecida
IPI00293975 | 22369 44 GPX1 glutathione peroxidase 1 isoform 1 atividade metabdlica
IPI00011315 | 22490 37 FLJ00096 protein desconhecida
IPI00025512 | 22826 156 HSPB1 Heat shock protein beta-1 anti-apoptose
IPI00024993 | 22826 188 ECHS1 Enoyl-CoA hydratase, mitochondrial precursor atividade metabdlica
IPI00003817 | 23031 72 ARHGDIB Rho GDP-dissociation inhibitor 2 transdutora de sinal
IPI00003815 | 23250 65 ARHGDIA Rho GDP-dissociation inhibitor 1 transdutora de sinal
IPI00219757 | 23569 121 GSTP1 Glutathione S-transferase P atividade metabdlica
IPI00383751 | 24338 69 CALRETICULIN=CALCIUM binding protein (Fragment) protein binding
IPI00296913 | 24597 52 ADP-sugar pyrophosphatase atividade metabdlica
IPI00793322 | 24758 70 DUT 24 kDa protein atividade metabdlica
IPI00328892 | 24955 40 LOC388282 Hypothetical protein hipotética
IPI00220301 | 25002 51 Peroxiredoxin 6 atividade metabdlica
IPI00419258 | 25049 53 HMGB1 High mobility group protein B1 fator de transcricéo
IPI00018352 | 25151 94 UCHL1 Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase isozyme L1 diferenciacéo
1P100232898 | 25251 44 RAB41 RAB41, member RAS homolog family oncogénica
IPI00643438 | 25763 41 Retinoid X receptor, beta fator de transcricéo
IPI00794755 | 25868 50 SLC9A3R1 26 kDa protein protein binding
IPI00291922 | 26565 70 Proteasome subunit alpha type 5 diferenciacéo
IPI00215901 | 26689 146 AK2 Isoform 1 of Adenylate kinase isoenzyme 2, mitochondrial protein binding
IP100022246 | 27325 45 AZU1 Azurocidin precursor anti-apoptose
IPI00642042 | 27386 104 Hypothetical protein DKFZp686J1372 hipotética
IPI00451401 | 27451 147 TPI1 Isoform 2 of Triosephosphate isomerase atividade metabdlica
IPI00328840 | 27541 46 THOC4 THO complex subunit 4 RNA binding
IPI00029997 | 27815 107 PGLS 6-phosphogluconolactonase atividade metabdlica
IPI00021263 | 27899 132 YWHAZ 14-3-3 protein zeta/delta Fator de transcricéo
RDX3 Thioredoxin-dependent peroxide reductase, mitochondrial
IPI00024919 | 28017 64 precursor atividade metabdlica
IPI00027409 | 28245 35 PRTN3 Myeloblastin precursor protein binding
IPI00386854 | 28451 285 HNRPA2B1 HNRPA2B1 protein RNA binding
IPI00010779 | 28619 48 TPM4 Isoform 1 of Tropomyosin alpha-4 chain motilidade celular
IPI00007339 | 28655 32 HMG20B PP7706 fator de transcricdo
IPI00470442 | 28757 40 Early B-cell factor 2 DNA binding
IPI00030154 | 28876 37 PSME1 Proteasome activator complex subunit 1 diferenciagéo
ANP32B Isoform 1 of Acidic leucine-rich nuclear phosphoprotein
IPI00007423 | 28941 50 32 family member B protein binding
hCG_2015269 similar to Phosphoglycerate mutase 1
(Phosphoglycerate mutase isozyme B) (PGAM-B) (BPG-dependent
IPI00453476 | 29003 55 PGAM 1) isoform 1 atividade metabdlica
1P100024911 29032 151 Endoplasmic reticulum protein ERp29 precursor atividade metabdlica
IPI00178083 | 29346 112 TPM3 29 kDa protein motilidade celular
IPI00374686 | 29372 45 29 kDa protein desconhecida
IPI00654567 | 29500 4 Lipj Protein Atividade metabdlica
IPI00220740 | 29617 145 NPM1 Isoform 2 of Nucleophosmin transdutora de sinal
IPI00418823 | 29796 33 Similar to Lactate dehydrogenase-C1 atividade metabdlica
IPI00017334 | 29843 141 PHB Prohibitin fator de transcricdo
IPI00000760 | 29911 231 DDAH2 NG,NG-dimethylarginine dimethylaminohydrolase 2 anti-apoptose
IPI00221366 | 30295 38 SLC2A4RG Isoform 2 of SLC2A4 regulator fator de transcricao
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IPI00018134 | 31114 37 Hypothetical protein FLJ10357 hipotética
IPI00796307 | 31357 31 LOC254559 hypothetical protein hipotética
IPI00167233 | 31559 46 LOC146177 CDNA FLJ40941 fis, clone UTERU2008426 RNA binding
IPI00418240 | 31575 46 NEBL LIM-nebulette protein binding
IPI00026185 | 31616 46 Splice Isoform 1 of F-actin capping protein beta subunit protein binding
C1QBP Complement component 1 Q subcomponent-binding
IPI00014230 | 31742 48 protein, mitochondrial precursor protein binding
IPI00478539 | 32532 141 | LOC645691 similar to Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein At RNA binding
IPI00448796 | 33307 46 TTC25 Isoform 2 of Tetratricopeptide repeat protein 25 protein binding
GDPD1 Isoform 3 of Glycerophosphodiester phosphodiesterase
IPI00555788 | 33598 40 domain-containing protein 1 atividade metabdlica
Similar to heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A1 isoform a;
IPI00042578 | 34341 80 nuclear ribonucleoprot RNA binding
IPI00640296 | 34354 51 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein K RNA binding
IPI00477527 | 35541 40 SLC25A44 Solute carrier family 25 member 44 protein binding
HIBADH 3-hydroxyisobutyrate dehydrogenase, mitochondrial
IPI00013860 | 35705 86 precursor atividade metabdlica
IPI00853508 | 35706 42 FAM62C 35 kDa protein desconhecida
IPI00219018 | 36201 99 GAPDH Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase atividade metabdlica
IP100171173 | 36541 41 Sperm 1 POU-domain transcription factor fator de transcricéo
IPI00419932 | 36749 42 RAB12 Tansdutora de sinal
IPI00220271 | 36761 38 Alcohol dehydrogenase protein binding
IPI00793605 | 36851 148 CALR 37 kDa protein DNA binding
IPI00647239 | 37057 52 C100rf47 Isoform 2 of Uncharacterized protein C100rf47 desconhecida
IPI00028888 | 38581 43 HNRPD Isoform 1 of Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein DO RNA binding
IPI00848090 | 38760 91 CAPG gelsolin-like capping protein protein binding
IPI00027341 | 38779 49 CAPG Macrophage-capping protein protein binding
HNRPAT1 Isoform A1-B of Heterogeneous nuclear
IPI00215965 | 38936 168 ribonucleoprotein A1 RNA binding
IPI00003527 | 39130 93 SLC9A3R1 Ezrin-radixin-moesin-binding phosphoprotein 50 protein binding
IPI00465439 | 39851 35 ALDOA Fructose-bisphosphate aldolase A diferenciacéo
IPI00332091 | 39872 40 RPP40 Ribonuclease P 40kDa subunit protein binding
IPI00332091 | 39872 40 RPP40 Ribonuclease P 40kDa subunit protein binding
IPI00295363 | 40081 36 OTC Ornithine carbamoyltransferase, mitochondrial precursor atividade metabdlica
IPI00003704 | 40688 41 RBM4 Isoform 1 of RNA-binding protein 4 RNA binding
MICA;HLA-A;HLA-A29.1;LOC730410;HLA-B;HLA-C HLA class |
IPI00004657 | 40777 58 histocompatibility antigen, B-7 alpha chain precursor protein binding
IPI00296441 | 41024 110 ADA Adenosine deaminase atividade metabdlica
IPI00478172 | 41567 4 40 kDa protein Transdutora de sinal
IPI00021439 | 42052 248 ACTB Actin, cytoplasmic 1 motilidade celular
IPI00003269 | 42318 157 DKFZp686D0972 hypothetical protein LOC345651 hipotética
IPI00027444 | 42829 410 SERPINB1 Leukocyte elastase inhibitor protein binding
IPI00055753 | 44203 30 Methionyl-tRNA formyltransferase, mitochondrial precursor atividade metabdlica
IPI00220503 | 44906 37 DCTN2 dynactin 2 motilidade celular
IPI00169383 | 44985 104 PGK1 Phosphoglycerate kinase 1 atividade metabdlica
IPI00011229 | 45037 185 CTSD Cathepsin D precursor atividade metabdlica
IPI00003881 | 45985 182 HNRPF Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein F RNA binding
M6PRBP1 Isoform B of Mannose-6-phosphate receptor-binding
IPI00303882 | 47189 68 protein 1 protein binding
IPI00303423 | 47476 39 METTLS8 Methyltransferase type 12 domain containing protein atividade metabdlica
IPI00465248 | 47481 155 ENO1 Isoform alpha-enolase of Alpha-enolase fator de transcricao

58




IPI00216171 | 47581 84 ENO2 Gamma-enolase atividade metabdlica
IPI00412670 | 49435 46 C20rf56 hypothetical protein LOC55471 isoform 1 hipotética
IPI00018398 | 49458 35 PSMC3 26S protease regulatory subunit 6A protein binding
IPI00013881 | 49484 137 HNRPH1 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein H RNA binding
IPI00644431 | 49611 56 DDX39 ATP-dependent RNA helicase DDX39 RNA binding
IP100166247 | 49612 30 Splice Isoform 1 of Zinc finger protein 620 fator de transcricéo
IPI00011654 | 50095 72 Tubulin beta-2 chain motilidade celular
IPI00011735 | 51035 37 Interferon-related developmental regulator 1 diferenciagéo
IPI00020632 | 51184 37 ASS1 Argininosuccinate synthase atividade metabdlica
IPI00432577 | 52025 38 ZNF227 Zinc finger protein 14 (Fragment) DNA binding
IPI00418471 | 53676 200 VIM Vimentin motilidade celular
IPI00385859 | 55204 33 Hypothetical protein FLJ10866 hipotética
IPI00657680 | 55328 125 PDIA3 55 kDa protein protein binding
ADCK4 Isoform 2 of Uncharacterized aarF domain-containing
IPI00178315 | 56502 40 protein kinase 4 fator de transcricéo
IPI00298497 | 56577 64 FGB Fibrinogen beta chain precursor protein binding
IPI00025252 | 57146 479 PDIA3 Protein disulfide-isomerase A3 precursor protein binding
IP100010796 | 57480 329 Protein disulfide-isomerase precursor protein binding
IPI00009505 | 58369 40 SNTB2 Isoform 1 of Beta-2-syntrophin motilidade celular
IPI00657770 | 59119 39 ACF Isoform 6 of APOBEC1 complementation factor protein binding
IPI00071180 | 59183 78 UBQLN1 Isoform 2 of Ubiquilin-1 Reparo de DNA
IPI00007074 | 59448 34 YARS Tyrosyl-tRNA synthetase, cytoplasmic transdutora de sinal
IPI00440493 | 59828 53 ATP5A1 ATP synthase subunit alpha, mitochondrial precursor atividade metabdlica
IPI00465436 | 59947 34 CAT Catalase atividade metabdlica
IPI00472102 | 61346 190 HSPD1 61 kDa protein protein binding
IPI00013894 | 63227 44 STIP1 Stress-induced-phosphoprotein 1 fator de transcricdo
IPI00024502 | 63869 55 UBQLN4 Ubiquilin-4 Reparo de DNA
IPI00152875 | 64319 44 ZNF384 Isoform 1 of Zinc finger protein 384 DNA binding
IPI00300242 | 64443 38 Isoform 2 of Uncharacterized protein desconhecida
METTLS Isoform 1 of N6-adenosine-methyltransferase 70 kDa
IPI00009755 | 65175 35 subunit atividade metabdlica
NCL CDNA FLJ45706 fis, clone FEBRA2028457, highly similar to
IPI00444262 | 65979 333 Nucleolin RNA binding
IPI00375441 | 67690 80 FUBP1 Isoform 1 of Far upstream element-binding protein 1 protein binding
IPI00554756 | 68122 43 BLK Hypothetical protein (Fragment) hipotética
IPI00550587 | 68211 51 CEP290 68 kDa protein fator de transcricéo
IPI00480076 | 68299 31 RUNDC1 protein oncogénica
IPI00018140 | 69788 40 | SYNCRIP Isoform 1 of Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein Q RNA binding
IPI00645606 | 70346 47 AHI1 Isoform 3 of Jouberin diferenciacao
IPI00816204 | 70737 50 KIAA1683 KIAA1683 protein protein binding
IPI00477225 | 70904 38 T-plastin protein binding
IP100003865 | 71082 102 HSPAS Isoform 1 of Heat shock cognate 71 kDa protein protein binding
IPI00783641 | 72077 40 TXNRDT1 thioredoxin reductase 1 isoform 3 atividade metabdlica
IPI00003362 | 72492 150 HSPAS5 HSPAS protein protein binding
IP100007765 | 73920 179 HSPA9 Stress-70 protein, mitochondrial precursor anti-apoptose
IPI00413614 | 74834 34 SYMPK Isoform 2 of Symplekin protein binding
IPI00002459 | 75571 101 ANXA6 annexin VI isoform 2 protein binding
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IPI00010740 | 76216 40 SFPQ Isoform Long of Splicing factor, proline- and glutamine-rich RNA binding
IPI00641047 | 78712 98 GSN Gelsolin protein binding
IPI00007244 | 84784 127 MPO Isoform H17 of Myeloperoxidase precursor anti-apoptose
IPI00420071 | 86680 54 MAPS6 microtubule-associated protein 6 isoform 1 motilidade celular
IPI00022774 | 89819 53 Transitional endoplasmic reticulum ATPase ativar caspases
IPI00472386 | 93805 4 93 kDa protein atividade metabdlica
IPI00302693 | 94485 45 ZNF226 Zinc finger protein 226 DNA binding
IP100382979 | 95610 36 Splice Isoform 2 of WD-repeat protein 22 oncogénica
IPI00186290 | 96246 59 EEF2 Elongation factor 2 protein binding
IPI00140420 | 102618 | 136 TDRD11 fator de transcricdo
CNKSR2 Isoform 3 of Connector enhancer of kinase suppressor of )
IPI00435211 | 102993 42 ras 2 transdutora de sinal
IP100646886 | 107941 43 MOV10 Mov10, Moloney leukemia virus 10, homolog protein binding
PIP5K3 CDNA FLJ45870 fis, clone OCBBF3005330, highly similar .
IPI00748184 | 117126 38 to FYVE finger- containing phosphoinositide kinase (Fragment) protein binding
IPI00479743 | 122882 54 ANKRD26-like family C member 1A protein binding
IPI00739539 | 122946 43 LOC728378 POTE-2 alpha-actin protein binding
IPI00030099 | 152828 36 ADCY9 Adenylate cyclase type 9 atividade metabdlica
UGCGL2 UDP-glucose:glycoprotein glucosyltransferase 2 . .
IPI00024467 | 175235 47 precursor atividade metabdlica
IPI00657881 | 179196 43 LOC339766 177 kDa protein protein binding
IPI00019502 | 227646 125 MYH9 Myosin-9 motilidade celular
IPI00302592 | 282581 | 206 Filamin A, alpha protein binding

2. ldentificacao de

biomarcadores protéicos de LMA pela analise

comparativa entre o perfil protéico de CMN de Medula Ossea de pacientes

e o perfil obtido de CMN de Medula Ossea de doadores saudaveis

De modo a identificar as proteinas que estao relacionadas ao estado

patolégico da LMA nés analisamos o perfil

protedbmico

de células

mononucleares de medula 6ssea de individuos saudaveis doadores para

transplante de medula éssea e comparamos os dois perfis.

O perfil protedmico de doadores saudaveis foi feito a partir de um pool

de 6 doadores normais (figura 9). Na analise bidimensional observamos a

mesma janela de andlise dos pacientes com LMA, de pH 4 a 7.
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Figura 9: Gel Bidimensional (pH 4-7) de analise do extrato protéico das células
mononucleares da medula 6ssea do pool de doadores saudaveis, corado com
Coomassie Blue coloidal e digitalizado no software Image Master 2D Platinum.

Assim como nos géis 2D das amostras de pacientes, todos os spots
visualizados foram retirados e digeridos por tripsina pelo método InGel Digest
para identificacao por espectrometria de massas, utilizando o MALDI-TOF-TOF
e consultando o banco de dados IPl human database. Foram identificadas 189
proteinas visualizadas em doadores saudaveis sendo 115 idénticas as ja

descritas em Pizzatti et al. (2006) e 74 novas.

Com estes dados, o perfil protéico de CMN de Medula Ossea de
pacientes com LMA foi comparado ao perfil protéico de CMN de doadores
saudaveis. Foram identificadas 61 proteinas que estdo presentes no perfil

protéico de LMA e ausentes nos doadores saudaveis listadas na tabela 6.

E importante ressaltar que estas proteinas correspondem a diferencas
qualitativas encontradas, mas que diferencas quantitativas foram freqientes e

deverao ser posteriormente avaliadas.
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Tabela 6: Proteinas encontradas somente nos pacientes com LMA e nao
detectaveis em doadores saudaveis

DESCRICAO ACESSO

RUNDC1 protein 1P100480076
Lipj Protein IP100643822
Putative S100 calcium-binding protein H_NH0456N16.1 IP100003734
5 kDa protein IPI00646580
Indolethylamine N-Methyltransferase IP100654567
ASRGL1 ASRGL1 protein IP100409748
STMN1 Stathmin IPI00479997
40 kDa protein IP100478172
Splice Isoform 2 of WD-repeat protein 22 IP100382979

hCG_2015269 similar to Phosphoglycerate mutase 1 (Phosphoglycerate mutase

isozyme B) (PGAM-B) (BPG-dependent PGAM 1) isoform 1 IP100453476
SOD1 16 kDa protein IP100218733
NPM1 Isoform 2 of Nucleophosmin IP100220740
MPO Isoform H17 of Myeloperoxidase precursor IP100007244
PDIA3 55 kDa protein IPI00657680

TDRD11 1P100140420

YWHAZ 14-3-3 protein zeta/delta IP100021263
Granulysin isoform 519 IP100377102
Hypothetical protein FLJ35576 IP100167963
Ubiquitin-conjugating enzyme E2 N 1P100003949
Isoform 3 of VAV-like protein IP100395432
OTC Ornithine carbamoyltransferase, mitochondrial precursor IP100295363
RAB41 RAB41, member RAS homolog family IP100232898
SPRR4 Small proline-rich protein 4 IPI00173647
OPAS3 Optic atrophy 3 protein IPI00018600
MAN2A2 PRO2198 IP100032259
LOC728378 POTE-2 alpha-actin IPI00739539
Hypothetical protein LOC283152 IP100401353
Hypothetical protein CATX-2 IPI00031112
OTTHUMP00000016801 IP100645279
RAB12 IPI00419932
Sperm 1 POU-domain transcription factor IP100171173
SOX-29 protein IPI00003172
PRKCH protein IPI00031610
Mago nashi protein homolog IP100219306
Tumor protein D52-like 1, isoform 3 IPI00457045
Splice Isoform 2 of Ganglioside-induced differentiation-associated protein 1-like IP100028723
SYMPK Isoform 2 of Symplekin IPI00413614
FES 5 kDa protein 1P100853479
PPP1R12A 5 kDa protein IP100797351
MLXIP 7 kDa protein IP100798107
MLH1 HMLH1 protein IPI00792036
NEBL LIM-nebulette IP100418240
LOC732425 similar to Breakpoint cluster region protein IP100786959
Cyclin-dependent kinase inhibitor 2A, isoform 4 IP100478390
AHI1 Isoform 3 of Jouberin IP100645606
YARS Tyrosyl-tRNA synthetase, cytoplasmic IP100007074

62



S100A9 Protein S100-A9 IP100027462
GSN Gelsolin IPI00641047
AZU1 Azurocidin precursor 1P100022246
UBQLN4 Ubiquilin-4 IP100024502
ANKRD26-like family C member 1A IP100479743
STIP1 Stress-induced-phosphoprotein 1 IP100013894
PHB Prohibitin IPI00017334
CAPG gelsolin-like capping protein IP100848090
HMG20B PP7706 IPI00007339
MAP6 microtubule-associated protein 6 isoform 1 IP100420071
GMF-GAMMA MGC126867 1P100028414
UBQLNT1 Isoform 2 of Ubiquilin-1 IPI00071180
CAT Catalase IPI00465436
MOV10 Mov10, Moloney leukemia virus 10, homolog IP100646886
RETN Resistin precursor IP100006988

Podemos observar nesta lista a presenca de algumas proteinas
conhecidamente alteradas nos processos leucemogénicos, como por exemplo,
a Nucleofosmina e a Statmina conhecida também como oncoproteina 18. E
importante ressaltar também a presenca de trés proteinas com funcao
oncogénica que aparecem apenas na LMA e ndo sao identificadas em
doadores: a RUNDC1 que pode inibir p53 comprometendo o check point do
ciclo celular levando a uma atividade oncogénica, a isoforma 2 da proteina 22
WD repeat que € também uma proteina envolvida com o ponto de checagem
celular, aléem da isoforma 3 da proteina tumoral D52 envolvida na sinalizagao

da proliferagéo celular e apoptose (Llanos et al., 2006; Boutros et al., 2004).

Das proteinas identificadas apenas em LMA pudemos observar 3
proteinas hipotéticas, para as quais se pode inferir uma suposta funcao apds
uma analise in silico consultando os seguintes sites: EBI Database IPl Human,
PSORT Il Server, InterProscan, MotifScan, Oncomine Databases. A partir desta
andlise é possivel gerar uma série de informag¢des como, localizagéo celular e
gendmica e presenca de determinados dominios, podendo servir como dado
preliminar no auxilio da definicho da fungdo da proteina e o possivel
envolvimento das mesmas em processos neoplasicos (Tabela 7). Um bom
exemplo seria a determinagdo da localizacdo genbémica, onde a definicdo do
cromossomo onde a proteina se encontra pode levar a percepgao se a mesma
esta ou ndo localizada numa regiao de alteragdo cromossémica recorrente na

doenca estudada. Por exemplo, a proteina hipotética LOC283152 que esta
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localizada no cromossomo 11. Este cromossomo apresenta alteragdes
conhecidas na LMA, ligadas ao gene MLL na regidao 11923, que podem conferir
um progndstico pior aos pacientes que a apresentam (Bernard & Berger, 1995).

Tabela 7: Analise in silico das proteinas hipotéticas encontradas na LMA e nao
identificaveis em doadores saudaveis.

} LOCALIZACAO LOCALIZACAO )
ACESSO DESCRICAO CELULAR GENOMICA DOMINIO
aldoketo
IP100167963 Hypothetical protein FLJ35576 nuclear 16 redutase
citocina de 4
IP100401353 Hypothetical protein LOC283152 nuclear 11 hélices
IP100031112 Hypothetical protein CATX-2 citoplasmatica 2 ziper de leucina

Foi possivel detectar também proteinas que foram encontradas somente
no perfil protéico de doadores saudaveis e estavam ausentes no perfil protéico
da LMA. Acredita-se que estas proteinas dispostas na tabela 8, foram perdidas
na doenca.

Tabela 8: Proteinas encontradas somente em doador quando comparadas com
o perfil protéico obtido de LMA.

ACESSO DESCRICAO
IP100027462 Calgranulin B

1P10038295 Beta-globin gene from a thalassemia patient, complete cds
IP100183968 Tropomyosin alpha 3 chain

Portanto temos como candidatas a biomarcadores da doenga um
namero elevado de proteinas tanto com expressdo aumentada (61), quanto
com expressao diminuida (3).

Tendo em vista que este numero é muito elevado e que provavelmente

varias destas proteinas estdo relacionadas ao processo leucémico e nao a
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LMA propriamente dita nGs verificamos a presenca destas proteinas em CMN
de Medula Ossea de pacientes com LMC em crise blastica.

Tanto a LMA quanto a LMC (Leucemia mieléide crénica) sdo neoplasias
hematolégicas que atingem a mesma linhagem celular, a linhagem mielbide.
Com isso acreditamos que a comparacao do perfil protéico da LMA com o perfil
protéico da LMC em crise blastica que é uma fase agudizada da LMC seria
bastante relevante. Para tal foram utlizados dados obtidos em nosso
Laboratério (Dados néo publicados). A partir desta analise restaram 34
proteinas comuns a todos os pacientes com LMA, ausentes em doadores e na
LMC crise blastica sendo estas proteinas candidatas a estarem relacionadas a
doenca LMA (Tabela 9). Neste grupo foram encontradas proteinas com as
mais diversas fungdes, dentre elas, proteinas hipotéticas, proteinas que inibem
a apoptose, proteinas com funcdo oncogénica, transdutoras de sinal e fatores
de transcricdo. Algumas destas proteinas sao fortes candidatas a

biomarcadores e deverao ser validadas em uma coorte de pacientes com LMA.

Um resumo esquematico da distribuicdo das interse¢cées encontradas
entre as proteinas analisadas na LMA, LMC crise blastica e doadores
saudaveis pode ser visualizado na figura 10.

LMA Doador

1 === Ptns difereRcialmente expressas no
doador

Proteinas putativas
relacionadas com a LMA

LMC blastica

Figura 10: Esquema identificando proteinas Unicas da LMA
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Tabela 9: Proteinas putativas relacionadas com a LMA.

DESCRICAO ACESSO FUNCAO
RUNDCH1 protein 1P100480076 oncogénica
Lipj Protein IPI00643822 Atividade metabdlica
Indolethylamine N-Methyltransferase IPI00654567 Atividade metabdlica
40 kDa protein IP100478172 desconhecida
Splice Isoform 2 of WD-repeat protein 22 1P100382979 oncogénica
TDRD11 IP100140420 | fator de transcricao
YWHAZ 14-3-3 protein zeta/delta IP100021263 | fator de transcricéo
Granulysin isoform 519 IP100377102 diferenciagéo
Isoform 3 of VAV-like protein IP100395432 transdutora de sinal
OTC Ornithine carbamoyltransferase, mitochondrial precursor 1P100295363 Atividade metabdlica
RAB41 RAB41, member RAS homolog family 1P100232898 oncogénica
OPAS3 Optic atrophy 3 protein IP100018600 transdutora de sinal
Hypothetical protein CATX-2 IP100031112 hipotética
RAB12 IP100419932 Transdutora de sinal
Sperm 1 POU-domain transcription factor IP100171173 fator de transcricéo
SOX-29 protein IPI00003172 fator de transcri¢cao
PRKCH protein IP100031610 diferenciagéo
Mago nashi protein homolog 1P100219306 protein binding
Tumor protein D52-like 1, isoform 3 IP100457045 oncogénica
Splice Isoform 2 of Ganglioside-induced differentiation-associated protein 1-like 1P100028723 oncogénica
SYMPK Isoform 2 of Symplekin IP100413614 protein binding
PPP1R12A 5 kDa protein IP100797351 transdutora de sinal
MLXIP 7 kDa protein IP100798107 fator de transcri¢céo
MLH1 HMLH1 protein IPI00792036 protein binding
NEBL LIM-nebulette IP100418240 protein binding
Cyclin-dependent kinase inhibitor 2A, isoform 4 IP100478390 anti-apoptose
AHI1 Isoform 3 of Jouberin IP100645606 diferenciacdo
YARS Tyrosyl-tRNA synthetase, cytoplasmic IP100007074 transdutora de sinal
S100A9 Protein S100-A9 IP100027462 transdutora de sinal
AZU1 Azurocidin precursor 1P100022246 anti-apoptose
ANKRD26-like family C member 1A IP100479743 protein binding
CAPG gelsolin-like capping protein 1P100848090 protein binding
MAPS6 microtubule-associated protein 6 isoform 1 1P100420071 motilidade celular
GMF-GAMMA MGC126867 IP100028414 diferenciacao

Dentre as proteinas putativas

relacionadas com a LMA,

estao

ressaltadas algumas proteinas que representam potenciais biomarcadores.

Com base em dados da literatura e a utilizacdo do banco de dados do KEGG

PATHWAY foi possivel inserir estas proteinas nas vias envolvidas nos

processos leucemogénicos da LMA. Através desta andlise é possivel criar

hipéteses da localizagdo destas proteinas nas vias envolvidas. Uma delas é a
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proteina RUNDC1 recentemente descrita na literatura como inibidora de p53 e
consequentemente como participante da regulacdo dos pontos de checagem
do ciclo celular e da apoptose ( Llanos et al.,, 2006), tal proteina esta com
expressdo aumentada em LMA (Figura 11). Uma outra proteina importante € o
fator de transcricdo TDRD11, o qual ja foi observado um aumento da
expressdo em cancer de colon. A literatura menciona uma atividade de cofator
de transcricdo desta proteina onde ela agiria através do recrutamento de
modificadores da cromatina e ativacao de promotores de STAT6 levando a um
bloqueio da apoptose e também ativacdo de CEBP desencadeando um
blogueio de diferenciacao (Valineva et al., 2005) (Figura 12). Além da proteina
azurocidina, outra proteina com funcao anti-apoptotica aparece com expressao
aumentada na LMA, a proteina 14-3-3 zeta. A azurocidina se apresenta como
uma IAP (inibidora de apoptose) através da via das caspases e a 14-3-3 zeta
através da sinalizacao positiva de Bcl2 garantindo a sobrevivéncia da célula
afetada (Matta et al., 2007) (Figura 13). Ja a proteina GMFG € uma proteina
especificamente da linhagem hematopoiética que parece ter um papel na
mediacao da pluripotencialidade destas células, pois a mesma se apresenta
como inibidora de ERK bloqueando a via de diferenciacéo celular (Shi et al.,
2006) (Figura 14).
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Figura 11: Vias de sinalizacao de p53 mostrando o possivel papel de RUNDC1 como inibidor de p53
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Figura 12: Vias de sinalizagdo em leucemia miel6ide aguda mostrando o possivel papel da proteina TDRD como

bloqueadora de diferenciacao e apoptose
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Figura 13: Vias de apoptose mostrando a proteina azurocidina e a proteina 14-3-3 zeta como inibidoras da apoptose.
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Figura14: Via de sinalizacdo de MPK mostrando o possivel papel de GMFG inibindo a diferenciacao
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3. Analise de proteinas relacionadas ao subtipo M1

Apesar dos perfis protéicos dos diferentes pacientes serem bastante
semelhantes, diferencas quantitativas e qualitativas podem ser identificadas
entre os subtipos da doenca. No entanto como o numero de amostras foi ainda
muito pequeno somente foi possivel identificar proteinas especificas de um
subtipo, o subtipo M1 que representou aproximadamente 56% de nossa

amostra.

Foi possivel observar um grupo de 5 proteinas que estavam expressas
em todos os pacientes com o subtipo M1 ocorrendo apenas nos pacientes
deste subtipo, sendo portanto proteinas putativas relacionadas a este subtipo
da doenca (Tabela 10).

Tabela 10: Proteinas putativas relacionadas com o subtipo M1 da LMA.

CcODIGO DESCRICAO ACESSO FUNCAO
1 TDRD11 IP100140420 fator de transcricéo
2 YWHAZ 14-3-3 protein zeta/delta IP100021263 fator de transcricéo
3 AZU1 Azurocidin precursor IP100022246 anti-apoptose
4 ANKRD26-like family C member 1A IP100479743 protein binding
B GMF-GAMMA MGC126867 IP100028414 diferenciacdo

As proteinas relacionadas com o subtipo M1 foram observadas em todos
as amostras deste subtipo e eram ausentes nas amostras do demais subtipos.
A localizacao delas em um gel bidimesional de um dos pacientes com este

subtipo pode ser visualizada na figura 15.
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pH4.0 pH7.

220kDa

10kDa

Figura 15: Gel Bidimensional (pH 4-7) de analise do extrato protéico total das
células mononucleares da medula 6ssea do paciente 55, corado com coomassie
Blue coloidal e digitalizado no software Image Master 2D Platinum, demonstrando
as proteinas putativas relacionadas com o subtipo M1. Os numeros indicam os
cbdigos mencionados na tabela 10.

7

Para a confirmacdo destas proteinas candidatas € necessario que a
presenca destas seja confirmada em outras amostras. Para a determinacao de
proteinas relacionadas com os diversos subtipos da LMA seria necessario um
aumento do numero de pacientes dos diversos subtipos para andlise, sendo

importante a continuagéo destes estudos.
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DISCUSSAO

A Leucemia mieléide aguda é uma neoplasia hematoldgica agressiva
caracterizada pelo acumulo de precursores mieldides na medula 6ssea. Com
as modalidades de tratamento que tem sido desenvolvidas, a sobrevivéncia
livre de doenca tem aumentado consideravelmente. Com o auxilio de
diagnésticos citogenéticos e moleculares para guiar um tratamento
individualizado o sucesso na remissao da doenga tem aumentado, no entanto a
sobrevida de pacientes adultos com LMA n&o ultrapassa 30% (Sjeholt et al.,
2006) . Descobertas vém sendo feitas sobre as alteracées submicoscédpicas em
pacientes com LMA na tentativa de definir o prognéstico, ja& se descreve a
presenca de assinaturas moleculares de subgrupos progndsticos, porém para a
definicdo de aspectos individuais com maior precisdo que permitam direcionar
o tratamento ainda é preciso estudos mais aprofundados. Desta forma a
identificacao de novos biomarcadores de diagndstico e prognostico que ajudem
a melhorar a sobrevida seria de extremo valor (Mrézek et al, 2007a).

Neste sentido, entender as malignidades hematol6gicas em nivel de
proteina € importante para o desenvolvimento de tratamentos especificos que
podem ser baseados na patogénese molecular, variagdo genética e modo de
acao das drogas (Rees-Unwin et al., 2004). A tecnologia proteémica vem
emergindo como uma ferramenta bastante Gtii na identificacdo de
biomarcadores da doenca além de definicdo e caracterizacdo dos processos
fisiologicos e patolégicos. Muitas mudangas celulares na expressao protéica
em resposta a um estimulo externo ou a uma mutacao podem ser apenas
caracterizadas no nivel do proteoma. O sangue, um fluido abundante em
proteinas, representa um meio rico para a pesquisa protedmica (Unwin &
Whetton, 2007).

A grande variabilidade encontrada na LMA dificulta o enquadramento de
todos os individuos em grupos prognédsticos ja definidos. Hoje a literatura
dispde de informagdes importantes sobre grupos prognésticos marcados por
alteracdes citogenéticas freqientes, além de alteragdes moleculares que
também influenciam no prognéstico do paciente (Oveland et al., 2006).

Contudo, o grande conhecimento que tem se acumulado nos ultimos tempos se
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concentra em individuos que apresentam alteragbes recorrentes, deixando
ainda boa parte dos pacientes em condicdes prognésticas indefinidas. E
importante ressaltar ainda que uma parcela consideravel dos pacientes com
LMA, cerca de 45%, ndo apresentam alteragbes citogenéticas detectaveis, o
que torna dificil a definicdo do progndstico e diagnéstico. Sendo assim, a
aplicacéo da tecnologia proteébmica como ferramenta para o apontamento de
novos biomarcadores que se somem ao conhecimento ja acumulado poderia
representar uma nova abordagem na tentativa de direcionar o tratamento
destes pacientes e assim aumentar sua sobrevida.

O uso desta tecnologia aplicada ao estudo da leucemia mieldide crénica,
ja apresenta resultados importantes na varredura de marcadores da doencga.
Nosso grupo ao longo de sua experiéncia ja observou proteinas
diferencialmente expressas na LMC quando comparada com doadores
normais, além de estudar proteinas marcadoras das fases da doenca (Pizzatti
et al., 2006). O grande diferencial quando se trata de LMC é que a doencga €
bastante homogénea, apresentando basicamente trés fases bem definidas:
cronica, acelerada e blastica, onde 95% dos individuos apresentam a alteragéao
cromossémica marcadora da LMC, o Cromossomo Filadélfia. Os individuos de
cada fase apresentam similaridades clinicas e moleculares entre si, gerando a
possibilidade do estudo da doenca através de pool de pacientes permitindo a
caracterizacdo do perfil molecular de cada fase (Sessions et al., 2007).
Entretanto, quando se trata de leucemia mieldide aguda a grande
heterogeneidade da doenca dificulta o agrupamento dos pacientes néao
permitindo o uso desta estratégia, sendo necessaria a andlise de amostras
individuais (Balkhi et al., 2006). Dentro da LMA é possivel observar
diversidades morfologicas, citogenéticas, moleculares e imunofenotipicas e
todas estas diferencas se refletem em respostas distintas ao tratamento, até
mesmo dentro de um Unico subtipo. Desta forma a analise de proteinas
diferencialmente expressas entre grupos de alteracdes citogenéticas seria uma
perspectiva interessante. Entretanto, a necessidade de andlise de amostras
individuais faz com que a escassez de material e a prioridade para exames de
rotina sejam fatores que limitam a obtencdo de amostras adequadas para
analise protedmica.
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Em nosso trabalho pudemos vivenciar as dificuldades de se estudar uma
doenca altamente heterogénea como a LMA. A primeira delas foi a obtencao
de amostras com celularidade adequada para a obtencdo de um extrato
protéico com concentracao suficiente para utilizagdo da tecnologia protedmica
na analise de amostras individuais. A aliquota de material cedida muitas vezes
ndo apresentava celularidade suficiente para fornecer a quantidade minima
necessdaria de proteina para a técnica utilizada. Ainda assim foi possivel a
formagdo de um banco de 58 amostras de onde foram entédo selecionadas 23,
que possuiam quantidade de proteina superior a 700ug, para a analise
protedbmica. As 35 amostras nao selecionadas a principio, também serao de
extrema importancia para a continuagao deste trabalho porque representarao
um universo diversificado para a validacdo dos possiveis biomarcadores
apontados nesta andlise preliminar através de técnicas que precisem de
quantidades menores de proteina. Além disso, novas amostras continuam a ser

coletadas para futuras analises.

Apesar de toda dificuldade na obtencdo de amostras de medula éssea
para separacdo de células mononucleares em quantidade suficiente, foi
possivel obter 23 amostras de LMA para andlise protedbmica. A partir da
separacdao bidimensional e identificacdo por espectrometria de massas de
todas as proteinas detectadas em todas as 23 amostras analisadas
identificamos 247 proteinas que compdem o perfil protedmico de células
mononucleares de medula O0ssea de pacientes com LMA. Neste perfil
observamos proteinas com as mais diversas fungdes, representando um amplo
espectro de atividades realizadas por estas células. Dentre elas, encontramos
proteinas que participam do metabolismo basal da célula, proteinas que se
ligam a outras proteinas e também proteinas oncogénicas, fatores de
transcricdo e proteinas anti-apoptéticas. Em nosso grupo de analise uma
grande parte das amostras pertencia ao subtipo M1, restando poucos
representantes dos demais subtipos. N&o resta duvidas que a ampliagédo da
amostragem seria importante para o aumento da representacao de proteinas
dos demais subtipos, dando uma maior abrangéncia ao perfil proteémico. Além
disso, a utilizacdo da metodologia de separacdo de proteinas por gel

bidimensional apresenta limitacdes na identificacao de diferencas de expressao

76



mais sutis, sendo entdo a proposta da utilizagdo de técnicas com maior
sensibilidade uma perspectiva interessante. A aplicagdo de metodologias mais
sofisticadas, como a cromatografia liquida de alto desempenho associada a
espectrometria de massas (LC/MS), representaria um ganho consideravel para
a sensibilidade na andlise dos peptideos colaborando para o aumento da
amplitude do perfil protedbmico de células mononucleares de medula 6ssea de
pacientes com LMA. A sensibilidade e precisdo de métodos como esse
permitiiam o uso de uma quantidade menor de proteina ampliando a
adequacao das amostras biolégicas e permitindo a visualizacdo de um numero
maior de proteinas levando a percepcao de diferencas mais amplas entre as
amostras analisadas (Vandenbogaert et al., 2008; Lee & Kerns, 1999).

Sendo o principal objetivo deste trabalho a identificacdo de
biomarcadores que se relacionassem a LMA e alguns de seus subtipos,
partimos para comparacdao do perfil protéico de células mononucleares de
medula éssea de pacientes com LMA e o mesmo material de doadores
saudaveis. A partir destas andlises foi possivel identificar um grupo de 61
proteinas encontradas na LMA e ndo detectaveis em doadores saudaveis. Este
grupo de proteinas ainda representaria um conjunto bastante complexo e a
definicdo do que esta relacionado com a LMA ou com leucemias em geral
ainda ndo seria possivel. Para tentar definir neste universo, proteinas que
estariam relacionadas com a LMA e ndo com leucemias mieldides em geral
seguimos para uma comparacao com proteinas identificadas na crise blastica
da LMC. O trabalho desenvolvido por nosso laboratério nesta linha de pesquisa
a algum tempo nos permite dispor do perfil protéico da LMC nas trés fases,
inclusive na fase blastica. Desta forma, a comparacao com este perfil nos
possibilitaria a exclusao de proteinas comuns a leucemias mieldides. A escolha
da fase blastica se da porque a mesma representa uma fase agudizada da
doencga, e que em alguns momentos pode até mesmo se confundir com a LMA.
Com esta abordagem foi possivel chegar a um grupo de 34 possiveis
biomarcadores da LMA independente do subtipo, que estariam ausentes na
LMC fase blastica e ausentes em doadores saudaveis.

Vale ressaltar que em nossas andlises, dentre as proteinas que foram
relacionadas com a LMA, estdo proteinas oncogénicas e proteinas anti-
apoptéticas até entdo nao implicadas no processo de leucemogénese. Uma
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delas € a proteina RUNDC1 recentemente descrita na literatura como inibidora
de p53 e conseqientemente como participante da regulacdo dos pontos de
checagem do ciclo celular e da apoptose ( Llanos et al., 2006), tal proteina esta
com expressao aumentada em LMA e representa um potencial biomarcador da
doenca. Outra proteina oncogénica observada foi a isoforma 3 da proteina
tumoral D-52 que € um membro da familia de proteinas tumorais D-52
envolvidas na proliferagdo celular e sinalizagdo de célcio, que estimula a
apoptose induzida por ASK1 ( Boutros et al., 2004), que também apresentou
expressdo diferenciada na LMA . Ainda pudemos observar a isoforma 3 da
proteina de suscetibilidade tumoral que apresenta um papel importante na
diferenciagdo e proliferagdo celular e age como regulador negativo da
diferenciacao celular (Young et al., 2007), que poderia estar representando um
fator crucial na manutencdo do fendtipo indiferenciado das células blasticas.
Encontramos também uma proteina que tem como alvo as células neutrofilicas
e participa da diferenciagdo das mesmas, a proteina azurocidina que
recentemente foi descrita como inibidora de caspases e conseqientemente
com funcdo anti-apoptotica (Olofsson et al., 1999; Skéld et al., 2002), que
poderia estar se somando a outras proteinas na inibicdo da apoptose celular.

A dificuldade de desenvolver pesquisas utilizando células
mononucleares de medula O6ssea de pacientes com uma doenga tao
heterogénea como a LMA se reflete na quantidade limitada de publicacdes
nesta area. Os estudos até entdo desenvolvidos sdo na sua maioria efetuados
com células em cultura (Smith et al., 2002; Rezaul et al., 2005), que apesar de
serem adquiridas a partir de células leucémicas imortalizadas em cultura que
apresentam um compromisso com o fendtipo inicial do qual se partiu a
proliferacao celular subsequente, certamente apresentam alteracdes adicionais
adquiridas durante os diversos repiques para manutencao das células. Desta
forma, experimentos com células em cultura poderiam dar um indicio da
expressdo das proteinas em condicdes leucémicas, mas nao refletiriam a
realidade fiel da biologia da célula analisada a fresco.

Em outros trabalhos ja realizados, o material biolégico escolhido para
analise foi o plasma (Koomen et al., 2005; Joo et al., 2003). Um exemplo de
estudo recente que utilizou soro de pacientes de LMA e comparou com soro de
individuos saudaveis foi capaz de detectar oito proteinas diferencialmente
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expressas, que podem ser utilizadas potencialmente como método diagnédstico
e de monitoramento (Kwak et al., 2004). A utilizagdo do soro do paciente para a
analise também é uma proposta interessante, entretanto as perguntas que
seriam passiveis de resposta nesta abordagem envolveriam proteinas soluveis
no plasma sanguineo e nao seria capaz de sanar dlvidas quanto ao
funcionamento celular e de proteinas restritas ao interior celular.

Balkhi e colaboradores recentemente desenvolveram um trabalho
utilizando células mononucleares de medula éssea onde foi possivel identificar
proteinas relacionadas com grupos prognésticos recorrentes ja conhecidos e
analisar a interacao de proteinas diferencialmente expressas (Balkhi et al.,
2006). Neste unico trabalho apresentado na literatura utilizando células
mononucleares de medula éssea de paciente foram descritas algumas
proteinas diferencialmente expressas nos grupos citogenéticos analisados, ja
conhecidamente implicadas em processos leucemogéncios. Dentre as
proteinas apresentadas esta MAfK que foi identificada como alvo especifico da
inv (16), esta proteina promove a diferenciagdo eritréide em células
eritroleucémicas e age como regulador de genes eritrdides especificos.
(lgarashi et al., 1995). Foi possivel observar também a expressao diferencial de
uma IAP (proteina inibidora de apoptose), a survivina, em pacientes com a
t(8,21). Esta proteina ja € conhecidamente um potencial alvo terapéutico em
cancer, ja se sabe que a sua expressao aumentada leva a desregulacado da
dindmica tanto da actina quanto da tubulina (Gurbuxani et al., 2005).

Um outro objetivo de nosso trabalho era identificar possiveis
biomarcadores relacionados a alguns dos subtipos da LMA (MO a M7).
Entretanto ao analisar o universo de amostras selecionadas para proteoma,
grande parte pertencia ao subtipo M1. A quantidade de amostras dos demais
subtipos era muito pequena para permitir uma andlise de proteinas que
pudessem resultar na comparagdo dos diversos subtipos. Com isso,
restringimos a andlise de proteinas relacionadas com o subtipo M1, cujo
subtipo esteve consideravelmente representado em nossa amostragem. A
frequiéncia observada deste subtipo é de aproximadamente 20% das leucemias
mieldides agudas (Harris et al., 1999). A alta representatividade do subtipo
FAB M1, 56% de nossa amostra, também chamada de leucemia mieloblastica

sem maturacdo ndo € surpreendente se observarmos as caracteristicas das
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células blasticas que se apresentam em excesso na medula éssea dos
individuos acometidos pela LMA deste subtipo, podendo alcangar a taxa de
mais de 90% de blastos na medula 6ssea. A auséncia de maturacdo dos
blastos leucémicos e a alta capacidade proliferativa destas células explicam a
alta celularidade das amostras provenientes dos individuos deste subtipo e a
consequente grande quantidade de proteina obtida destas amostras, o que €
indispensavel para a analise proteémica. A analise de proteinas relacionadas
ao subtipo M1 permitiu a identificacdo de 5 possiveis biomarcadores deste
subtipo. A maior parte das proteinas eram fatores de transcricdo, nao deixando
de observar a presenca de uma proteina anti-apoptética, uma proteina com
funcéo de se ligar a outras proteinas e uma descrita a principio com funcao de
diferenciagéo.

Dentre as proteinas candidatas a estarem relacionadas ao subtipo FAB
M1 esta o fator de transcricdo TDRD11 onde ja foi observado um aumento da
expressdo em cancer de célon. A literatura menciona uma atividade de cofator
de transcricdo desta proteina onde ela agiria através do recrutamento de
modificadores da cromatina e ativagdo de promotores de STAT6 (Valineva et
al., 2005). Além da proteina azurocidina, outra proteina com funcéo anti-
apoptética aparece com expressdo aumentada neste subtipo da LMA, a
proteina 14-3-3 zeta. Ja se descreve que 0 aumento da expressao desta
proteina poderia ter um importante papel na progressao e desenvolvimento do
tumor de boca (Matta et al., 2007). Ja a proteina GMFG é uma proteina
especificamente da linhagem hematopoiética que parece ter um papel na
mediacdo da pluripotencialidade destas células além de sua expressao
acompanhar linhagens de células-tronco hematopoiéticas humanas (Shi et al.,
2006).

O mapeamento de proteinas envolvidas com a LMA e seus subtipos sao
de extrema importancia para auxiliar no direcionamento de terapias
moleculares  subtipo-especificas. As proteinas cuja expressdao €
significativamente alterada entre estes grupos poderiam explorar o potencial
terapéutico e seu envolvimento na desregulacdo ou hiperatividade na
sinalizagdo de cascatas intracelulares (Petricoin et al., 2005). Neste sentido o
desenvolvimento de nosso trabalho, utilizando células mononucleares de

medula éssea de pacientes com LMA e doadores normais permite demonstrar
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a evolugao do conhecimento que tem acontecido na aplicacdo da proteémica
no estudo da LMA. Para desenvolvimento dos experimentos foram utilizadas
700 ug de proteina, no entanto, ao longo da pesquisa foi possivel aperfeigoar a
metodologia utilizada. A melhoria no desempenho da extracao e solubilizagao
das proteinas, além de ajustes nos programas de separacdo bidimensional
permitiu 0 uso de quantidades menores, 300 ug de proteina, o que facilita a
ampliagdo de amostras passiveis de utilizagdo por esta técnica.

Na tentativa de refinar ainda mais as proteinas putativas relacionadas a
LMA, nosso grupo continuara perseguindo o objetivo de aperfeicoar cada vez
mais nossa metodologia e ampliar as possibilidades e janelas de analise.
Nosso estudo é de extrema importancia, pois representa o passo inicial para o
estabelecimento de possiveis biomarcadores prognésticos e diagndsticos que
auxiliem no tratamento da LMA, além de permitir o estabelecimento de um
banco de amostras de LMA que sera util para experimentos de validacao dos
possiveis biomarcadores apontados neste trabalho.

Nosso trabalho representa uma analise preliminar de diferencas
qualitativas avaliadas na LMA quando comparadas com doadores saudaveis e
LMC fase blastica e certamente diferengas quantitativas se somam para
contribuir para o processo leucemogénico. A validagcdo das proteinas aqui
apontadas como possiveis biomarcadores da LMA e do subtipo M1 requer
ainda muito trabalho e serd o nosso préximo passo, onde sera necessaria a
confirmacdo das mesmas em uma coorte maior. Apesar da amostragem ainda
pequena, tivemos a oportunidade de formar um banco de amostras que sera
bastante (til para esta validagdo utilizando outras técnicas de biologia
molecular que requerem uma quantidade menor de proteina, como western
blot. Além da validacao das proteinas candidatas, o aumento da amostragem
sera essencial para a futura andlise de todos os subtipos da LMA e ampliacao
de sua representatividade no perfil protebmico da LMA e posteriormente a
separacao de proteinas relacionadas a grupos citogenéticos, um objetivo que

nds continuaremos perseguindo.
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CONCLUSOES

e Neste trabalho foram coletadas 58 amostras de medula 6ssea das quais
foram selecionadas 23 amostras para andlise protedmica de onde foi possivel
definir o perfil protedmico de Células Mononucleares de Medula Ossea de
pacientes com LMA.

e O perfil protéico de Células Mononucleares de Medula Ossea de pacientes
diagnosticados com LMA na janela analisada através da tecnologia protedmica
aplicada, é composto de 247 proteinas com as mais diversas funcdes
celulares, além do metabolismo basal, proteinas oncogénicas, fatores de

transcricao e proteinas anti-apoptéticas.

e A partir da comparacao do perfil protedmico da LMA com o perfil proteémico
de Células Mononucleares de Medula Ossea de doadores saudaveis
voluntarios ao transplante foi posssivel definir um grupo de 61 proteinas
identificadas apenas na LMA e ausentes em doadores saudaveis. Dentre elas
estdo proteinas conhecidamente alteradas na LMA, como a Nucleofosmina, e

novas proteinas implicadas na doenca, como a RUNDCH1.

e Apds comparacdao com o perfil protebmico de Células Mononucleares de
Medula Ossea de pacientes com LMC na fase blastica foi possivel excluir 27
proteinas que estavam relacionadas com leucemias mieléides e ndo com a
LMA especificamente, restando 34 proteinas putativas relacionadas com a

LMA, representando possiveis biomarcadores.

e Das 34 proteinas candidatas a biomarcadores da LMA foi possivel definir 5
que apresentam relagcdo com o subtipo FAB M1, que estavam presentes em
todas as amostras de subtipo e ausentes nos demais subtipos.

e Para a validacdo dos possiveis biomarcadores RUNDC1, WD repeat,
Proteina tumoral D52, e azurocidina é necessdria a confirmacdo destas
proteinas em uma amostragem maior através de outras técnicas de biologia

molecular.
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