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RESUMO

SILVEIRA, V. S. Analise do perfil de expressao de genes relacionados a resisténcia
a quimioterdpicos na leucemia linféide aguda da crianca e do adolescente. 2009,
131f. Tese de Doutorado - Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, Universidade
de Sao Paulo, Ribeirao Preto, SP, Brasil.

Com a utilizagdo dos atuais protocolos de tratamento, 70-80% dos casos de
leucemia linféide aguda (LLA) na infadncia tém obtido sobrevida livre de eventos em cinco
anos. Entretanto, os 20% restantes, que se mostram resistentes ao tratamento, apresentam
recidivas e as causas desse insucesso no tratamento ainda permanecem desconhecidas. Dessa
forma, com o intuito de melhor compreender os mecanismos moleculares que participam
desse processo, o presente trabalho teve por objetivo avaliar o perfil de expressdao de um
painel de genes que foram previamente associados a resisténcia e/ou sensibilidade aos
quimioterapicos: prednisona (FS8A, CDK2AP1, BLVRB, CD69), vincristina (RPLP2, CD44,
TCFL5, KCNN1, TRIM24), daunorrubicina (MAP3K12, SHOC2, PDCHY, EGR1, KCNN4) e
asparaginase (GPR56, MAN1A1, CLEC11A, IGFBP7, GATA3). Para a realizacdo do estudo,
foram utilizadas inicialmente amostras de medula 6ssea de pacientes portadores de LLA
pertencentes a quatro grandes centros de oncologia pediatrica do Estado de Sdo Paulo e que
foram submetidos ao protocolo de tratamento do GBTLI-99. A analise da expressdo génica
foi realizada pela técnica de PCR quantitativa em tempo real, utilizando-se o reagente SYBR
Green, o gene GUSP como controle endégeno e amostras de medula dssea normais como
referéncia. A andlise dos dados de expressdo génica em relacdo aos diversos parametros
clinicos e laboratoriais avaliados na LLA, demonstrou associagdes importantes entre os
diversos genes estudados e varidveis clinicas importantes como contagem de glébulos
brancos ao diagnostico, presenca do antigeno CD10 (CALLA), translocacao TEL/AMLI,
presenca de doenga residual minima entre outras. Dentre os genes avaliados destacaram -se
como possiveis marcadores de bom prognoéstico os genes SHOC2 e GPR56. Posteriormente,
reavaliou-se o perfil de expressdo desses genes em pacientes submetidos ao protocolo de
tratamento europeu do grupo BFM com o intuito de verificar o padrdo de expressdo em
pacientes com um background genético distinto e submetidos a um protocolo terapéutico
distinto. Os resultados confirmaram os dados encontrados anteriormente e demonstraram a
hiperexpressio do gene SHOC2 (que foi previamente associado a sensibilidade a
daunorrubicina) associada ao grupo de pacientes bons respondedores, sugerindo a
correlacdo desse gene com critérios favoraveis de prognoéstico. Para verificar o nivel de
interacdo desse gene avaliou-se ainda a expressdo protéica do mesmo, que confirmou os
padrdes de expressao génica obtidos por RQ-PCR. A funcdo do gene SHOC2, que embora
nao esteja completamente elucidada, ja foi anteriormente descrita pela literatura, que
demonstra a participacdo do gene no processo de ativagdo da proteina Erk pela via Ras.
Finalmente para melhor compreender os possiveis mecanismos que envolvem o gene SHOC2
no processo de melhor resposta a quimioterapia, utilizou-se a técnica de RNAi para silencia-
lo na linhagem celular leucémica Jurkat. Os resultados demosntraram a associacdo da
expressao do gene SHOC2 com proliferacdo celular e também com a inducdo de apoptose.
Esses dados sugerem que a hiperexpressao desse gene pode ser importante para o processo
de sensibilidade das células leucémicas ao tratamento. Como conclusdo, este trabalho
demonstrou a associagdo de diversos genes com importantes parametros clinicos da LLA e
destaca principalmente o papel do gene SHOC2 como possivel alvo terapéutico para o
tratamento da leucemia linféide aguda.

Palavras chave: LLA, perfil de expressao génica, resisténcia ao tratamento, SHOC2.



ABSTRACT

SILVEIRA, V. S. Expression profile of genes related to chemotherapy resistance in
childhood acute lymphoblastic leukemia. 2009. 131f. Doctoral Thesis - School of
Medicine of Ribeirao Preto, University of Sdo Paulo, Ribeirao Preto, SP, Brazil.

Major improvements have been made in the ALL treatment, which achieved
successful rates of approximately 80% of long-terms survival. Despite the significant
percentage of success, the remaining 20 % still presents treatment failure and the molecular
mechanisms involved in the resistance process remains unclear. The present study was
undertaken to analyze and validate the gene expression pattern of the previously described
genes related to prednisolone (FSA, CDK2AP1, BLVRB, CD69), vincristine (RPLP2, CD44,
TCFL5, KCNN1, TRIM?24), daunorubicin (MAP3K12, SHOC2, PDCHY, EGR1, KCNN4) and L-
asparaginase (GPR56, MAN1A1, CLEC11A, IGFBP7, GATA3) in order to better inderstand
these mechanisms. Bone marrow samples of ALL patients, obtained at diagnosis, in four
oncology centers and treated according to the Brazilian protocol (GBTLI-99). The relative
mRNA expression levels were quantified using real-time PCR analysis. Amplification of the
specific sequences was performed with SYBR® Green reagent; GUSB was used as the
reference gene and normal bone marrow samples used as calibrator. The expression profile
analisis showed important associations among the studied genes and clinical features as
WBC count at diagnosis, CALLA, TEL/AMLI translocation and minimal residual disease.
Among the analyzed genes, possible therapy targets were found at SHOC2 and GPR56.
Further we addressed the expression profile of these genes in ALL patients, treated
according to the BFM protocol, which chacarterize a group of distinct genetic’s background.
The results confirmed the data previously obtained. The overexpression of the gene SHOC2,
that was primaraly associated to sensibility to dauborubicin, was related to patients who
presented good prednisone response, suggesting the correlation of SHOC2 with good
prognostic factors. In order to acess the interaction level of this gene, the protein expression
was analyzed and confirmed the mRNA expression data. Despite its lack of information, the
data on SHOC2 shows its role as na important element in the Erk activation by Ras induced
pathway. Finally, to better understand the possible mechanisms which involve SHOC2 gene
to the chemotherapy response process, Jurkat cells was transfect with siRNA to silence the
gene SHOC2. Further, functional assays were done to characterize the mechanisms involved.
The results showed the association of SHOC2 gene expression with processes of cell
proliferation and apoptosis induction, thus suggesting that the overexpression of SHOC2
could play an important role in leukemic cell’s sensibility to chemotherapy agents, and
consequently in patients’ treatment outcome. In conclusion, this work demonstrated the
association of the expression profile of many genes with important clinical and laboratorial
features. Furthermore, this data present the gene SHOC2 as a possible therapy target to acute
lymphoblastic leukemia ‘s treatment.

Key words: ALL, gene expression profile, chemotherapy resistance, SHOC2
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1. INTRODUCAO

1.1 LEUCEMIA LINFOIDE AGUDA NA INFANCIA

Dentre todos os tipos de neoplasias malignas que acometem a faixa
etaria pediatrica a leucemia representa o tipo mais frequente e corresponde a
aproximadamente 35% de todos os tipos de cancer da infdncia, sendo a leucemia
linféide aguda (LLA) a mais frequentemente encontrada (Gunz, 1990; Pui, 2009).

A LLA é uma desordem maligna de células progenitoras linféides
caracterizada pelo acimulo clonal de linfécitos imaturos na medula 6ssea. O clone,
que sofre a transformacao, pode ser originado de células pluripotentes ou de células
progenitoras mais maduras e, as aberragdes que ocorrem nos mecanismos de
proliferacdo e diferenciacao dessas células comprometem a hematopoiese (Lightfoot,
2005; Kebriaei et al., 2003).

A sintomatologia da doenga é bastante varidvel, dependendo das
alteracOes das séries vermelha, branca e megacariocitica. Sdo frequentes palidez,
apatia, taquicardia, febre e infec¢des recorrentes (ocasionadas pela faléncia da série
branca e conseqiiente diminuicao dos leucécitos normais). Além desses sintomas, o
paciente pode apresentar sangramento, petéquias disseminadas (causadas pela
faléncia da série megacariocitica) e sintomas associados ao acometimento de 6rgaos
especificos como testiculos e peridsteo. O envolvimento do sistema nervoso central

também é frequente (Kebriaei et al, 2003; Pui; Thiel, 2009).
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A LLA acomete mais frequentemente o sexo masculino e apresenta
picos de incidéncia entre o segundo e o quinto ano de vida, regredindo
progressivamente nas faixas etdrias subsequentes. H4 ainda uma variacdo étnica
indicando maior incidéncia em criangas brancas em relacdo as criangas negras (Smith
et al., 1999, Adelman, et al., 2007).

A causa mais provavel da LLA pode ser explicada pela interacao entre
fatores como a susceptibilidade herdada, alteracdes do desenvolvimento
hematopoiético e a exposigdo ambiental (pré ou pds natal). Dentre os fatores
ambientais possivelmente associados, estdo os agentes fisicos (radiacdo ionizante),
quimicos (derivados de benzeno) e também biol6gicos como, por exemplo, os virus

Epstein Barr e HTLV-I (Margolin et al., 2002).

1.1.1 Classificacao

As leucemias sdo classificadas de acordo com a fase do
desenvolvimento hematopoiético normal em que ocorreu a transformacdo da célula
maligna, utilizando para tal, métodos imunolégicos, enziméticos e moleculares (Pui,
2006).

As células blasticas sdo facilmente reconheciveis e, na maioria das
vezes, a distingdo entre blastos de origem linféide ou mieléide pode ser feita através
da microscopia Optica. A classificagdo, proposta pelo French-American-British (FAB)
Cooperative Working Group na década de 70, divide as LLAs em trés subtipos (L1, L2 e
L3) segundo critérios morfolégicos especificos dos blastos. A distincdo entre os

subtipos L1 e L2 ainda ndo se mostrou ttil para definicdo progndstica e/ou



Introducdio- 20

terapéutica. Por outro lado o subtipo L3 é atualmente conhecido como Leucemia de
células-B maduras e é claramente reconhecido como uma entidade a parte das
demais. (Gustafson; Lie, 1998; Margolin; Poplack, 1997).

A classificagdo imunofenotipica é essencial para confirmar o
diagnostico da LLA e sub classificar a linhagem como precursora de células B ou
células T. A maioria das células blasticas mantém caracteristicas dos progenitores
hematopoéticos normais, permitindo assim uma comparacao imunolégica baseada
na reatividade com um painel de anticorpos linhagem-especifico. Os antigenos
associados com as diferentes fases de maturacdo podem ser detectados por
anticorpos monoclonais. Tais anticorpos sdo agrupados conforme a molécula que
reconhecem sob um numero de cluster de diferenciagdo (CD) existindo diversos
marcadores para a imunofenotipagem nas leucemias (Pileri et al., 1999).

A vasta maioria dos casos de LLA (~75%) é de linhagem B e sdo
divididas de acordo com os estagios de diferenciacdo normal dos progenitores B na
medula 6ssea, classificando-se em: pr6-B, precursor B comum, pré-B e B-maduro. Na
LLA do tipo pr6-B as células expressam: HLA-DR, Terminal Desoxinucleotidil
Transferase (TdT), CD34, CD19 e CD22. A LLA do tipo comum (CALLA) expressa
CD10, CD22, CD19 e/ou CD20. A leucemia pré-B expressa cadeia p citoplasmatica,
em adigdo a CD19, CD20 e CD10. Finalmente, a LLA do tipo B maduro, caracteriza-se
pela expressdo de cadeias leves de imunoglobulina na superficie de membrana
(smlg) (Kotilo, 1995; Vassef, et al., 1998).

As LLAs de linhagem T representam apenas 15% do total dos casos e

sdo divididas em trés subgrupos, de acordo com os antigenos de diferenciacdo



Introducdio- 21

correspondentes ao estagio de maturacdo dos timocitos: LLA pré-T, T-intermediério
ou comum e maduro. Na LLA pré-T, as células expressam CD3 no citoplasma, mas
ndo na superficie celular, expressando caracteristicamente CD7, CD2, CD5 e TdT. Na
LLA do tipo T intermedidrio, as células passam a expressar fortemente CD3c, CD2,
CD1a e podem co-expressar CD4 e CD8. A LLA do terceiro grupo corresponde aos
timocitos maduros, expressa CD2, CD5, CD7, CD3, sendo duplamente positiva para
CD4 e CD8. (Pui et al., 1993; Stasi et al., 1995; Margolin; Poplack, 1997).

Estudos genéticos identificaram a origem pré natal de algumas
leucemias através da presenca de leucemia concordante entre gémeos idénticos e
também da presenca de genes de fusdo leucémico-especificos tais como os genes
MLL-AF4 e ETV6/RUNX1 em amostras de sangue neonatal (Ford et al., 1997; Wielms
et al., 1999). Receptores de células T (TCR), que apresentam clonogenicidade de
cadeias pesadas também podem ser utilizados como marcadores de células
leucémicas e pré leucémicas ao nascimento (Taub et al., 2002; Levine, 2009). O alto
indice de concordancia (25-100%) dos genes de fusdo MLL-AF4 entre gémeos
idénticos e o curto periodo de laténcia sugerem que esses eventos poderiam ser
suficientes para desencadear a leucemogénese ou pelo menos induzir alteragdes
secundarias que levariam ao processo. Em outros tipos de leucemias como aquelas
que apresentam o gene de fusdo ETV6/RUNXI, ou leucemias do tipo T, o indice de
concordancia é menor e o periodo de laténcia pds natal é maior e bastante varidvel,
sugerindo que a presenca de um evento molecular secundério é necessaria para a

completa transformagdo leucémica (Greaves, 1999; Zuna et al., 2009).
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Varias anormalidades cromossomicas constitucionais estdo associadas
as leucemias agudas. Criangas com Sindrome de Down apresentam risco de dez a
vinte vezes maior de desenvolver a doenca do que criangas normais (Xavier et al.,
2009). Outras sindromes genéticas associadas a ocorréncia de LLA incluem a
sindrome de Bloom, anemia de Fanconi, ataxia telangectasia e sindrome de
Klinefelter (Margolin et al., 2002).

As leucemias podem, ainda, ser classificadas segundo a presenca de
alteracdes cromossdmicas. Aproximadamente 75% das criangas com LLA apresentam
anormalidades cromossomicas que, além de caracterizar outra esfera de classificacao,
representam um importante fator prognoéstico (Pui, 1998; Mroézek et al., 2009). Dentre
todas as alteracdes cromossdmicas, as numéricas destacam-se como as mais
frequentemente encontradas. Cariétipos hiperdipléides com contagem superior a 50
cromossomos sdo encontrados em cerca de 20% dos casos e apresentam progndstico
bastante favoravel, o qual pode ser atribuido ao impacto das trissomias dos
cromossomos 4, 10 e 17, normalmente associadas a sobrevida livre de eventos (SLE)
em 5 anos superior a 90% (Carrol, et al., 2003). Por outro lado, os casos hipodipléides,
que representam cerca de 8% dos casos pedidtricos, sdo considerados de mau
prognostico (Margolin; Polplack, 1997; Nachman et al., 2007).

Com relacdo as anormalidades estruturais, destacam-se as
translocagdes cromossdmicas recorrentes, que ocorrem em um terco dos pacientes e
ja foram descritas como um dos primeiros eventos no processo de leucemogénese,
ocorrendo ainda durante o desenvolvimento fetal (Wiemels et al., 1999; Greaves,

2002). Dentre elas, quatro translocacgdes principais foram identificadas e definem,
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cada uma delas, um subtipo biolégico diferente de pacientes. A t(1;19)(q23;q13),
comumente observada nas LLAs pré-B, caracteriza-se pela fusdo dos genes E2A e
PBX. Recentemente, a utilizacdo de protocolos terapéuticos mais agressivos
contribuiu para diminuir o impacto negativo classicamente atribuido a esta
translocagao (Carrol et al., 2003).

A alteracdo mais comum, encontrada em 25% dos casos, é a
t(12;21)(p13;q22), causada pela fusdo dos genes ETV6/RUNX1 e considerada como
fator prognoéstico favoravel. A translocacdo t(9,22) (cromossomo Philadelphia),
resultante da fusdo dos genes BCR-ABL1 é encontrada em aproximadamente 5% das
criancas com LLA e esta associada a um prognostico extremamente desfavorével,
assim como a translocagdo t(4;11) (q21,23), que pode ser observada em cerca de 3%
das LLAs em criancas, principalmente nos lactentes e envolve a justaposicao dos
genes MLL e AF4 (Raynaud et al., 1996; Pui; Evans, 2006). Outras translocacdes que
podem estar envolvidas sdo: t(8;14), t(2;8) e t(8;22) (envolvendo o proto- oncogene
MYCC) e também a t(11;14) com ponto de quebra no cromossomo 14 no locus a/d do
gene TCR, (14q32) representando a translocagdo mais frequente entre as LLAs de
linhagem T da infancia ( Privitera et al., 1992; Pui, 1995; Margolin; Poplack, 1997; Pui

et al., 2004; Lightfoot, 2005).

1.2 TRAMENTO E FATORES PROGNOSTICOS

Descrita inicialmente por Pinkel e colaboradores (1971), a base do

tratamento da LLA preconiza a combinagdo de drogas com diferentes mecanismos
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de acdo, e a administragdo da quimioterapia intratecal e da radioterapia craniana
como medida de profilaxia para o sistema nervoso central.

O esquema de quimioterapicos é modificado conforme o grupo de risco
e a duracdo do tratamento pode compreender de 2 a 3 anos. No tratamento
direcionado ao sistema nervoso central, a radioterapia craniana, antes
extensivamente utilizada, atualmente tem sido substituida por regimes de
quimioterapia sistémica e intratecal mais intensivos, com o objetivo de diminuir as
complicagdes neuroldgicas e a incidéncia de neoplasias secundarias (Relling et al.,
1999; Carroll et al., 2003).

Com a utilizagdo dos atuais protocolos de tratamento 70-80% dos casos
de leucemia linféide aguda da crianga tém obtido sobrevida livre de eventos em 5
anos (Pui; Evans, 2006). Os altos indices de sobrevida livre de eventos alcangados
atualmente no tratamento de criancas com LLA, sdo resultados de uma série de
ensaios terapéuticos conduzidos por diversos grupos cooperativos multicéntricos. De
maneira geral, o tratamento de criangas com LLA consta de trés fases terapéuticas
principais: inducdo, intensificacdo, consolidacdo, profilaxia do sistema nervoso
central (SNC) e manutencdo e estdo descritos detalhadamente no esquema abaixo

GBTLI-99).

ESQUEMA PARA GRUPO DE BAIXO RISCO:

> Inducdo: Prednisona, Vincristina, Asparaginase, Daunorrubicina,
MTX/ Ara-C/Dexa Intra-tecal-MADIT

» Consolidagdo de remissao: Ciclofosfamida, Ara-C, 6-Mercaptopurina
(6-MP)

» Intensificacao: Metotrexate, 6-MP, MADIT
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» Consolidacdo tardia: Dexametasona, Vincristina, Doxorrubicina,
Asparaginase, Ciclofosfamida, 6-Tioguanina (6-TG), MADIT

» Manutencdo: Grupo 1: 6-MP continuo, pulsos de Vincristina e
Dexametasona (até semana 78), MADIT-. Grupo 2: 6-MP intermitente,
pulsos de Vincristina e Dexametasona, MADIT

ESQUEMA PARA GRUPO DE ALTO RISCO:

» Inducdo: Grupo A: Dexametasona, Vincristina, Asparaginase,
Daunorrubicina, MTX/ Ara-C/Dexa Intra-tecal-MADIT
- Grupo B: Indugdo convencional + MTX (2 doses)
- Bloco A: MTX 2g, 6-TG, Ara-C, Ciclofostamida, MADIT
- Bloco B: Vincristina, MTX 2g, 6-MP, Ara-C, MADIT

» Intensificacado:
Dexametasona, VCR, Doxorrubicina, Asparaginase, Ciclofosfamida, 6-
TG, MADIT. Bloco C: MTX 2g, 6-MP, VP16, Ara-C- Bloco D: Ifosfamida,
VP 16, MADIT

» Consolidacdo tardia: Dexametasona, Vincristina, Doxorrubicina,
Asparaginase, Ciclofosfamida, 6-TG, MADIT

» Manutencao: 6-MP/MTX continuo, pulsos de VCR/Dexa (até sem 78),
MADIT

A intensidade e o uso das drogas sdo adaptados ao risco de recaida dos
pacientes, analisado ao diagndstico e nas primeiras semanas do tratamento. Embora
existam diferencas, os critérios bésicos para estratificacdo dos pacientes nos grupos
de risco (contagem leucocitaria e idade), sdo os propostos em 1993 pelo programa
CTEP (Cancer Therapy Evaluation Program), uma iniciativa do National Cancer Institute,
em conjunto com diversos grupos cooperativos de tratamento da LLA infantil (Smith
et al., 1996).

No grupo de risco basico, sdo alocados os pacientes com idade entre 1 a
9 anos e com leucometria inicial inferior a 50.000/ mm?3. Os demais pacientes (0-1 ano

e acima de 9 anos, com contagem leucocitaria superior a 50.000/mm?3) sdo
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classificados como de alto risco. No entanto, esses dados clinicos e laboratoriais
convencionais utilizados para definir a estratificacdo do tratamento nos diferentes
grupos de risco, deixam de detectar 20-30% dos pacientes, de inicio com bom
prognostico, e que recaem, apesar dos tratamentos padrdes utilizados (Brandalise et
al., 1993; Harris et al., 1998; Pui; Evans, 1998; Malempati et al., 2007).

Outros fatores prognésticos, que foram anteriormente descritos, como
indice de DNA da célula leucémica, anormalidades citogenéticas e imunofenétipo,
também tém sido utilizados na estratificacdo dos pacientes nos grupos de risco. Além
destes outro fator de extrema importancia é a presenca de doenga residual minima
(DRM) (Greaves, 1997; Pui; Evans, 1998; Scrideli et al., 2009; Pui; Thiel, 2009).

Diversos trabalhos tém demonstrado que a resposta inicial ao
tratamento, avaliada pela citorreducao na medula éssea e/ ou sangue periférico, é um
fator prognostico independente e fundamental na identificagdo de pacientes com
maior ou menor risco de recaida (Schrappe et al., 1996; Steinherz et al., 1996; Arico,
1997; Gaynon et al., 1997; Campana, 2008). Essa avaliacao permite identificar o risco
de recaida mesmo entre os casos com caracteristicas desfavordveis ao diagndstico,
como por exemplo, a leucemia aguda do lactente (Dordelmann et al.,, 1999), as
leucemias T derivadas (Aricé et al., 1995) e as leucemias com presenca da
translocacao t (9; 22) (Schrappe et al., 1998) (Campana, 2008).

A sensibilidade intrinseca das células leucémicas a quimioterapia, que
traduz a rapidez da morte celular, determina a capacidade da proliferacao do tumor,
a fase do ciclo celular dos blastos e também vai determinar a habilidade da terapia

em alcancar concentragdes suficientes, para a erradicacdo da doenca (Steinherz et al.,
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1996a; Steinherz et al., 1996b; Tsangaris et al., 1996; Di Tullio et al., 1998; Garami et
al., 1999; Panzer-Griimayer et al., 1999; Campana, 2008).

Experimentos in  vitro  demonstram a  importincia da
quimiossensibilidade da célula leucémica na evolugdo clinica do paciente (Pieters et
al, 1994; Kaspers et al., 1997). De certa maneira, ao analisar a velocidade da
citorreducdo, faz-se indiretamente uma avaliacdo in vivo, tanto da sensibilidade
intrinseca dessas células a quimioterapia, como da capacidade da terapia em alcangar
os niveis plasmaéticos e celulares das drogas citotoxicas (através da interagdo com o
metabolismo do paciente) suficientes para a erradicacdo da doenca (Evans et al,,

1998).

1.3 MECANISMOS DE RESISTENCIA AO TRATAMENTO

Aproximadamente 70 a 80% das criancas com LLA sobrevivem apoés o
tratamento quimioterapico, no entanto, apesar da porcentagem significativa do
sucesso no tratamento da leucemia linféide aguda, ainda existe um subgrupo de
pacientes resistentes ao tratamento com a terapia convencional. Apesar dos avangos
consideraveis obtidos no tratamento nas tltimas décadas, 20 a 30% dos casos ainda
apresentam recidivas e as causas e mecanismos que levam ao insucesso do
tratamento ainda precisam ser elucidados.

A resisténcia celular a drogas é um importante determinante de
resposta a quimioterapia e caracteriza uma das barreiras mais significativas ao

tratamento efetivo das neoplasias em geral (Brown, 1999; Kaspers; Veerman, 2003).
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Diversos eventos responsaveis pela resisténcia foram descritos nos altimos 40 anos e
dentre eles a resisténcia multipla a drogas, provocada pela expressdao aumentada de
P- glicoproteina (P-gp) é provavelmente a mais bem descrita da atualidade (Michieli
et al., 2000; Brozek, et al., 2009).

O gene MDRI1, também chamado de P-170, pertence a superfamilia de
transportadores transmembrana (ATP-binding cassete) e codifica a P-gp. Essa proteina
é capaz de aumentar o efluxo de um grande namero de drogas e xenobidticos,
reduzindo deste modo a concentragao citotoxica intracelular. A proteina associada a
resisténcia mdaltipla a drogas (MRP) também faz parte da superfamilia de
transportadores ligados ao ATP e confere resisténcia celular similar, embora nao
idéntica, ao espectro de drogas da P-gp. Atualmente, reconhece-se uma familia de
MRPs, que consiste em pelo menos seis homoélogos (MRP1 a MRP6) e tanto a
proteina MRP1 quanto seus homoélogos MRP2, MRP3, MRP5 e MRP6 podem conferir
resisténcia a drogas como daunorubicina, mitoxantrone, etoposido e 6-
mercaptopurina, frequentemente empregadas no tratamento da LLA em criancas
(Sauerbrey et al., 2002; Van der Kolk et al., 2002, Brozek, et al., 2009).

Holleman e colaboradores (2004), através de microarranjos de
oligonucleotideos, determinaram uma série de genes cuja expressao esta associada a
resisténcia ou sensibilidade aos diferentes quimioterapicos normalmente utilizados
na fase de inducdo (prednisona, vincristina, asparaginase e daunorrubicina),
demonstrando que o padrao de expressao génica (resisténcia versus sensibilidade as
drogas) estava associado com a evolucdo clinica dos pacientes. Dentre os genes

identificados, destacam-se os genes descritos na Tabela 1.
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Tabela 1. Genes associados a resisténcia/sensibilidade aos quimioterapicos

identificados por Holleman e colaboradores (2004)

Gene Nome Funcao génica presumida

Vincristina

RPLP2 Proteina Ribossomal P2 Ligante de RNA, participa do processo de
elongacdo durante a sintese protéica

CD44 Molécula CD44 (Indian blood group) Colageno -ligante e acido hialuronico ligante

TCFL5 Fator de Transcrigao like 5 protein Fator de transcri¢ao

KCNN1 Canal condutor de potassio 1 Atividade de conducéo idnica; Calmodulina
ligante

TRIM24 Tripartite motif-containing 24 Controle  transcricional mediado  por
interagdes com receptores nucleares como ac.

. retindico, vitamina D e estrégeno

Prednisona

F8A1 Fator associado de coagulacao VIII Desconhecida

CDK2AP1 Quinase 2 ciclina dependente Regulacdo negativa da atividade de CDK2

BLVRB Biliverdina redutase B (flavina redutase) Atividade enzimatica - Biliverdina redutase

CD69 Molécula CD69 Receptor transmembrana

Daunorrubicina

MAP3K12 Proteina quinase ativada por mitégeno Papel regulador na diferenciacdo neuronal
induzida por 4cido retinéico

SHOC2 Soc-2 suppressor of clear homolog (C. elegans) Ativador da via RAS

PDCHY Protocaderina 9 Associado a transducdo de sinais e conexdes

) neuronais
EGR1 Early growth response protein 1 Fator de transcricio multifuncional
KCNN4 Canal condutor de potassio 4

L-Asparaginase

GPR56

MAN1A1
CLEC11A

IGFBP7

GATA3

G protein-coupled receptor 56

Manosidose, alfa, classe TA
Dominio lectina tipo C, familia 11 A

Proteina ligante do fator de crescimento “insulin-

like”

Proteina ligante GATA3

Canal de potassio

Regulacdo do desenvolvimento cortical
cerebral

Catalisa a remogédo de residuos de manose
Fator crescimento celular de progenitores
hematopoiéticos

Proteina  ligantensulin-like ~ growth  factor
binding

Fator de transcricao;

Ao contrario dos 20-30%

N

dos pacientes resistentes a terapia

convencional, existe também um subgrupo de pacientes que sdo muito sensiveis a

terapia, demonstrando que o tratamento intensivo pode ter efeitos significativos por

um longo periodo, incluindo a emergéncia de malignidades secundarias e de déficits
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no desenvolvimento. Sendo assim, a identificagdio de mecanismos biolégicos que
levam pacientes com LLA a recaida é um passo critico para o desenvolvimento de
estratégias alternativas para o tratamento de pacientes resistentes a terapia.

Apesar dos diversos fatores ja identificados (idade, sexo dos pacientes,
contagem leucocitéria inicial, ploidia e imunofenétipo), os mecanismos moleculares
relacionados com a resisténcia a terapia ainda sdao pouco conhecidos.

De acordo com os relatos da literatura, os genes acima descritos nunca
foram associados ao processo de resisténcia e /ou sensibilidade aos quimioterapicos
asparaginase, prednisona, daunorrubicina e vincristina até a descricdo feita por
Holleman et al., em 2004. Dessa maneira, a andlise dos mesmos pode permitir uma
melhor compreensao da fisiopatologia dos mecanismos leucemogénicos e auxiliar no
estabelecimento de um diagndstico mais preciso e orientar uma terapéutica mais
adequada. Postulamos, portanto, que muitos desses genes, envolvidos com um
padrdo diferencial de expressao em resposta a diversas drogas, podem representar

alvos importantes preditivos de resposta ao tratamento quimioterapico.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

v Avaliar o nivel de expressdao dos 19 genes previamente associados a
resisténcia/sensibilidade aos quimioterdpicos: prednisona, vincristina, asparaginase
e daunorubicina em amostras de pacientes portadores de LLA tratados pelo

protocolo GBTLI-99.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

v' Analisar se ha associacdo entre os niveis de expressdo dos genes
descritos e os parametros clinicos ao diagnéstico e durante a evolugao clinica dos
pacientes.

v' Avaliar a expressdao do(s) gene(s) diferencialmente expresso(s) e com
destacado potencial nos pacientes tratados pelo protocolo GBTLI-99 em amostras de
LLA de pacientes submetidos ao protocolo de tratamento BFM-2002.

v Avaliar a expressdo protéica do(s) gene(s) diferencialmente expresso(s).

v" Realizar o silenciamento génico e/ou a hiperexpressdao génica do(s)
gene(s) diferencialmente expresso(s) e que apresentar (arem) destacado potencial

como marcador progndstico.
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3. CASUISTICA E METODOS

3.1 CASUISTICA

3.1.1 Critérios de Inclusao e Exclusao

Foram elegiveis para o estudo criangas e adolescentes com idade de
zero a dezoito anos, de ambos os sexos, com diagndstico de LLA (exceto o subtipo
L3) diagnosticados e tratados uniformemente segundo as diretrizes estabelecidas
pelo protocolo terapéutico do Grupo Brasileiro de Tratamento das Leucemias da
Infancia de 1999 (GBTLI-2000) entre o periodo de agosto de 2002 a outubro de
2005.

A casuistica desse estudo foi composta de amostras de pacientes
diagnosticados e tratados nas seguintes institui¢des: a) Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da Universidade de Sao Paulo (HC-
FMRP-USP); b) Centro Infantil Boldrini (Campinas, SP) e c) Instituto de Oncologia
Pediatrica da Universidade Federal de Sao Paulo (IOP-GRAACC-UNIFESP) (Sao
Paulo, SP).

Além destes, também foram incluidos no presente estudo pacientes
de LLA pertencentes ao grupo AIEOP (Associazione Italiana di Ematologia ed
Oncologia Pediatrica) admitidos para tratamento no “Ospedale San Gerardo - Clinica

Pediatrica. Fonzazione M. Tettamanti (Universita di Milano Biccoca)”. Estes pacientes
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foram tratados segundo as diretrizes do protocolo Europeu BFM-2002 (“Berlim -
Frankfurt-Munster”) e o projeto aprovado pelo comité de ética e pesquisa do
“Centro di Ricerca M. Tettamanti”.

O material utilizado para a analise foi proveniente de amostras
criopreservadas de medula 6ssea coletadas a ocasido do diagndstico de LLA e o
critério utilizado para inclusdo no estudo foi a disponibilidade de amostra
biolégica (medula 6ssea ) coletada e devidamente criopreservada.

Todos os pacientes incluidos no estudo formalizaram a sua participagao
através da assinatura do “Termo de Consentimento Livre e Esclarecido” (Anexo A). O
projeto foi aprovado pelo comité de ética em pesquisa do HC-FMRP-USP (Anexo B:
processo HCRP namero 8681/2001).

Foram excluidos do estudo os pacientes cujas amostras coletadas
apresentaram qualidade ou quantidade insatisfatéria para a analise proposta e as
criancgas cujos pais ou responsaveis legais ndo concordaram em participar do

estudo.

3.1.2 Diagnostico

As amostras da medula 6ssea, na ocasido do diagnéstico de LLA,
foram obtidas através de puncdo da crista iliaca ou regido pré-tibial e
devidamente armazenadas, assim como as amostras de sangue periférico. O
diagnoéstico foi realizado através da analise do aspirado de medula O6ssea
utilizando-se microscopia 6ptica, sendo confirmado pela presenca de blastos

linféides em contagem superior a 25% na medula dssea.
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A imunofenotipagem foi realizada nas respectivas instituicdes de origem
por citometria de fluxo com anticorpos monoclonais. As leucemias de linhagem B foram
subclassificadas em LLA pré-B precoce quando expressavam CD19 sem a presenga de
CD10; LLA comum (ou LLA CALLA positivo) quando apresentavam CD10; LLA Pré-B
quando apresentavam imunoglobulina citoplasmatica (cIg) sem a presenca da
imunoglobulina de superficie (slg);e em LLA-B madura quando apresentavam
imunoglobulina de superficie (slg). Foram consideradas de linhagem T aquelas que
apresentavam co-expressao de pelo menos dois marcadores associados a células T (CD?7,
CD5, CD3 e CD2).

A anédlise do cariétipo por bandamento G foi realizada para a pesquisa de
anormalidades cromossémicas do gene MLL e do cromossomo Philadélfia. As
translocagdes t(4;11)(q21,q23) envolvendo os genes MLL e AF4, TEL/AMLI,
BCR/ABLp190 e BCR/ABLp210 foram pesquisadas através de RT-PCR utilizando-se os
primers propostos pelo European BIOMED-1 Concerned Action “Investigation of minimal
residual disease in acute leukemia” (van Dongen et al., 1999).

Com relagdo a resposta ao tratamento, foram considerados bons
respondedores aqueles pacientes com leucometria inferior a 5.000/mm3 no sétimo
dia da indugdo, sem blastos periféricos detectaveis e que ndo apresentaram blastos
no hemograma e no liquor (no caso deste ser positivo ao diagndstico) no décimo
quarto dia. Adicionalmente, devem apresentar medula 6ssea classificada como M1
(esfregaco medular contendo porcentagem de blastos inferior a 5%) ou M2 (esfregago
medular contendo porcentagem de blastos entre 5 e 25%) no décimo quarto dia da

inducao e medula M1 no vigésimo oitavo dia da inducdo (GBTLI, 2000).
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Como critérios para caracterizacdo dos pacientes maus respondedores,
foram considerados aqueles que apresentaram leucometria igual ou superior a
5.000/ mm3 no sétimo dia da inducdo e/ou presenga de blastos no sangue periférico
ou liquor positivo no décimo quarto dia e/ou medula 6ssea classificada como M3
(esfregaco medular contendo porcentagem de blastos superior a 25%) também no
décimo quarto dia da inducdo e/ou no décimo oitavo dia com porcentagem de
blastos maior que cinco por cento, independente da proporcao de linfécitos maduros

(GBTLI, 2000).

3.1.3 Caracterizacao dos Pacientes

Foram incluidas no estudo 201 amostras de pacientes com diagnéstico
de LLA, sendo 141 tratadas pelo protocolo do GBTLI-99 e 60 tratadas pelo protocolo
BFM-2002 (as quais apresentam as caracteristicas clinicas descritas separadamente na
Tabela 2). Foram analisados pacientes do Instituto Boldrini admitidos no periodo de
agosto de 2002 a dezembro de 2004; pacientes do IOP-UNIFESP admitidos no
periodo de janeiro de 2003 a dezembro de 2004 e do HC-FMRP-USP admitidos no
periodo de dezembro de 2002 até outubro de 2005. A idade ao diagndstico variou
entre 8 a 214 meses (média de 80 meses).

Em relacdo ao imunofenétipo, 116 casos expressaram o antigeno
CALLA (83% dos casos). Quarenta e trés casos (equivalente a 31% dos casos
analisados) apresentavam contagem de glébulos brancos ao diagndstico superior a

50.000/ mm3.
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A pesquisa das translocagdes foi realizada nos pacientes provenientes
do Instituto Boldrini e do HC-FMRP-USP (total de 92 pacientes dos 141 incluidos).
Dentre estes, a translocagao t(4;11) foi encontrada em apenas 4 pacientes do total
pesquisado. A translocagao TEL/AMLI foi detectada isoladamente em 19 casos e em 1
caso, em associacdo com a translocagdo t(9;22). A translocacdo (9;22) p190 foi
encontrada isoladamente em 3 casos (3 % do total). Em 63 casos (ou 68% do total de
casos em que houve pesquisa de translocagdes) nenhuma das alteracdes genéticas
pesquisadas foi encontrada.

Em relacdo ao tratamento foram considerados como sendo de alto risco
para recidiva os pacientes que apresentaram pelo menos um dos seguintes critérios
ao diagnéstico: idade igual ou superior a 9 anos ou inferior a 12 meses e/ou
leucometria superior a 50.000/mm3. As criancas ndo portadoras de algum dos
critérios acima mencionados foram consideradas como de baixo risco de recaida.
Criangas inicialmente classificadas como sendo de baixo risco que apresentaram
leucometria igual ou superior a 5.000/ mm3 no sétimo dia da inducdo e/ou presenca
de blastos no sangue periférico ou liquor positivo no décimo quarto dia e/ou medula
Ossea classificada como M3 (esfregaco medular contendo porcentagem de blastos
superior a 25%) também no décimo quarto dia da indugdo e/ou no décimo oitavo dia
com porcentagem de blastos maior que cinco por cento foram reestratificados como
de alto risco. Segundo esta estratificacdo de risco de recaida ao diagndstico, a
distribuicdo encontrada foi: 54% dos pacientes foram classificados como alto risco e
46% como baixo risco. Um dos pacientes foi inicialmente classificado como baixo

risco e posteriormente realocado como alto risco devido a resposta insatisfatéria.
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Ainda em relacdio a resposta, 85% dos pacientes apresentaram
leucometria inferior a 5.000/mm? no sétimo dia da inducdo e, em 13 casos ela foi
igual ou superior a este valor. Em 77% do total, a situacdo da medula 6ssea no
décimo quarto dia da indugdo foi classificada como M1 ou M2, 11 casos foram
avaliados como M3 (7%) e em 21 casos nao foram analisadas. No vigésimo oitavo dia
da indugdo 128 casos apresentaram medula classificada como M1 (86% dos casos), 8
casos apresentaram medula M2 ou M3 (6%) e em 4 casos ndao havia dados
disponiveis.

A presenca de doenga residual minina foi avaliada no décimo quarto e
no vigésimo oitavo dia apds o inicio da indugdo da remissdo, sendo considerada
positiva nos pacientes que apresentaram clonalidade, para qualquer dos rearranjos
analisados, na analise da medula no vigésimo oitavo dia.

A remissdo clinica completa (RCC) foi definida como presenca de
quantidade inferior a 5% de blastos leucémicos na medula 6ssea, analisados por
citologia convencional e auséncia de sintomas ou sinais fisicos atribuiveis a leucemia
no vigésimo oitavo dia da inducdo (GBTLI, 2000). O tempo de remissdao completa
variou de 26 a 66 meses (mediana = 43 meses). Trinta e dois pacientes (ou 22% dos
casos) apresentaram eventos desfavoraveis ao longo do periodo de observagao
verificado (cinco anos).

Em relacdo aos pacientes pertencentes a “Fondazione Tettamanti” estes
foram divididos em trés grupos: risco basico com boa resposta a prednisona, alto

risco com boa resposta a prednisona e finalmente o grupo de maus respondedores.
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Cada um dos grupos é composto por 20 pacientes cujas caracteristicas clinicas estdo

detalhadas na Tabela 2.

Tabela 2: Caracteristicas Clinicas dos pacientes do grupo AIEOP

Variaveis Clinicas N (%)

GD Diagnéstico <50.000 47 (78,3%)
>50.000 13 (21,7%)
Idade 1-9 anos 46 (76,7%)
<1 ou >9 anos 14 (23,3%)
Imunofenétipo LLAB 32 (53,4%)
LLA pré B 28(46,6%)
Risco AR 40 (66,6 %)
RB 20 (33,3%)
Resposta Bom respond. 40 (66,6%)
Mau respond 20 (33,3%)

DRM 33 Positiva 6 (10%)
Negativa 54 (90%)

Translocagdes Ausentes -
3.2 MATERIAIS E METODOS

3.2.1 Coleta de Amostras

As amostras de medula 6ssea foram coletadas em tubos de vidro
Vacutainer® contendo EDTA e processadas conforme procedimento de rotina do
laboratério de Oncologia Pedidtrica do HC-FMRP-USP. Primeiramente, a medula

Ossea coletada foi transferida para tubo do tipo Falcon de 50 mL e lavada com 25mL
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de solucio de cloreto de amoénio 0,144M e bicarbonato de amoénio 0,01 M.
Centrifugou-se a amostra a 4° C a 13.200 rpm por 10 minutos, desprezando-se o
sobrenadante. Ao final desta etapa, acrescentou-se 250 pL de PBS. A seguir,
adicionou-se TRIZOL LS Reagent® (Invitrogen, EUA) (na proporcdo de 3:1 de
TRIZOL) homogeneizando com pipeta até lise completa das células. Apés a
permanéncia a temperatura ambiente por 5 minutos, o material foi estocado em

aliquotas de 1 mL no freezer a - 80° C.

3.2.2 Extracao de RNA

Para o presente estudo, uma aliquota do material previamente
processado como descrito acima foi manipulado como se segue. Acrescentou-se
200pL de cloroférmio ao tubo contendo a medula em TRIZOL®, agitando-se
vigorosamente por 15 segundos. A solugdo final foi centrifugada a 4° C por 15
minutos (13.200 rpm) e a fase aquosa superior foi transferida para novos tubos
devidamente identificados. O RNA foi precipitado com 500uL de alcool isopropilico
100% gelado e permaneceu a -20° C por pelo menos 12 horas. Em seguida,
centrifugou-se a amostra a 4°C por 20 minutos (13.200 rpm), desprezando a seguir o
sobrenadante. Acrescentou-se 1 mL de etanol 75% seguido novamente de
centrifugacao refrigerada por 5 minutos . Desprezou-se a fase superior e dissolveu-se
o pellet seco em agua tratada com DEPC (dimetil pirocarbonato) por 15 minutos. Em
seguida o material foi quantificado por meio do espectofotometro Gene Quant (GE

Life Science, USA) aliquotado e armazenado a - 80° C.
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3.2.3 Sintese de DNA complementar (cDNA)

Para a sintese de cDNAs utilizou-se o kit “High Capacity cDNA arquive
set” (Applied Biosystems, USA) segundo protocolo de instrucdes do fabricante. As
reagdes foram padronizadas para um volume final de 25ul e utilizou-se 1pg de RNA
para cada reagdo. A solugdo permaneceu a 25 ° C o por 10 minutos e em seguida
mantida a 37°C por duas horas. As aliquotas de cDNA foram armazenadas em

freezer a -20° C.

3.2.4 Controle Endégeno

Como controle endégeno foi utilizado o gene GUSB, tanto para avaliar
a integridade das amostras de cDNA sintetizadas, como também para a
normalizacdo dos niveis de expressao dos genes estudados. O gene GUSB, que
codifica a proteina beta-glucoronidase, apresenta niveis constantes de expressdo em
diferentes tipos celulares, ndo apresenta pseudogenes e ndo interfere no processo de
ativagdo do ciclo celular, o que o torna uma boa escolha como controle endégeno.
Além disso, o mesmo foi considerado por Beillard e colaboradores (2003) um
“housekeeping” apropriado para estudos de leucemia.

Para avaliar a integridade das amostras de cDNA, realizou-se a reagao
de RT-PCR para o gene GUSB de acordo com o protocolo descrito a seguir: foi
utilizado 1,0 uL. de ¢cDNA adicionado a uma solucdo contendo 0,5 uL. de solucao

10mM de cada dNTP, 0,75 pL de cloreto de magnésio 50 nM (Invitrogen, Brasil), 2,5
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uL de solucdo tampao 5X (Invitrogen), 15 pmoles de cada primer (antisense e sense),
0,2 uL de Tag-polimerase 5U/pL (Platinum Tag DNA polymerase; Invitrogen). A
reacdo de PCR foi padronizada em estudo-piloto para definicdo das melhores
condi¢des de desnaturacdo, anelamento e amplificacdo. As condigdes finais para a
reacao de RT-PCR foram as que se segue: desnaturacdo inicial a 94° C por 4 minutos
e pareamento a 60° C por 2 minutos, seguido de 38 ciclos de desnaturacdo a 94° C,
pareamento a 60° C e extensdo a 72° C por 1 minuto cada, seguidos de um ciclo de
extensao final a 72° C por 10 minutos, realizadas em um termociclador PTC-200 (M]
Research, Inc, EUA). Os produtos de PCR foram submetidos a eletroforese em gel de
agarose a 2% com brometo de etideo juntamente com um controle negativo e
visualizado através do transluminador com luz ultravioleta. A seqiiéncia de primers
do gene GUSB utilizada no presente estudo estd descrita na Tabela 3. Somente as
amostras de medula 6ssea que apresentaram amplificacdo para este gene foram

estudadas.

3.2.5 Selecao dos Primers

Os genes utilizados no presente estudo foram escolhidos a partir dos
dados descritos por Holleman et al., (2004); o critério de escolha foi baseado na razdo
R/S (resistentes/sensiveis) e consistiram em dois genes de sensibilidade e trés de
resisténcia para cada um dos quimioterdpicos analisados. Os primers gene especificos
utilizados foram construidos em éxons diferentes (exceto para o FSA que possui
apenas um éxon) em regioes ndo sujeitas a splicing alternativo e sem polimorfismos

descritos, com base nas sequéncias descritas no blast
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(www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST) e ensembl (www.ensembl.org), através do programa
Oligo 3.0 (Whitehead Institute/;MIT Center for Genome Research,).

O desenho dos primers foi realizado em éxons diferentes para se evitar a
contaminagdo com o DNA genoémico e também para que as formas derivadas de
splicings alternativos também sejam englobadas na andlise. Como caracteristicas eles
possuem tamanho variando de 18-22 pb, temperatura de anelamento em torno de
60°C (aceitavel de 57-63°C), contetdo em GC entre 40-65%, sem repeticoes seguidas
de C ou G maiores que 4pb. Para o gene GUSB foram utilizados os primers descritos
anteriormente por Beillard et al., (2003).

Os primers (descritos na Tabela 3) foram checados para especificidade
no ensembl (URL: http://www.ensembl.org) e Basic Local Alignment Search Tool -

BLAST, sendo que todos se mostraram especificos para os respectivos genes.
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Tabela 3: Sequéncia dos primers utilizados

Gene Forward primer (5" — 3’) Reverse primer (5" — 3)
Vincristina

RPLP2 ACGTACTTGCCCAGGGTAT GCAGCAGAGACGGCTACAG
CD44 AGAAGGTGTGGGCAGAAGAA ACTTGGCTTTCTGTCCTCCA
TCFL5 GAGAGGCATAACCGAATGGA TGCAGAACGGCACTAAGAGA
KCNN1 TTCAGCATCTCCTCCTGGAT GCTGGTCACTTCCTGCTTGT
TRIM24 CTGAGGTTCCCAGCAGTACA ACACGTCTTGCAGAGCCATT
Prednisona

F8A CTTCCCGAGGAGCTCTTTCT GTGGGTAGCCATGACCAAAG
CDK2AP1 GAAGAGCTGGGGAAGGAGAT GCAGCTAGGATCTGGCATTC
BLVRB CCTGAAGTACGTGGCTGTGA CCCAGGTCATGTTTGGAGAT
CD69 AGGAACACTGGGTTGGACTG CATGCTGCTGACCTCTGTGT
Daunorrubicina

MAP3K12 GGTGTGGGAAGCAACAGTCT GCGATTTCGTGGTTTGCTAT
SHOC2 TGCTTAGCATTCGAGAGAACAA TGTGAGCTACATCCAGCGTAA
PCDHI CCAAGGAGGCTTCAAGACAA GAGCCATCAGGGAGATGAAA
EGRI TGACCGCAGAGTCTTTTCCT GCGATTTCGTGGTTTGCTAT
KCNN4 CGGGAACAAGTGAACTCCAT CCAGCGTGTCAATCTGTTTC
L-Asparaginase

GPR56 TCAGCCAGTTCCTGAAGCAT CTCCTCGAAGGACACCATGT
MAN1A1 GGCCCAACACTACCTTGAAC TGTAGCGATGGCTTCAACAC
CLECIIA TTGGAGGGCTGCCTGAAG CGAGAGCAGGAAGCACTTGT
IGFBP7 GGGTCACTATGGAGTTCAAAGG GCATGGCACTCATATTCTCCA
GATA3 CCGCCCTACTACGGAAACTC CAGGGTAGGGATCCATGAAG

House keeping
GUSB

GAAAATATGTGGTTGGAGAGCTCATT CCGAGTGAAGATCCCCTTTTTA

3.2.6 PCR Quantitativo em Tempo Real (RQ-PCR)

3.2.6.1 Construgao de curvas-padrao

Para se estimar a eficiéncia da reacdo de PCR, foram construidas

curvas-padrao baseadas em dilui¢cdes seriadas de uma amostra padrao. Esse padrao
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foi obtido através de plasmideos purificados contendo a sequéncia alvo de cada um
dos genes a serem analisados no estudo. Para a construgdo dos plasmideos foi
utilizada a tecnologia TOPO TA Cloning® Kits (Invitrogen) segundo as instrucdes do
tfabricante (Anexo C). A eficiéncia das reagdes foi calculada a partir do valor de slope
obtido, através da formula:
E =10 (-1/inclinacéo da curva) _ |
Todas as reacdes de PCR consideradas obtiveram eficiéncia igual ou

superior a 95%.

3.2.6.2 Condigdes padronizadas para as reagdes de RQ-PCR

Para a determinacdo do nivel de expressao do RNAm dos genes alvo e
do gene de referéncia endégena GUSB foi utilizada a da técnica de PCR em tempo
real (RQ-PCR) utilizando os reagentes SYBR Green I e também sondas fluorescentes
provenientes do sistema UPL (Universal Probe Library - Roche Applied). Todas as
reagOes foram realizadas no aparelho ABI 7500® (PE Applied Biosystems).

As reagdes foram preparadas utilizando-se SYBR Green PCR Master Mix
(Applied Biosystems) contendo SYBR Green dye, AmpliTaq Gold DNA Polimerase,
dNTPs (com dUTP), referéncia passiva e tampao otimizado. O preparo das reagdes
foi realizado segundo as instrugdes do fabricante e para cada reacdo foram utilizadas
amostras de cDNA em dilui¢cdes de 1:10. Utilizou-se para o preparo de todas as

reagdes, placas de polipropileno para 96 reagdes (ultraAmp 96-well Semi-Skirt PCR
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plates, Sorenson BioScience, Inc.) cobertas com adesivos para microplacas resistente a
alcool e altas temperaturas (Adhesive PCR Film, ABgene).

Os parametros do aparelho foram ajustados para pré-aquecimento inicial
a 50° C por 2 minutos, desnaturagdo a 95° C por 10 minutos e 50 ciclos de amplificacdo e
quantificagdo (15 segundos a 95° C e 60 segundos a 60° C), seguidos de um periodo de
dissociagdo para analise da curva de melting de 60 segundos a 95°C.

Cada amostra analisada foi testada em duplicata, além de um
calibrador e controles negativos referentes a cada um dos genes analisados. Além
disso, foram realizadas curvas de dissociagdo para todas as reacOes para verificar a
especificidade dos produtos amplificados. A figura 1 exemplifica os graficos de

amplificacdo e dissocia¢do obtidos para uma das amostras de LLA analisadas.
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Figura 1. Curva de amplificagdo e dissociacao da amostra LE4/0053 para o gene SHOC2

Para as amostras de LLA admitidas para tratamento na “Fondazione
Tettamantti - Ospedale San Gerardo, Universita di Milano, Biccoca”, a andlise do perfil de
expressdo génica foi realizada utilizando-se a técnica UPL (Universal Probe Library).

Essa tecnologia é baseada em pequenas sondas hidrolisadas que sdo marcadas com
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um fluoréforo (FAM) na extremidade 5' e com um quencher dye na extremidade 3'. A
extensa cobertura de transcricdo pelas sondas UPL ocorre devido a sua pequena
extensdo (8-9 nucleotideos) e por suas sequéncias selecionadas. Para manter a
especificidade e a temperatura de melting (Tm) necessaria, os LNA (Locked nucleic
acids) sdo incorporados em cada sequéncia das sondas universais. As seqiiéncias das
165 sondas universais sdo cuidadosamente selecionadas para detectar de 8-9 mer-
motifs que sdo prevalentes no transcriptoma (Figura 2).

No transcriptoma humano, cada sonda se liga a aproximadamente 7000
transcritos, e cada um desses transcritos é detectado por aproximadamente 16 sondas
diferentes. Apenas um tnico transcrito é detectado em um tempo determinado durante
a PCR, de acordo com a definicdo dos primers selecionados. Para cada ensaio de PCR,
um software sugere um set de primers 6timo para a reacdo e também a sonda. A

sequéncia dos primers utilizados e suas respectivas sondas estdo descritos na Tabela 4.

-
»

Seqiiéncias mais prevalentes

Frequénciano transcriptoma

9-mers: Frequeéncia de ocorréncia

Figura 2. Frequéncia das sequéncias 9-mers mais prevalentes incluidas na “Universal Probe
Library”. Fonte: https:/ /www.roche-applied-science.com/sis/rtpcr/upl/index
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Tabela 4: Sequéncia de primers e suas respectivas sondas

Primers Sonda

SHOC2 TGCTTAGCATTCGAGAGAACAA-F #62
TGTGAGCTACATCCAGCGTAA-R

GPR56 TCAGCCAGTTCCTGAAGCAT-R #13
CTCCTCGAAGGACACCATGT-F

3.2.6.3 Quantificacdo da Expressao Geénica

A quantificagdo da expressdo génica avaliada neste estudo foi baseada
na metodologia de quantificacdo relativa, onde se pode inferir a expressao génica do
gene alvo em relacdo a um calibrador pré determinado. Foram utilizadas como
parametro de expressdo (calibrador) amostras de medula éssea provenientes de
pacientes pediatricos ndo oncolégicos. Somente foram consideradas para a andlise as
amostras cuja diferenca de amplificacao entre as duplicatas ndo excedesse um desvio
padrdo no valor de 0.4 (Van der Velden et al., 2003).

Para o cdlculo da expressdao génica dos genes estudados foi utilizado o
método de quantificacdo 2-24Ct (Livak; Schimittgen, 2001). Os dados foram analisados
através da equagao:

Quantificacao relativa = 2-AACt

Onde AACt= ACtgene de referéncia — ACtgene alvo
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3.2.7 Analise da expressao proteica - Western Blotting

3.2.7.1 Extracado de proteinas

A extracdo de proteinas das amostras de LLA foi realizada de acordo
com as instrugdes do fabricante (TRIZOL ®, Invitrogen), modificada como descrito a
seguir: Adicionou-se 200pL de solugdo de lise (Tris-Base 10mM, uréia 7,7M, tiouréia
2.2M, CHAPS 4.4%) e coquetel de inibidores de proteases (na proporcao de 10% em
relacdo ao volume do tampao de lise) ao pellet seco, apOs a extracao de RNA e DNA.
Foram realizados 3 ciclos de 5 no sonicador seguidos de 15 segundos no vortex e, em
seguida, as amostras foram congeladas em nitrogénio liquido por 10 segundos.
Posteriormente o lisado foi centrifugado a 12.000 rpm, a 4°C por 30 minutos. O
sobrenadante correspondeu ao extrato protéico que por sua vez foi congelado a -80°C
em aliquotas para posterior quantificacdo das proteinas totais.

Para a extracdo de proteinas das amostras da linhagem celular Jurkat
(Linhagem proveniente de leucemia de células T), foi utilizado o tampao de lise
RIPA® (Pierce) juntamente com inibidor de proteases seguindo-se as recomendagdes
do fabricante. Posteriormente a concentracdo de proteinas foi determinada pelo
método de Bradford (1976). Uma solucdo de soro albumina bovina (BSA, 0,1
mg/mL) foi utilizada como padrdo. Os valores de absorbancia foram obtidos através
da leitura em espectrofotometro (leitor de microplacas) utilizando-se o comprimento

de onda de 595 nm.
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3.2.7.2 Western Blotting

A metodologia utilizada foi seguida de acordo com Sambrook e
colaboradores (1989). Massas iguais de proteinas totais (50 pg) foram aplicadas em
gel de poliacrilamida-SDS 10%, utilizando-se o sistema Mini Protean 11 Dual Slab Cell
(Bio-Rad, EUA). Em seguida, iniciou-se a corrida em condigdes constantes de
voltagem (80 V) e varidvel de miliamperagem (15 a 45 mA). Apds a separacao
protéica, deu-se inicio a transferéncia (por uma hora, 100 V, 250 mA) para membrana
de nitrocelulose onde se utilizou o sistema Mini transblot electrophoretic transfer cell
(Bio-Rad ou GE, EUA) imerso em gelo. Apods a transferéncia, as membranas foram
coradas em solugdo de Ponceau S, para verificacdo da qualidade do processo. Em
seguida, as membranas foram lavadas em tampao Tris/salinatamponada/ Tween-20
(TBST) e bloqueadas com solucao TBST/Non-fat dry milk 5% por uma hora, sob
agitacdo constante. As solugdes utilizadas estao descritas no anexo C.

Posteriormente, iniciou-se o processo de imunodeteccdo através da
incubacdo com o anticorpo primario adequado (Anti-SHOC2 1:1000, ABCam, EUA),
diluido em TBS-TWEEN 20 (0.1%) por uma hora. Em seguida foram feitas trés
lavagens em TBS-T para a retirada do excesso de anticorpo primario e em seguida a
incubacao com o anticorpo secundario adequado (Anti-rabbit 1:25000, Chemicon,
EUA, conjugado a uma enzima horseradish peroxidase) por uma hora. Para a deteccao
da proteina de referéncia utilizou-se anticorpo primario para GADPH (1:1000, Santa
Cruz Biotechnology, EUA) e o anticorpo secundédrio adequado (Anti-mouse

conjugado com peroxidase, 1:5000, Amersham Bioscience, EUA). A revelacdo foi



Casuisticaw e Métodos 52

realizada através do emprego do substrato quimioluminescente ECL (Amersham,
EUA) e de filmes de raios-x ultra-sensiveis (Hyperfilm Amersham, GE Healthcare,
EUA). Os filmes foram expostos as membranas utilizando um tempo de exposicao

inicial de 30 segundos.

3.2.8 Silenciamento por RNA de interferéncia (RNAIi)

Linhagens celulares e condigoes de cultivo

Foi utilizada a linhagem Jurkat, cultivada em meio RPMI suplementado
com 1% de glutamina, 100 mg/ml de estreptomicina, 100 U/ml de penicilina, e 10%
de soro fetal bovino (pH7,2-7,4) em atmosfera imida contendo 5% CO; a 37°C. Para
produzir o silenciamento génico foram utilizados oligdbmeros silencer® pré designed
and validated siRNA especifico para o gene SHOC2 e como controle foi utilizado o
silencer® negative #1 siRNA. O duplex de siRNA (previamente validado pelo
fabricante) foi obtido através da Ambion (Applied Biosystems, EUA) e diluido de
acordo com as instru¢des do fabricante. Apods atingirem a concentragdo de
aproximadamente 1,0x10° células/mL a suspensdo celular foi centrifugada e
posteriormente ressuspendida em meio RPMI suplementado com 10% de soro
bovino fetal e sem antibidticos. 1x106 células foram incubadas em placas de 6 pogos e
mantidas a 37°C em atmosfera tmida contendo 5% de COz por 24 horas
(antecedentes a transfecgao).

A transfeccdo com siRNA para silenciamento do gene SHOC2, assim
como do siRNA utilizado como controle negativo, foi realizada utilizando-se

Lipofectamina 2000 (Invitrogen Inc, Carsdab, CA) segundo instrugdes do fabricante.
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A lipofectamina e o siRNA foram diluidos separadamente em meio Opti-MEM®
(Invitrogen, EUA) e ap6s incubacdo de 30 minutos. Segue-se entdo outro periodo de
incubacdo de 20 minutos e em seguida o complexo foi adicionado a suspensao
celular. As placas foram incubadas por 6 horas (tempo suficiente para a transfecgao)
e posteriormente seguiram-se as andlises nos tempos subsequentes (24, 48, 72 e 96
horas apéds a transfeccdo). O silenciamento especifico do gene alvo foi confirmado
pela andlise da expressdo génica por RT-PCR em tempo real e por analise da

expressao protéica por Western Blotting.

3.2.9 Ensaios Funcionais

Ensaio de Proliferagio Celular

A proliferacdo celular foi avaliada através do ensaio com 3-(4,5-
dimetitiazol-2)-2,5-difeniltetrazolium. Para detectar o efeito do silenciamento génico,
a massa de células vidveis foi medida utilizando-se o ensaio colorimétrico Cell
Proliferation Kit II XTT (Roche Applied Science, Mannheim Germany). 5 x 103 células
da suspensdo da linhagem de leucemia (Jurkat) foram semeadas em triplicata em
placas de 96 pogos e colocadas para crescimento por 24, 48, 72 e 96 horas. Para cada
intervalo, foi adicionado o reagente 3-(4,5-dimetitiazol-2)-2,5-difeniltetrazolium e
nova incubacdo por 4 horas para permitir o aparecimento de cor na solucdo. A
absorbancia foi lida em 450 nm e com referéncia em 620nm e o valor obtido foi
comparado entre o grupo de células silenciadas e as células nao silenciadas. A

porcentagem de inibicdo da proliferacdo devido ao silenciamento por RNAi foi
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calculado através da subtracdo da taxa de proliferagdo das células ndo silenciadas e a

taxa de proliferagdo das células silenciadas.

Ensaio de Apoptose
Para o ensaio de apoptose foi coletado em um tubo de microcentrifuga
100 pL de suspensao celular com 2 pL da solugdo de corantes: 25 pL de Iodeto de
propideo em agua (PI) (5pg/mL); diaccetato de fluoresceina (DAF) em DMSO (15
pg/mL); Hoecchst 33342 (HO) em agua (2 pg/mL). A suspensdo foi incubada em
banho-maria a 37°C por 5 minutos. Deste material, foi coletado 15 pL e colocado em
lamina com laminula. As células apoptoéticas foram contadas utilizando microscépio
de epifluorescéncia com filtro triplo (DAPI, propideo e FITC). Foram analisadas 500
células por ldmina, discriminando-se células normais das apoptéticas e necréticas de
acordo com os seguintes critérios:
1) Células normais: ntcleo integro corado em azul e citoplasma verde.
2) Células apoptoticas: nicleo azul com corpos apoptéticos e citoplasma
verde.

3) Células necréticas: ntcleo vermelho integro, esférico ou em vesiculas.

3.3 Analise Estatistica

Para a para avaliacdo de associagdo estatistica entre niveis de expressao
dos genes estudados e as varidveis clinicas e biolégicas (idade ao diagnéstico,
contagem inicial de glébulos brancos, presenca de alteragdes MLL/AF4 e BCR/ABL

presenca da translocacdo TEL/AMLI, presenca do antigeno de superficie CALLA,
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contagem de glébulos brancos no sangue periférico no sétimo dia da indugdo,
avaliacdo de medula 6ssea no décimo quarto e vigésimo oitavo dias da indugédo e
doenca residual minima no vigésimo oitavo dia da inducdo), utilizou-se o teste de
Mann-Whitney.

A presenca de correlacdo entre os valores de expressdao dos genes foi
analisada pelo teste de Spearman.

Para o grupo de pacientes de mesma classificacdo de risco e variantes
clinicas e bioldgicas e, alta ou baixa expressdo dos diversos genes analisados foram
construidas curvas de sobrevida livre de evento (SLE) através do método de Kaplan-
Meier. A comparagdo entre as curvas foi realizada pelo teste log-rank. Foram
considerados como aumentados os valores de expressdo acima da mediana.

A SLE foi calculada considerando-se o tempo decorrido desde o inicio
do tratamento até a ocorréncia da primeira recidiva, falha indutora ou 6bito (GBTLI,
2000). Os dados referentes a SLE foram atualizados em marco de 2009.

Para os ensaios funcionais, realizou-se o experimento em triplicata e foi
utilizada a média dos mesmos para a anélise final através do teste T de Student.

As andlises estatisticas foram realizadas com o auxilio do programa
estatistico SPSS 15.0 for Windows (SPSS Inc, Chicago, EUA). A significancia

estatistica foi adota através de um valor de p < 0,05.
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4. RESULTADOS

41 ANALISE DE EXPRESSAO GENICA - Genes envolvidos com
resisténcia/ sensibilidade a quimioterapicos em pacientes portadores de LLA

submetidos ao protocolo do GBTLI-99

Foram considerados como hiperexpressos os genes que apresentaram
valores de expressdo acima da mediana e como hipoexpressos aqueles que
apresentaram valores abaixo da mediana. A correlacdo entre os niveis de expressao
dos genes estudados foi avaliada pelo teste de correlacdo de Spearman. A
comparagao entre os valores de expressdo dos genes e as varidveis clinicas: idade
(entre 1-9 anos versus <1 ano/>9 anos), nimero de glébulos brancos ao diagndstico
(maior ou menor que 50000/ mm?3) e no dia 7 (maior ou menor que 5000/ mm?3), status
da medula 6ssea nos dias 14 (M1/M2 vs M3) e 28 (M1 vs M2/M3), resposta (boa ou
lenta), grupo de risco, imunofenotipagem (pré-B CALLA positivo versus outros),
presenca de cariétipo desfavoréavel [t(9;22) ou t(4;11)] e evento (morte/recidiva vs
remissdo completa) foi realiza pelo teste ndo paramétrico de Mann-Whitney. A
sobrevida livre de eventos em 5 anos foi realizada utilizando-se curvas de Kaplan-
Meier e o teste Log-rank.

Andlise de expressdo foi realizada em 141 pacientes para os genes
descritos na tabela abaixo (Tabela 5). Os valores de média, desvio padrao, mediana e

percentis dos genes analisados estdo demonstrados na Tabela 6.
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Tabela 5 - Genes de resisténcia/sensibilidade a quimioterapicos

Prednisona Vincristina Asparaginase = Daunorrubicina
Sensibilidade F8A RPLP2 GPR56 MAP3K12
CDK2AP1 CD44 MANIAI1 SHOC2
Resisténcia BLVRB TCFL5 CLEC11A PCDH9
CD69 KCNN1 IGFBP7 EGR1
TRIM?24 GATA3 KCNN4

Tabela 6 - Valores de média e desvio padrdo, mediana e percentis dos genes

analisados.
Média Desvio Minimo Maximo Percentis
Padrao
N 25% Mediana 75%
BLVRB 141 1,8726 8,28946 0 87,13 0,0515 0,168 0,5415
CD44 141 2,0397 3,85632 0,02 31,2 0,3635 0,857 1,837
CD69 141 7,4807 12,1469 0,01 75,78 0,5986 2,752 10,9475
CDK2AP1 141 4,0595 3,93074 0,05 23,99 1,536 2,693 5,191
F8A 141 7,4075 17,28066 0,03 124,7 0,9795 2,306 4,9205
KCNN4 141 1,2863 2,15002 0 15,07 0,2035 0,537 1,436
MAP3K12 141 6,5411 16,82322 0 127,62 1,2545 2,589 4917
PCDH?9 141 10,1933 17,70961 0 91,84 0,377 3,175 10,012
SHOC2 141 1,6036 1,81335 0,01 10,18 0,631 1,093 1,824
GATA3 140 1715,782  20252,90672 0 239639,52 0,102 0,3285 1,7613
GPR56 140 39,7083 378,27382 0 4454,18 0,5125 1,834 7,3045
IGBP7 140 2,8933 8,37949 0 81,78 0,2475 0,926 2,138
KCNN1 140 0,0024 0,01495 0 0,14 0 0 0,0001
MAN1A1 140 5,1116 40,69211 0 482,32 0,3772 0,7785 2,118
RPLP2 140 2,6761 13,35418 0,01 125,28 0,348 0,592 0,8425
CLEC11A 140 2,5783 11,29345 0 112,81 0,161 0,5345 1,309
TCFL5 140 15,9418 56,96099 0 586,47 1,1628 3,039 12,7305
TRIM24 140 3,1913 8,07156 0 81,63 0,8703 1,6075 2,6948

A analise de comparagdo entre a contagem inicial de gl6bulos brancos e

o perfil de expressdo dos genes analisados mostrou correlacdo estatistica para os

genes BLVRB, IGFBP7 e GPR56. O grupo de pacientes que apresentou, ao

diagnéstico, contagem de gloébulos brancos superior a 50.000/mm3 apresentou

valores de expressao significativamente superiores (p<0,05) em relagdo ao do grupo

de pacientes com contagem inferior a este valor. Os dados estdo descritos na tabela 7.
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Tabela 7. Expressdo relativa dos genes analisados em relacdo a contagem de glébulos

brancos ao diagnostico.

Gene diagfl;(’l);stico Média Mediana E:;:aig p
GPR56 <50.000/mm®> 51,5150 1,4830  456,67867
250000/mm® 177169 33880 7773108
BLVRB <50.000/mm® 20761 0,2120 9,34407
250.000/mm® 1 4553 0,0740 5,39721 0,032
SHOC) <50.000/mm3 1 7804 1,1600 2,06008 08
250.000/mm?® {5943 0,9600 1,01210 ’
- <50.000/mm> 40256 1,008 10,97156 0.05
250.000/mm3 13659 0,6020 2,41944 ’

p = nivel de significancia

Quando se analisou o perfil de expressdo génica em relacao a presenca

do antigeno de superficie CALLA observou-se uma associacdo significativa entre a

hiperexpressdao dos genes SHOC2, GATA3 e MANI1AI e os pacientes com LLA

CALLA positivos. Por outro lado, os genes CD44 e MAP3K12 mostraram expressao

elevada entre os casos LLA CALLA negativos. Além disso, o gene KCNN1 embora

tenha se mostrado hiperexpresso nos pacientes CALLA positivos, em relagdo aos

negativos, pode-se observar que os niveis de expressdo foram extremamente baixos.

Os valores de p estdo descritos na tabela 8 assim como os valores de média e desvio

padrao.
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Tabela 8- Expressdo relativa dos genes analisados em relagdo ao marcador CD10
(CALLA).

Gene CALLA média mediana desvio p
padrao
CD44 Positivo 20114 0,7100 4,08353
. 0,03
Negativo 2,2087 1,4465 2 78433
MAP3K12 Positivo 5,3417 22145 13,36578 0.03
Negativo 11,1858 3,1460 2717098 ’
PCDH9 Positivo 10,5139 3,5385 17,61684 0.08
Negativo 9,1806 1,0525 18,65056 ’
SHOC? Positivo 1,7512 1,1435 1,95902 003
Negativo 0,9885 0,7520 0,83062 ’
GATA3 Positivo 2140,7409 02400  22643,7006 <0.001
Negativo 17,2465 2 9860 61,00119 ’
KCNN1 Positivo 0,0030 0 0,01667 0.004
Negativo 0 0 0 ’
MANIA1 Positivo 7,1527 0,8725 46,96374 0.05
Negativo 1,5588 0,5215 3,20235 ’

Em relacdo a avaliacdo da medula éssea no 28° dia da indugéo, apenas
os genes MAP3K12 e TRIM24 apresentaram associa¢do significativa entre o nivel de

expressdo aumentado e a presenga de medula M1 (Tabela 9).

Tabela 9- - Expressao relativa dos genes analisados em relacdo a Medula 6ssea no 28°
dia.

Gene MO 28 média mediana E:;:;g p
MAP3K12 M1 6,8708 2,6700 17,53504
M2/M3 1,5228 1,3327 1,18876 0,032
TRIM24 M1 3,3534 1,6640 8,46511
M2/M3 1,6789 0,9505 2,71624 0,04

p = nivel de significancia
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Na anélise da expressao génica de acordo com a resposta ao tratamento
foram analisados pacientes considerados bons respondedores wversus maus
respondedores, sendo encontrada uma dnica associacdo significativa entre a
hiperexpressdao do gene TCFL5 e o grupo de pacientes considerados bons
respondedores (p= 0,031). Todos os demais genes analisados ndo apresentaram
associacao estatisticamente significativa (dados ndo mostrados).

Quanto a associacdo entre a expressao génica diferencial e a presenca
da translocagao t(12;21) (ETV6-RUNX1 ou TEL/AMLI) observamos uma correlagao
significativa entre os genes TCFL5 e TRIM?24, que se apresentaram hiperexpressos, e
a auséncia da translocacdo. A andlise mostrou ainda uma associacdo positiva entre a
presenca da mesma e o gene KCNN1 (embora com niveis de expressao extremamente
baixos), além da uma tendéncia de correlagdo com o gene CD69 (p= 0,058). Os dados
referentes a essa andlise estdo destacados na tabela 10.

Para as demais translocacdes, foram feitas analises considerando-se a
auséncia ou a presenca isolada da t(12;21) versus as translocagdes t(9;22) e t(4;11)

agrupadas, entretanto ndo foi observada correlagao significativa.
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Tabela 10- Expressdo relativa dos genes analisados em relacdo a presenca de
translocacoes

desvio

Gene TEL/AML1 média mediana padrio p
CD69 Positivo 9,2572 41810 13,48505
. 0,058
Negativo 3,5593 1,5550 497366
TCFL5 Positivo 11,5714 2 8165 25,35271 0.01
Negativo 104,1087 52510  236,50491 ’
KCNN1 Positivo 0,0035 0 0,01798
. 0,005
Negativo 0 0 0,000001
Positivo 21610 1,4175 3,85508
TRIM24 0,03

Negativo 18,7568 1,1740 32,56989

p = nivel de significancia

Em relacdo a presenca de doenca residual minima (DRM), avaliada no
28° dia ap6s o inicio do tratamento, observamos uma associacdo significativa entre a
hiperexpressao dos genes CD69 (p=0,037), PCDH9 (p=0,034), KCNN1 (p=0,001),

TCFL5 (0,005) e TRIM24 (p=0,031) e a presenca de DRM (Figura 3).

20 - p=0,005
18 p=0,034

16 -
14 -
12 - p=0,037
10 - W DRM -

O DRM 4

Média de Expressao relativa

p=0,031

CD69 PCDHS KCNN1 TCFL5 TRIM24

Lo T L = A T ¢ o
| I R S E— |

Figura 3. Perfil de expressao génica dos genes TRIM24, TCFL5, KCNN1, PCDH9 e CD69 em
relagdo a presenca de doenga residual minima no 28° dia ap6s a indugao.
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Comparando os subtipos de LLA (LLA B versus LLA T) observou-se
valores de expressdo significativamente maiores entre o grupo de leucemias B, em
relacdo as leucemias T, para os genes MAP3K12, PCDH9, GATA3 e KCNNI1. Além
disso, observamos ainda uma tendéncia de associacdo dos genes IGFBP7, GPR56,
SHOC2, CDK2AP1 e CD44, no entanto, os valores de p ndo tenham atingido
significAncia estatistica. Todos os dados e os respectivos valores de p estdo

representados na Tabela 11.

Tabela 11- Expressdo relativa dos genes analisados em relacdo ao imunofenétipo.

desvio

Gene Imunofenétipo  média mediana ~ p
padrao
CD44 LLA B 2.0560 0,770 4.03225
LLAT 2.2290 139 3.02212 0.073
MAP3K12 LLAB 5.2487 2,190 13.09526
LLAT 14.9011 4201 32.19416 0.006
PCDHY9 LLAB 10.7233 4,080 17.43413
LLAT 8.8568 0,656 21.13791 0.03
SHOC? LLAB 1.6603 1,120 1.81881 008
LLAT 0.9761 0,692 0.80538 '
CATAS Eti 1; 2049.3041 0230  22154.57834 <0001
24.5198 7,001 72.73132 )
KCNNT Eii ? 0.0029 0 0.01632 o
0.0000 0 0.00002 :
IGFBP7 Eii ? 3.5823 1,750 9.98979 o
1.0893 0,353 2.15730 '
CDK2AP1 LLAB 3.7976 2,640 3.65717
LLAT 5,169 0.08
GPR56 LLA B 44,328 1,80 418,709

LLAT 28,775 4,80 103,96 0.056
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Para as demais variaveis clinicas como idade, grupo de risco, glébulos

brancos no sétimo dia da inducdo, medula 6ssea no décimo quarto dia da indugao,

resposta a indugao, presenca de translocagdes, ocorréncia de evento desfavoravel e

acometimento do sistema nervoso central, ndo foi observada correlacdo estatistica

através do teste ndo-paramétrico de Mann-Whitney para os genes analisados. Os

dados referentes a essas anéalises foram resumidos e descritos na Tabela 12.

Tabela 12. Associacdo entre as varidveis clinicas e a expressao dos demais genes
analisados (valores de p).

Evento GBd7 Idade MO14 Resposta Risco SNC Translo -

cagao
BLVRB 0,81 0,597 0,725 0,349 0,726 0,381 0,251 0,593
CD44 0,511 0,759 0,866 0,585 0,925 0,449 0,734 0,704
CDé69 0,933 0,911 0,214 0,539 0,771 0,826 0,076 0,254
CDK2AP1 0,967 0,98 0,567 0,379 0,642 0,973 0,556 0,955
EGR1 0,404 0,59 0,14 0,817 0,937 0,29 0,270 0,933
F8A 0,971 0,693 0,78 0,31 0,813 0,481 0,817 0,278
KCNN4 0,971 0,916 0,488 0,743 0,832 0,467 0,101 0,456
MAP3K12 0,912 0,467 0,808 0,134 0,126 0,607 0,651 0,888
PCDH?9 0,846 0,888 0,599 0,996 0,852 0,368 0,70 0,278
SHOCK2 0,257 0,49 0,877 0,122 0,178 0,565 0,218 0,746
GATA3 0,528 0,924 0,792 0,284 0,366 0,656 0,811 0,644
GPR56 0,063 0,40 0,437 0,188 0,339 0,417 0,069 0,105
IGBP7 0,377 0,667 0,757 0,957 0,777 0,288 0,815 0,434
KCNN1 0,352 0,371 0,440 0,677 0,698 0,515 0,435 0,185
MANIAT 0,572 0,180 0,014 0,254 0,325 0,151 0,491 0,728
RPLP2 0,918 0,394 0,248 0,722 0,628 0,232 0,380 0,306
CLECIIA 0,579 0,649 0,950 0,471 0,626 0,808 0,216 0,091
TCFL5 0,658 0,240 0,166 0,144 0,871 0,772 0,498 0,541
TRIM24 0,743 0,758 0,31 0,468 0,702 0,776 0,737 0,744
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4.2 ANALISE DE SOBREVIDA LIVRE DE EVENTOS - Pacientes portadores

de LLA submetidos ao protocolo de tratamento do GBTLI

Para a analise da sobrevida livre de eventos (SLE) foram utilizados os
dados de expressao de cada gene estudado de acordo com os valores abaixo da
mediana (hipoexpressos) e acima da mediana (hiperexpressos) de cada paciente. As
curvas de sobrevida foram feitas para todos os genes estudados, pelo teste log hank e
as curvas de Kaplan Meiyer estdo representadas nas figuras 4 a 13.

A SLE em 5 anos de todos os pacientes analisados em conjunto foi de
76% (RB-82% wvs AR-66%). Na andlise de SLE em 5 anos dos genes analisados,
observamos uma associacdo significativa entre a sobrevida dos pacientes e a
hiperexpressao dos genes SHOC2 (p=0,032) e GPR56 ( p= 0,05).

Todos os demais genes analisados ndo apresentaram associacao

significativa entre a sobrevida e os niveis de expressao.
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Figura 4- Sobrevida livre de eventos para os grupos de pacientes com expressdo do gene FSA
(p=0,781) e CDK2AP1 (0,062).
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Figura 6- Sobrevida livre de eventos para os grupos de pacientes com expressdao do gene

KCNNT1 (p=0,662) e RPLP2 (p=0,453).
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Figura 7: Sobrevida livre de eventos para os grupos de pacientes com expressdo do gene
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Figura 8- Sobrevida livre de eventos para os grupos de pacientes com expressao do gene
MAN1A1 (p=0943) e TCFL52 (p=0,094).
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Figura 9- Sobrevida livre de eventos para os grupos de pacientes com expressdao do gene TC
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Figura 10- Sobrevida livre de eventos para os grupos de pacientes com expressdo do gene
GATA3 (p=0,617) e PCDH9 (p=0,857)
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Figura 11- Sobrevida livre de eventos para os grupos de pacientes com expressdo do gene
KCNN4 (p=0,626) e IGFBP7 (p=0,182)
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Figura 12- Sobrevida livre de eventos para os grupos de pacientes com expressdo do gene
EGRI1 (p=0,500) e CLEC11A (p=0,991)
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Figura 13- Sobrevida livre de eventos para os grupos de pacientes com expressdo do gene
TRIM24(p=0,407)

4.3 ANALISE DE CORRELACAO ENTRE OS VALORES DE EXPRESSAO

Para verificar se os genes estudados no presente trabalho apresentavam
correlacdo entre si, realizou-se a andlise da correlagdo entre os valores de expressao
dos genes através do coeficiente de correlacdo de Spearman. Os genes foram
agrupados com relacdo a resisténcia e/ou sensibilidades aos quimioterapicos
prednisona, asparaginase, daunorrubicina e vincristina.

Entre o grupo de genes associados a prednisona observou-se uma forte
correlacdo entre os genes BLVRB, CDK2AP1 e F8A (p < 0,02). Para os genes
associados a vincristina, verificou-se uma correlagdo significativa entre os genes
CD44 e RPLP2, KCNN1, TCFL5 e RPLP2 e ainda entre os genes TCFL5, TRIM24 e
RPLP2 (p < 0,05).

Os valores verificados para essa correlagao encontram-se detalhados

nas tabelas 13 e 14.
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Tabela 13: Coeficiente de relacdo de Spearman observado entre os genes associados a

prednisona
BLVRB CD69 CDK2AP1 F8A
Spearman's tho BLVRB Coeficiente de relacao 1,000 0,045 0,200 0,405
Sig. (2-tailed) 0,599 0,018* 0,000*
CD69 Coeficiente de relagdo 0,045 1,000 0,141 0,312
Sig. (2-tailed) 0,599 0,097 0,000*
CDK2AP1 Coeficiente de relagdo 0,200 0,141 1,000 .075
Sig. (2-tailed) 0,018* 0,097 0,376
F8A Coeficiente de relacao 0,405 0,312 0,075 1,000
Sig. (2-tailed) 0,000* 0,000* 0,376

*Estatisticamente significativo

Tabela 14: Coeficiente de relacdo de Spearman observado entre os genes associados a

vincristina
CD44 KCNN1 TCFL5 TRIM24 RPLP2

Spearman's tho CD44 Coeficiente de relagédo 10,000 -0,159 -0,082 -0,036 0,219
Sig. (2-tailed) 0,063 0,342 0,678 0,010
KCNNI1 Coeficiente de relacao -0,159 10,000 0,312 0,141 -0,174
Sig. (2-tailed) 0,063 0,000 0,099 0,041
TCFL5 Coeficiente de relagido -0,082 0,312 10,000 0,494 0,442
Sig. (2-tailed) 0,342 0,000 0,000 0,000
TRIM24 Coeficiente de relagédo -0,036 0,141 0,494 10,000 0,195
Sig. (2-tailed) 0,678 0,099 0,000 0,022
RPLP2 Coeficiente de relacao 0,219 -0,174 0,442 0,195 10,000

Sig. (2-tailed) 0,010 0,041 0,000 0,022

* Estatisticamente significativo

Com relagdo aos genes associados a resisténcia e ou sensibilidade a
daunorrubicina, verificou-se uma correlacao positiva entre os genes MAP3K12, EGR1

e KCNN4 (p< 0,02). O gene SHOC2 também esteve significativamente correlacionado
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com os genes PCDH9 e EGR1 (p< 0,05) além de apresentar uma tendéncia a

correlacdo com o gene KCNN4 (p = 0,09). Todos os dados estdo representados na

tabela 15.

Tabela 15: Coeficiente de relacdo de Spearman observado entre os genes associados a

daunorrubicina.

MAP3K12 SHOC2 PCDH9 EGR1 KCNN4
Spearman'stho MAP3KI2  Coeficiente de relagdo 1,000 0,046 0,049 0,406 0,201
Sig. (2-tailed) 0,590 0,566 0,000* 0,017*
SHOC2 Coeficiente de relacido 0,046 1,000 0,176 0,207 0,144
Sig. (2-tailed) 0,590 0,038* 0,014* 0,090
PCDH9 Coeficiente de relacdo 0,049 0,176 1,000 0,135 0,033
Sig. (2-tailed) 0,566 0,038 0,112 0,702
EGRI1 Coeficiente de relacado 0,406 0,207 0,135 1,000 0,282
Sig. (2-tailed) 0,000* 0,014* 0,112 0,001*
KCNN4 Coeficiente de relacido 0,201 0,144 0,033 0,282 1,000

Sig. (2-tailed) 0,017* 0,090 0,702 0,001*

*Estatisticamente significativo

Para os genes pertencentes ao grupo de resisténcia relacionado ao

quimioterdpico asparaginase, o teste de Spearman mostrou uma correlacdo

estatisticamente significativa entre os genes GATA3 e IGFBP7 (p=0,008). Outra

correlacdo positiva, destacada na tabela 16, foi observada entre os genes GPR56 e

MAN1A1 (p<0,001) e entre os genes IGFBP7 e CLEC11A (p= 0,002).
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Tabela 16: Coeficiente de relacdo de Spearman observado entre os genes associados a

asparaginase

GATA3 GPR56 IGFBP7 MAN1A1 CLECI11A
Spearman's tho GATA3  Coeficiente de relacdo 1,000 -0,098 -0,226 -0,090 0,062
Sig. (2-tailed) 0,251 0,008* 0,293 0,469
GPR56 Coeficiente de relagao -0,098 1,000 -0,026 0,486 0,152
Sig. (2-tailed) 0,251 0,760 0,000* 0,076
IGFBP7  Coeficiente de relagdo -0,226 -0,026 1,000 -0,108 0,264
Sig. (2-tailed) 0,008* 0,760 0,206 0,002*
MANIA  Coeficiente de relacdo -0,090 0,486 -0,108 1,000 0,011
Sig. (2-tailed) 0,293 0,000* 0,206 0,894
CLEC11 Coeficiente de relacédo 0,062 0,152 0,264 0,011 1,000

Sig. (2-tailed) 0,469 0,076 0,002* 0,894

*Estatisticamente significativo

4.4 ANALISE DE EXPRESSAO GENICA DOS GENES SHOC2 E GPR56 -

Pacientes portadores de LLA submetidos ao protocolo de tratamento BFM-2000

De acordo com as andlises realizadas anteriormente observamos que
dentre o painel de genes avaliados os genes SHOC2 e GPR56 mostraram-se
significativamente associados a uma elevada SLE, destacando-se entre os demais
como possiveis marcadores de bom progndstico (associado a resposta ao tratamento).
Dessa forma, com o intuito de avaliar o perfil de expressdo dos mesmos em pacientes
portadores de LLA submetidos a outro protocolo de tratamento, foram analisados 60
pacientes pertencentes ao grupo AIEOP e submetidos ao protocolo do BFM-2000.

Os pacientes foram divididos inicialmente de acordo com o risco de
recaida, avaliado no 14° dia da indugao e que determina dois grupos: risco basico e

risco alto risco, sendo que ambos apresentaram boa resposta a prednisona na fase de
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indu¢do. Quando se avaliou o perfil de expressdo dos dois grupos observou-se um
padrdo de expressao significativamente superior do gene SHOC2 entre os pacientes
de risco basico quando comparados aos pacientes classificados como de alto risco
(p=0,0005). Por outro lado, a analise de expressao para o gene GPR56 ndo apresentou
diferenca estatisticamente significativa entre os dois grupos analisados (p=0,136). Os

dados referentes a essas andlises estdo demonstrados nas figuras 14 e 15.
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Figura 14. Perfil de expressdo do gene SHOC2 entre os grupos de pacientes de alto e baixo
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Filg?ura 15. Perfil de expressdao do gene GPR56 entre os grupos de pacientes de alto e baixo
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Posteriormente, foram incluidos na andlise os pacientes inicialmente
classificados como maus respondedores a prednisona na fase de indugdo. O perfil de
expressdo génica dos genes SHOC2 e GPR56 foi entdo avaliado em trés grupos de
pacientes: bons respondedores e de risco basico, bons respondedores e de alto risco
de recidiva e finalmente os maus respondedores a prednisona.

O perfil de expressao do gene SHOC2 observado inicialmente se
manteve quando reagrupamos os pacientes e incluimos o grupo de maus
respondedores e, além disso, observou-se que a média de expressao tende a diminuir
de acordo com um pior fator prognéstico. Quando comparamos o grupo de risco
basico e o grupo de pacientes que apresentaram ma resposta a prednisona,
observamos indices de expressdo significativamente diminuidos (p=0,009). Ao
analisar o perfil de expressdo entre os grupos de alto risco e de maus respondedores,
observou-se uma tendéncia de associagdo entre a elevada média de expressdo do
SHOC2 e o grupo de alto risco, entretanto a diferenca obtida nao foi estatisticamente
significativa (p=0,06).

Na anélise do gene GPR56 também se pode observar uma queda na
expressdo relacionada com um pior fator prognéstico porém, nao foram observadas

diferencas estatisticamente significativas entre os grupos analisados (Figuras 16 e 17).
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Figura 16. Perfil de expressao do gene SHOC2 entre os pacientes de riscos basico e alto e

pacientes com lenta resposta a prednisona. Risco bdasico vs maus respondedores
apresentaram p=0,009 e alto r@ vs maus respondedores p=0,06.
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Figura 17. Perfil de expressdao do gene GPR56 entre os pacientes de riscos basico, alto e

pacientes com lenta resposta a prednisona. Risco basico vs maus respondedores
apresentaram p=0,20 e alto risco vs maus respondedores p=0,83.
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Para verificar a relacdo entre a expressdo dos genes estudados e as
varidveis clinicas realizou-se a analise comparativa entre a expressdao dos genes
SHOC2 e GPR56 e as varidveis: idade (entre 1-9 anos versus <1 ano/>9 anos),
namero de glébulos brancos ao diagnéstico (maior ou menor que 50000/ mm?3) e
presenca de doenca residual minima no trigésimo terceiro dia da inducdo. A analise
do perfil de expressao do gene SHOC2 em relacdo ao nimero de glébulos brancos ao
diagnostico ndo apresentou diferencga significativa (p=0,06) e o mesmo ocorreu para o
gene GPR56 (p=0,11). A figura 18 representa os resultados encontrados para essa
analise. Com relacdo a idade e a DRM também nao observamos diferenca
significativa (p= 0,35 e p= 0,27 para o gene SHOC2 e p= 0,15 e p= 0,48 para o gene

GPRb56, respectivamente).
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Figura 18. Perfil de expressdo dos genes SHOC2 e GPR56 em relagdo a contagem inicial de
glébulos brancos (WBC); p =0,06 e p = 0,11 respectivamente).
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4.5 ANALISE DA EXPRESSAO PROTEICA DO GENE SHOC2

Ap6s a andlise do perfil de expressao dos 19 genes descritos
anteriormente e da andlise dos genes SHOC2 e GPR56 nos pacientes de LLA
submetidos ao protocolo de tratamento do BFM-2000, decidiu-se avaliar a expressao
protéica do gene SHOC2 por ter se mostrado o gene mais promissor como possivel
candidato a marcador prognostico.

Para avaliar a expressao protéica do gene SHOC2 foram estudadas 50
amostras de LLA de pacientes submetidos ao protocolo de tratamento do GBTLI-99.
Avaliou-se também a expressdo protéica da amostra de medula éssea normal
utilizada inicialmente como calibrador na analise de expressdao génica por RT-PCR
em tempo real. Como controle endégeno do experimento foi avaliada a expressdao da
proteina GAPDH e como controle positivo da expressdo protéica do SHOC2 foi
utilizado o lisado protéico da linhagem celular leucémica Jurkat, que sabidamente
apresenta elevada expressdo de tal proteina.

As amostras de proteina dos pacientes portadores de LLA foram
divididas em dois grupos baseando-se no perfil de expressao génica. As amostras
que apresentaram niveis de expressao abaixo da mediana foram consideradas como
hipoexpressas e da mesma maneira, as que apresentaram expressido acima da
mediana foram consideradas como hiperexpressas.

Dentre as amostras pertencentes aos dois grupos analisados
observamos uma correlacdo altamente significativa entre o perfil de expressao do

gene SHOC2 e a expressao protéica. Quando avaliamos o grupo de pacientes que
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apresentaram baixos niveis de expressdo do gene SHOC?2, verificamos que 84% das
amostras analisadas apresentavam hipoexpressdo da proteina comparadas a
expressdo do controle endégeno. Por outro lado, a anélise do grupo de pacientes que
apresentou niveis de expressao significativamente elevados quando avaliado por RT-
PCR em tempo real, apresentou um indice de expressdo protéica de 97%, mostrando
uma correlacdo extremamente significativa entre a expressao génica e a expressao
protéica do gene SHOC2. A figura 19 ilustra a expressao génica do gene SHOC2 e a

validacdo da expressdo protéica através de western blotting.
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Figura 19. Perfil de expressao do gene SHOC2. A) Perfil de expressdo génica através de RT-
PCR quantitativa e B) Confirmacdo da expressdo protéica através da andlise realizada por

@ern blotting.
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4.6 SILENCIAMENTO DO GENE SHOC2 POR RNAI

Com o intuito de verificar o papel da proteina SHOC2 no processo de
sensibilidade as drogas, realizou-se o silenciamento do gene SHOC2 para determinar
o efeito da supressdo génica na linhagem celular leucémica Jurkat. Suspensdes de
células Jurkat foram transfectadas com o siSHOC2 e com o siRNA controle negativo e
coletadas apds 48 horas para andlise de expressdo do RNAm, e apos 24, 48, 72 e 96
horas para andlise da expressao protéica. Outro controle realizado foi a manutencao
da cultura celular somente com o agente utilizado na transfeccdo, a lipofectamina.
Quando comparadas com as células Jurkat mantidas normalmente em meio de
cultura RPMI, a transfeccao com o siRNA controle negativo assim como as células
mantidas em meio com lipofectamina ndo apresentaram alteracdo da expressdo
génica e protéica referente ao SHOC2.

As células Jurkat transfectadas com o siSHOC2 apresentaram uma
reducdo na expressdo génica de 83% em relacdo ao siRNA controle negativo e as
células nao transfectadas apds 48 horas. O ensaio de silenciamento génico através do
siRNA esté representado na figura 20.

Para a verificagdo da supressdo protéica foram coletadas amostras de
proteinas das células transfectadas com siSHOC2, transfectadas com o siRNA
controle negativo e somente com o lipofectamina. A supressdo da expressao protéica

foi observada 96 horas ap6s a transfecgao (Figura 21).
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Figura 20. Silenciamento génico do gene SHOC2. Silenciamento génic ducdo de 83% na
expressao génica do gene SHOC2 48 horas ap6s a transfeccdo com o s15HOC2. Os dados
representam a média de trés experimentos independentes.
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Figura 21. Western blotting para analise da expressdo protéica da proteina SHOC2.
supressdo protéica foi verificada 96 horas apds a transfeccdo. A expressdao de GAPDH
utilizada como controle.
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4.7 ENSAIO DE PROLIFERACAO E VIABILIDADE CELULA@

A linhagem celular Jurkat foi cultivada em meio RPMI suplementado
com SBF (10%) assim como as linhagens transfectadas com o siSHOC2 e o siRNA
controle negativo. Todas as linhagens foram cultivadas em placa com uma contagem
inicial de 1,0x10% células e avaliadas nos tempos 24, 48, 72 e 96 horas apds a
transfeccdo. A linhagem Jurkat assim como a linhagem transfectada com o siRNA
controle negativo apresentaram taxa de proliferacdo constante ao longo das 96 horas
avaliadas, sendo que houve um pico de proliferacdo apdés 72 horas seguido de
reducdo da proliferacao quando avaliadas apds 96 horas.

A linhagem celular transfectada com o siSHOC2 no entanto, apresentou
uma significativa redugdo na proliferacdo quando comparada a linhagem celular normal
(ndo transfectada) observada 24 e 48 horas apds a transfeccao (p=0.0005 e p=0,05,
respectivamente). Quando comparada ao controle negativo, a linhagem Jurkat
transfectada apresentou uma reducdo significativa na proliferacdo 24 horas apds a
transfeccao (p=0,03). Nos demais tempos analisados, embora a curva de crescimento
demonstre uma clara redugdo na proliferacdo das células transfectadas, ndo foi observada
diferenca estatistica. As curvas de proliferacdo estdo demonstradas na figura 21.

O teste de viabilidade celular demonstrou que todas as linhagens
apresentaram indices de viabilidade celular equivalentes a 85% ao longo das primeiras 72
horas e todas apresentaram um decréscimo na viabilidade celular no dltimo tempo
analisado (96 horas). Embora a viabilidade celular tenha reduzido, as linhagens celulares

transfectadas ou nao, apresentaram indices de viabilidade semelhantes (61%).
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Figura 22. Proliferacdo celular da linhagem Jurkat. Padrao de proliferacdo obtido apds a
transfeccdo das linhagens com o siSHOC2 e com o siRNA controle negativo em relacdo a
linhagem celular normal (ndo transfectada). O grafico representa os dados obtidos através da
média de trés experimentos independentes (desvio padrao <0,05). @
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4.8 ENSAIO DE INDUCAO DE APOPTOSE

Apos verificarmos a redugdo da viabilidade celular através da
transfeccdo com o siRNA, tornou-se importante avaliar se a mesma estava ocorrendo
por meio da indugdo de apoptose ou simplesmente por indugdo de necrose celular.
As linhagens foram entdo transfectadas com o siSHOC2 e com o siRNA controle
negativo e analisadas 96 horas apods a transfeccdo (tempo em que foi comprovada a
repressao da expressdo protéica do gene SHOC2). Além destas, analisamos também a
linhagem Jurkat que foi utilizada como parametro normal.

O ensaio de indugao de apoptose confirmou o indice de necrose celular
indicado pelo ensaio de viabilidade, mostrando que a redugao da viabilidade ocorreu
pela presenca de necrose celular e nao pela inducdo de apoptose. Quando
comparamos o numero de células apoptoéticas entre a linhagem celular transfectada
com siSHOC2 e as linhagens transfectada com o siRNA controle negativo e a
linhagem Jurkat ndo transfectada, ndo foram observadas diferencas estatisticamente
significativas (p=1,0 e p=0,21 respectivamente). Por outro lado, ao analisar a
porcentagem de células vidveis observou-se uma diferenca significativa entre a
linhagem transfectada com o siSHOC2 em relacdo a linhagem celular normal
(p=0,01) e ao controle negativo, transfectada com o siRNA controle, (p=0,04). Os

dados referentes a essa andlise estdo destacados na figura 22.
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Figura 23. Ensaio iabilidade celular. Padrdo de necrose Celulaﬁbliados 96 horas apos
a transfeccdo demonstrando a reducdo da porcentagem de necrose celular entre a linhagem
transfectada com siSHOC2 em relagdo ao controle negativo (p=0,02) e a linhagem normal
nao transfectada (p=0,01).
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Figura 24: Ensaio nducdo de apoptose. Padrao de inducao de apoptose @iado 96 horas
ap6s a transfeccaoaemonstrando a reducdo da porcentagem de apoptose ertre a linhagem
transfectada com siSHOC2 em relagdo ao controle negativo (p=0,50) e a linhagem normal
nao transfectada (p=0,03).
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5. DISCUSSAO

5.1 ANALISE DO PERFIL DE EXPRESSAO GENICA

Holleman e colaboradores (2004), através de microarranjos de
oligonucleotideos, determinaram uma série de genes cuja expressdo estd associada a
resisténcia ou sensibilidade aos diferentes quimioterapicos normalmente utilizados
na fase de indugao do tratamento de LLA: prednisona, vincristina, L-asparaginase e
daunorrubicina, demonstrando que o padrdo de expressdao génica apresentou-se
associado com a evolucdo clinica dos pacientes. Com o intuito de confirmar a
expressdo geénica desses genes e identificar possiveis marcadores progndsticos, o
presente trabalho avaliou criangas e adolescentes portadores de LLA em relagao a

expressdo génica de 19 genes.

5.1.1 Padrao de expressao dos genes associados a prednisona

Dentre os genes envolvidos com a resisténcia e/ou sensibilidade ao
quimioterdpico prednisona estdo os genes: FSA, CDK2AP1, BLVRB e CD69.

O gene F8A, responsavel pela codificacdo do fator de coagulacdo
sanguinea 8, foi inicialmente descrito em 1984 (Toole et al., 1984) e mutagdes nesse
gene acarretam a hemofilia, que representa a desordem de coagulagdo mais

frequentemente descrita. O fator VIII é um heterodimero ndo covalente formado de
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uma cadeia pesada e uma cadeia leve. Os ifons metdlicos sdo criticos para a
integridade do fator VIII, sendo que os ions Cu e Ca** sdo responsaveis,
respectivamente, por estabilizar o heterodimero e gerar a conformacao ativa do fator.
A ativacdo do fator VIII, catalisada pela trombina, parece ser dependente de
interagdes com ligantes anidnicos que convertem o heterodimero para o cofator ativo,
conhecido como FVIIIA (Fay, 2006). No presente trabalho ndo foi observada
nenhuma associacdo entre a expressdo do gene FSA e os parametros clinicos
analisados. Por outro lado, embora esse dado ndo tenha relatado nenhuma
associacdo significativa, ele se mostra importante visto que a real participacdo do
gene FSA em processos de resisténcia e sensibilidade aos quimioterapicos ainda
permanece desconhecida e até o presente momento ndo tem sido relatada pela
literatura.

CDK2AP1, também conhecido como p12DOC-1 é um gene supressor de
crescimento altamente conservado e que foi identificado e isolado de queratindcitos
normais (Todd et al.,, 1995). Estudos tém demonstrado que a P12 pode inibir a
replicagdo do DNA através da ligacdo a DNA polimerase a-primase (Matsuo et al.,
2000) e mais recentemente foi demonstrada também sua interacdo com a regulagao
de quinases dependentes de ciclina (cdks). A P12 esta associada com a regulacao
negativa da atividade da CDK2, pelo seqiiestro do pool monomérico (inativo) de
CDK2 e sinalizando a CDK2 para a protedlise em condigdes de superexpressdo da
P12 nas células (Hu et al., 2004).

No presente estudo, a analise do perfil de expressdo do gene CDK2AP1

mostrou um padrdo elevado de expressao entre os pacientes de LLA do tipo B em
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relacdo aos portadores de LLA do tipo T, sugerindo que a hiperexpressao desse gene
poderia ser correlacionada como fator de prognostico favoravel em leucemia, visto
que normalmente as leucemias do tipo B apresentam melhor prognéstico em relagao
as leucemias do tipo T. Outras associagdes da expressdo da P12 com fatores
prognosticos ja foram descritas pela literatura em diferentes tipos de cancer. Shintani
e colaboradores (2001) demonstraram que em carcinomas orais de células escamosas
a reducao ou a perda da expressao da P12 esteve associada com graus elevados de
invasdo tumoral, além de piores indices de sobrevida dos pacientes. Além disso, a
hiperexpressdao do gene foi relacionada com a redugdo do crescimento celular e a
inducdo de apoptose, os quais provavelmente podem ser indicados como
responsaveis pela presenca de fendtipos menos invasivos e a baixa agressividade
tumoral descritas em neoplasias como cancer de prostata e cancer géstrico
(Zolochevska; Figueiredo, 2009; Choi et al., 2009; Hiyoshi et al., 2009). No entanto,
apesar dos nossos achados e das diversas associagdes concordantes relatadas pela
literatura, a relevancia fisiologica da interacdo entre a P12 e a CDK2 ndo somente em
leucemia como nas neoplasias em geral ainda precisa ser elucidada.

A biliverdina redutase é uma enzima oxidoredutase responsavel por
catalisar o dltimo passo da degradacdo heme, convertendo o produto heme
degradado, biliverdina, em bilirrubina. Pode ser classificada em duas isoformas de
acordo com a especificidade do substrato: biliverdina IX alfa redutase e biliverdina
IX beta redutase (Komuro et al.,, 1996). A biliverdina IX beta redutase (BLVRB),
catalisa a producdo, dependente de pirimidina, de bilirrubina IX beta, que é o maior

catabolito heme durante o desenvolvimento fetal inicial e que no adulto apresenta
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também atividade como redutase férrica (Pereira et al., 2001). No presente trabalho,
observou-se um perfil de expressao elevado do gene BLVRB relacionado com a baixa
contagem de glébulos brancos ao diagnéstico (<50.000/mm?3). O alto indice de
expressdo génica do BLVRB pode sugerir consequentemente, um aumento da
bilirrubina que embora ndo tenha sido associada a nenhum tipo de neoplasia, ja foi
descrita participando de processos como a inibicdo da resposta imune de linfécitos
humanos, producdo de interleucina? e citotoxidade celular mediada por anticorpos.
Além disso, a bilirrubina pode atuar ndo somente como antioxidante,
mas também pode inibir a fosforilacdo protéica e a atividade de enzimas como a
proteina quinase C e a NADPH oxidase, que uma vez inibida pode causar deplecao
de NADH e consequentemente causar o bloqueio da formagdo de radicais livres e
deplecdo de ATP, acarretando, por exemplo, a apoptose de células tumorais (Saito et

al., 1995; Maines et al., 1999; Whitby et al., 2002).

Ultimo gene associado a prednisona a ser analisado, o gene CD69
codifica um antigeno indutor de ativagdo, que atua como receptor de transducao de
sinais e faz parte do complexo de células da familia natural killer (NK). A CD69 é uma
glicoproteina transmembrana do tipo II e sua expressdao é induzida in vitro na
maioria das células da linhagem hematopoiética incluindo linfécitos B e T, células
NK, macrofagos, eosindfilos e neutréfilos, enquanto mnos humanos é
constitutivamente expressa nos mondcitos plaquetas e células de Langerhans

(Marzio et al., 1999). Além disso, relatos da literatura demonstraram que as células B

secretam imunoglobulina e produzem citocinas depois de interagirem com as células
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NK, ilustrando a importancia da interagdo entre essas duas linhagens celulares (Cho
et al., 2004).

Nossos dados mostraram uma associacdo significativa entre a
hiperexpressao da molécula CD69 e os pacientes que apresentaram DRM positiva no
28° dia ap6s a inducdo, sugerindo que o aumento da expressdao desse gene pode estar
relacionado com algum tipo de resisténcia ao tratamento, acarretando um pior
prognoéstico e consequentemente uma elevada possibilidade de recaida. Outros
autores como Cho e colaboradores (2004) encontraram achados semelhantes ao
investigarem o mecanismo de resisténcia a quimioterapia citotéxica em culturas de
células NK e em células Raji. Eles verificaram que na presenca de células NK, as
células Raji adquiriram resisténcia a doxorrubicina, além de detectar a upregulation
da CD69 nessas células, sugerindo a participagao das células NK e da molécula CD69
no processo de resisténcia a doxorrubicina.

Outro dado interessante, apresentado por Hantschel e colaboradores
(2008), demonstra a hiperexpressao de CD69 em presenga da translocagio BCR-ABL
em pacientes portadores de leucemia miel6éide cronica e a posterior queda de
expressdo apOs tratamento com inibidores de BCR-ABL sugerindo ainda a
participagdo da molécula CD69 como marcador da atividade BCR-ABL. Estes relatos
da literatura, juntamente com os dados descritos no presente trabalho, embora muito
interessantes, indicam ainda a necessidade de maiores investigacdes para elucidar a

exata fungao do gene CD69 em leucemias.
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5.1.2 Padrao de expressao dos genes associados a vincristina

Dentre os genes analisados nesse estudo e associados a vincristina
estdo: CD44, RPLP2, TCFL5, KCNN1 e TRIM24.

A CD44, principal receptor de acido hialurénico (HA) em diversos
tipos celulares (Underhill, 1992), é uma glicoproteina transmembrana que pertence a
familia de moléculas de adesdo e inicialmente foram tidas como mediadoras de
linfécitos aos tecidos linféides periféricos. Na andlise do perfil de expressao realizada
neste trabalho, observou-se apenas a associagdo do perfil de expressao elevado entre
pacientes CALLA negativos (p= 0,03), sugerindo a participacdo desse gene como um
marcador de progndstico desfavoravel. Atualmente a participacdo das moléculas de
CD44 desencadeando processos fisiologicos e patologicos tais como interagdes célula-
célula e célula - matriz extracelular, migracdo celular e apresentagao de quimiocinas e
fatores de crescimento, ja é bem reconhecida. Além disso, a CD44 pode participar da
ativacdo de leucécitos, hematopoiese e ainda da propagacdo metastatica de células
tumorais, o que também poderia caracterizar a participacdo dessa molécula como
fator prognostico (Lesley et al., 1993; Naor et al, 1997; Kincade, et al., 1997;
Bourguignon et al., 1998; Jothy, 2003). No entanto, o papel preciso da CD44 como
elemento regulatério no crescimento e invasdo tumoral, bem como seu papel no
processo de resisténcia a drogas, ainda ndo foi claramente descrito pela literatura.

RPLP2 que codifica a proteina ribossomal P2, que desempenha um
importante papel no processo de elongacdo durante a sintese protéica. Ja foi

previamente descrita em células mutantes de cancer pancreatico, apresentando-se
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significativamente hiperexpressa (Kiinzli et al., 2007), entretanto ndo existem outros
relatos na literatura a respeito do seu padrao de expressao. Os dados apresentados
neste trabalho também ndo observaram nenhuma alteragdo no seu perfil de
expressao.

O gene TCFL5 codifica um fator de transcricdo, também conhecido
como Cha, pertencente a familia bHLH (basic helix-loop-helix). A regidao HLH do fator
Cha apresenta um dominio de dimerizacao (Myc-type) necessario para a formagao de
heterodimeros entre os membros dessa classe. Neste trabalho observamos um
aumento de expressao do gene TCFL5 entre pacientes bons respondedores e que
apresentavam a translocacdo TEL/AMLI sugerindo a participagdo desse gene como
um fator de bom prognostico para os pacientes portadores de LLA. Em
contrapartida, observou-se também que a hiperexpressdo génica esteve associada
com a presenca de DRM no 28° dia ap6s a inducdo. Sabe-se que tanto o RNAm como
a proteina Cha, sdo expressos ubiquamente em diversos tecidos humanos, podendo
explicar a presenca da expressao elevada mesmo quando comparamos os pacientes
portadores de LLA estratificados por varidveis clinicas. Ja foi relatada ainda, a
participacdo da proteina Cha em células T onde a hiperexpressao protéica reduz a
expressdao da molécula CD2 (gene upstream stimulatory factor (USF) dependente),
indicando que a proteina Cha pode ser um novo fator de transcricio que regula
negativamente a transcricdo USF dependente (Rodriguez et al., 2003).  No entanto,
até o presente momento, ndo existem dados na literatura, que descrevam a real
participacdo desse gene em processos neoplasicos e em processos de resisténcia a

quimioterapia, que possam explicar a discrepancia dos dados obtidos.
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Outro gene que teve o perfil de expressao analisado foi o gene TRIM?24.
A proteina por ele codificada é responsavel pelo controle transcricional por meio da
interacdo com a regido de ativacdo de funcdo (conhecida como AF2) de diversos
receptores nucleares, como estrégeno, 4cido retindico e receptores de vitamina D. Ja
foram descritas duas variantes derivadas de splicing alternativo do gene, sendo uma
delas (HTIF1 alpha) um coativador de transcricdo capaz de mediar a atividade
RARalpha e interagir com o gene PML (regido conhecidamente critica na leucemia
mieléide aguda). A andlise da expressdao do gene TRIM24 no presente estudo
apresentou indices elevados entre pacientes com medula M1 no 28° dia apds a
inducdo e pacientes TEL/AMLI1 positivos. Além disso, observamos uma associagao
significativa entre a expressdo aumentada do gene e a presenca de DRM no 28° dia,
indicando o possivel papel do gene como um marcador progndstico. Esses dados,
porém, ndo podem ser explicados por ser este o primeiro trabalho a caracterizar o
perfil de expressdao desse gene em pacientes portadores de LLA. Outros autores
como Gandini e colaboradores (2002) demonstram que a hiperexpressao da variante
HTIFlalpha esteve presente entre pacientes portadores de LMA subtipo M1, além de
descreverem o alto indice de expressdao entre células de linhagem mieldide,
sugerindo a participacdo desse gene no processo de diferenciagdo mieldide.
Entretanto, ainda sdo necessdrias investigacdes que possam elucidar a fungdo do
gene TRIM24 em neoplasias e em processos de resisténcia ao tratamento
quimioterapico.

A andlise do ultimo gene associado ao quimioterapico vincristina, o

gene KCNN1, mostra diversas associagdes positivas entre a hiperexpressdo do gene e
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diversas varidveis clinicas como presenca do antigeno CALLA, a presenca da
translocacdo TEL/AML1 e também de DRM. Observou-se ainda uma freqiiéncia
elevada de expressdo entre pacientes com LLA do tipo T. A proteina codificada por
esse gene é uma proteina de membrana que forma um canal de célcio voltagem
independente e é membro da familia KCNN de canais de potassio (Litt et al., 1999).
Até o presente momento a literatura ndo dispde de dados que corroborem com os
dados encontrados neste trabalho, sendo este o primeiro a descrever o perfil de
expressdo do gene KCNN1 em LLA. Por outro lado, é muito importante ressaltar que
os dados encontrados, embora muito interessantes e estatisticamente significativos,

demonstraram um baixissimo nivel de expressao do gene KCNNI, fato que deve ser

levado em consideracao.

5.1.3 Padrao de expressao dos genes associados a L- asparaginase

Dentre os genes envolvidos com a resisténcia e/ou sensibilidade ao
quimioterdpico L-asparaginase foram analisados os seguintes: MAN1A1, CLECI11A,
IGFBP7, GPR56,e GATA3.

Quando analisamos os genes MANI1Al e GATA3 observamos uma
associagdo significativa (p=0,05 e p<0,001 respectivamente) entre o perfil de
expressao e a presenca do antigeno CALLA, sugerindo que a hiperexpressao desses
genes poderia estar correlacionada com um fator de bom prognéstico. O gene
MANI1A1 codifica a proteina transmembrana manosidase que é responsavel por

catalisar a hidrélise de residuos terminais nao redutores de alfa-D-manose em alfa-D-
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manosideos além de desempenhar um importante papel no catabolismo de
glicoproteinas N-ligantes por meio da degradacdo de oligossacarideos (Daniel et al.,
1994). Até o presente momento, ndo existem relatos da sua participagdo em
leucemias que possam ser confrontados com os dados encontrados nesse trabalho.
No entanto, seu valor prognéstico, embora raramente descrito pela literatura, ja foi
relatado em um trabalho que demonstra a hiperexpressio de MANIAIl em
adenocarcinoma de juncdo gastroesofdgica quando comparada a mucosa gastrica
normal. (Altorjay et al., 2005).

Outro gene analisado, o0 GATA3, além da associagdo com o antigeno de
superficie CALLA, esteve hiperexpresso entre a LLAs do tipo B quando comparado
as do tipo T (p=). O fator de transcricao GATA3, que é expresso especificamente nas
células T helper 2 (Th2), desempenha um papel fundamental no processo de
diferenciagdo dessas células (Ho et al, 1991) e ja foi descrito em leucemia
promieolocitica aguda, onde se apresentou significativamente hipoexpresso. Neste
trabalho publicado por Rice e colaboradores (2004) foram avaliados diversos fatores
de transcricdo e sua relacdo quanto a resposta ao acido transretindico (ATRA), que é
um inductor de diferenciacdao celular. Porém, embora o perfil de expressdo do gene
GATA3 se mostrou significativamente alterado, os autores ressaltam que os fatores
de transcricao nao agem individualmente como marcadores de resposta ao ATRA.

Um outro dado interessante descrito pela literatura, demonstra a
amplificacdo do gene GATA3, por meio de andlise gendmica comparativa (CGH) em
leucemias agudas secundérias em linfomas ndo Hodkin (Brusa et al, 2007). Uma

outra tentativa no intuito de elucidar o papel do gene GATAS3 foi a analise do perfil
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de expressdao do gene somente entre pacientes com LLA do tipo T. No entanto, ndo
foi encontrada nenhuma associa¢do significativa, o que demonstra que embora os
dados obtidos sugerem uma participacdo do gene como fator prognéstico, o perfil de
expressao desse fator de transcri¢do em LLA e sua possivel participagdo no processo
de resisténcia ao tratamento ainda permanecem desconhecidos.

O gene CLECI1A, que codifica uma glicoproteina membro da
superfamilia lecitina C-type, desempenha um papel como fator de crescimento de
células progenitoras hematopoiéticas primitivas (Hiraoka et al., 2001). Embora nao
foram encontradas diferencas significativas em relacdo a expressdao desse gene, no
presente trabalho, a participacdo desse gene no processo de proliferacdo de células
leucémicas foi recentemente descrito (Hiraoka, 2008).

Dentre os diversos fatores de crescimento conhecidos, analisou-se
também a expressao do gene IGFBP7, um fator de crescimento analogo a insulina,
descrito inicialmente em linhagens celulares de meningioma, onde se encontrava
hiporregulado (Murphy et al., 1993). A expressao desse gene ja foi descrita em
diversos tipos de neoplasias, sendo que o perfil da mesma varia desde hiper como
hipo regulado de acordo com o tipo tumoral (Komatsu et al., 2000, Watson et al.,
2002). Na anaélise do perfil de expressao desse gene em pacientes com LLA observou-
se um aumento significativo da expressdo entre pacientes com baixa contagem de
globulos brancos ao diagnostico (inferior a 50.000;mms3). Esse dado concorda com
outros relatos da literatura que descreveram o papel negativo do gene no

crescimento de diversos tipo de células tumorais(Wilson et al., 2002; Mutaguchi et al.,
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2003; Kato, 2000), sugerindo que o fator de crescimento IGFBP7 desempenha uma
funcdo como gene supressor tumoral.

Finalmente, o dultimo gene, associado com o quimioterdpico L-
asparaginase, analisado foi o gene GPRb56. Inicialmente descrito por Liu e
colaboradores (1999), o gene GPR56 codifica uma proteina G pertencente a subclasse
B de receptores acoplados a proteinas G secretin-like. As proteinas G, em geral, estdo
associadas a processos como transducdo de sinais e particularmente a GPR56, esté
associada ao processo de desenvolvimento neural (Piao et al., 2004) além de
contribuir com o crescimento celular, seja ele de células normais como também de
células tumorais, sendo que varios autores ja descreveram a alteracao do seu perfil
de expressdo (Ahola et al., 2002; Ikeguchi et al., 2003). Outros trabalhos anteriores
demonstraram a expressdo seletiva desse gene em células tronco hematopoiéticas,
sugerindo a participacdo do mesmo no processo de desenvolvimento e de identidade
celular multipotente (Terskikh et al., 2007). No presente estudo, o gene GPR56 que
no trabalho inicial realizado por Holleman e colaboradores (2004) esteve associado a
sensibilidade a asparaginase, se mostrou associado a fatores clinicos como baixa
contagem de glébulos brancos ao diagnéstico e também com elevada sobrevida livre
de eventos (p= e p= respectivamente), sugerindo o envolvimento do GPR56 como
fator prognostico positivo. Por outro lado, quando se avaliou a expressdo entre os
pacientes submetidos ao protocolo BFM, ndo foi observada nenhuma diferenca
significativa. Os dados existentes na literatura até o presente momento, também sao

divergentes.
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Diversos autores demonstraram o papel oncogénico do GPR56, por
meio da sua hiperexpressdo em varios tecidos tumorais, dentre eles metastases
Osseas de carcinomas de mama e de prostata, sugerindo que este gene promove a
proliferacdo de células tumorais (Hoey, et al., 2003). Por outro lado, Xu e
colaboradores (2006) descreveram o papel da proteina GPR56 como supressora do
crescimento tumoral além da inibicdo do processo de metastase celular em
melanomas. Essas divergéncias podem ser explicadas pelo fato de que a expressao
do GPR56, assim como a expressao génica como um todo, pode ser altamente variada
quando analisada em diferentes tipos de tumores. Além disso, sabe-se a proteina
GPR56 participa do processo de crescimento celular por meio da interacdo com
diversas vias complexas, como por exemplo, através da ativacdo de membros da
familia MAPK (proteinas quinases ativadas por mitégeno) que consequentemente
podem ativar fatores de transcricdo e promover a sintese de DNA e a divisao celular
(Gutkind, 2000). Entretanto, apesar dos relatos disponiveis ate o presente momento,
nenhum dado relacionado a LLA ou mesmo a malignidades hematopoiéticas, foi
descrito até o momento, demonstrando a importancia de estudos futuros para
elucidar a fungdo da GPR56 no processo de desenvolvimento e progressio da

leucemia linf6éide aguda.

5.1.4 Padrao de expressao dos genes associados a daunorrubicina

Os genes MAP3K12, PCDHY, EGRI, KCNN4 e SHOC2 estiveram
associados a daunorrubicina. As proteinas quinases ativadas por mitégeno (MAPKS)

sdo uma familia de proteinas (serinas ou treoninas), que atuam mediando os sinais
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de estimulo externo a maquinaria de processos biol6égicos fundamentais como
crescimento, proliferacdo, diferenciacdo, migracdo e apoptose (Chang; Karin, 2001). O
gene MAP3KI2 se mostrou hiperexpresso entre as leucemias do tipo T quando
comparado as leucemias do tipo B (p=0,006). Além disso, esteve associado com o
antigeno CALLA, apresentando-se hipoexpresso entre os pacientes CALLA
positivos. Esses dados sugerem a participacao do gene MAP3K12 com fatores de pior
prognostico em LLA. As evidencias pré - clinicas da atividade anti - leucémica dos
inibidores MAPK, sozinhos ou combinados com pequenas moléculas pro apoptéticas
ou agentes quimioterdpicos convencionais, fazem dos inibidores baseados nas
MAPKS, estratégias de tratamento que poderiam enriquecer a terapéutica contra as
leucemias humanas (Milella et al., 2004).

O EGR1 é um fator de transcricao multifuncional que regula respostas
celulares desde o surgimento da célula até o processo de apoptose, como
crescimento, diferenciacdo, transformacao e senescéncia celular (Adamson et al.,
2003). Ja esteve associado juntamente com as MAPKSs, como elemento regulador da
transcricdo de genes envolvidos na resposta a doxorrubicina, como o gene SERCA2
(Arai et al., 2000). Entretanto neste trabalho ndo se observou nenhuma associagao
significativa entre o seu perfil de expressao e fatores prognosticos importantes.

A protocaderina PCDHO faz parte de uma subfamilia de proteinas de
adesdo e reconhecimento célula-célula, dependente de calcio, da superfamilia de
caderinas (Strehl et al., 1998). No presente trabalho observou-se a associagdo entre a
hiperexpressdo do gene PCDHY e a presenca de doenga residual minima no 28 °© dia,

indicando o possivel envolvimento desse gene no processo de resisténcia ao
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tratamento, além de caracterizar um fator de mau prognéstico uma vez que pacientes
que apresentam DRM positiva apresentam chance significativamente maior de
recidiva. Este achado valida os dados descritos anteriormente por Holleman e
colaboradores, que também descreveram a associagdo deste gene com a resisténcia a
daunorrubicina. Essa hipotese, também foi levantada por Chen e colaboradores
(2002), que demonstraram a associacdo das protocaderinas com a resisténcia ao
processo de apoptose em células tumorais. Entretanto, devido a escassez de dados
disponiveis na literatura até o momento, estudos futuros que elucidem a participacao
das protocaderinas no processo de resisténcia a quimioterapicos em leucemias ainda
SA0 necessarios.

KCNN4, também conhecido como SK4 ou KCa4, é um canal condutor
intermediario de ions potadssio operado pelo fluxo intracelular de ions Ca?*. A
expressdo de KCNN4 parece estar associada primariamente com sistemas de
secrecdo como glandulas salivares mama, prostata e pulmdes, mas também ja foi
descrito em células sanguineas, epiteliais e endoteliais (Jensen et al., 2001). O papel
tisiol6gico do KCNN4 foi recentemente caracterizado utilizando camundongos knock
out, onde a deficiéncia do gene KNCC4 foi associada ao controle da proliferacdo dos
linfécitos T bem como na regulacdo do volume de células vermelhas. Bloqueadores
seletivos de KCNN4 também foram utilizados no intuito de revelar sua funcdao no
envolvimento patolégico de doencas como inflamagdo mediada por células T,
anemia falciforme (Jensen et al., 2001, Hoffman et al., 2003) e cancer (Stocker et al.,

2003). No presente trabalho, entretanto, ndo foi observada nenhuma alteracao
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significativa na expressdo desse gene que pudesse associd-lo a algum fator
prognostico importante.

O dultimo gene avaliado, que esteve associado a sensibilidade ao
quimioterdpico daunorrubicina, foi o gene SHOC2. Sua participagdo no processo de

resposta ao tratamento sera discutida a parte, no item seguinte.

5.2 PAPEL DO GENE SHOC?2 - Processo de resposta ao tratamento em LLA

No estudo feito por Holleman e colaboradores (2004) o gene SHOC2 se
apresentou associado a sensibilidade ao quimioterdpico daunorrubicina. No intuito
de confirmar esse dado, analisou-se o seu perfil de expressio em pacientes

pediatricos portadores de LLA.

5.2.1.Analise do perfil de expressao génica e protéica

A analise inicial do padrao de expressdo génica mostrou um aumento
significativo da expressdo relacionada a dois importantes fatores progndsticos.
Dentre eles a presenca do antigeno CALLA e a correlacdo mais importante, a elevada
sobrevida livre de eventos. Dentre todos os genes analisados, este foi o que mais se
ressaltou, visto que pareceu estar fortemente relacionado a fatores de bom
prognoéstico e poderia ser considerado um importante marcador na LLA. Para
confirmar essa hipétese, seria importante avaliar o perfil de expressdo génica do gene
SHOC2 em um grupo diverso de pacientes. Decidiu-se entdo, avaliar pacientes

pertencentes ao grupo AIEOP, que caracterizariam nao somente um grupo amostral
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com um background genético distinto, como também permitiria a andlise do perfil de
resposta ao tratamento de pacientes submetidos ao protocolo BFM. Essa anélise
confirmou os dados obtidos inicialmente e demonstrou uma correlacdo altamente
significativa entre a hiperexpressao do gene SHOC2 e o grupo de pacientes de risco
basico e que apresentaram com boa resposta inicial ao tratamento. Finalmente, para
verificar o nivel de correlagdio do gene, posteriormente foi analisada a expressao
protéica do mesmo, onde se pode confirmar a presenga da proteina SHOC2 entre os
pacientes de LLA, sugerindo mais uma vez que este gene pode representar um
importante marcador de bom progndstico em LLA.

O gene SOC-2 foi descrito primariamente em C. elegans e codifica uma
proteina composta basicamente de repeticdes de leucina, um dominio que esté
envolvido em interagdes proteina-proteina. O homoélogo desse gene em humanos,
SHOC2, demonstra um alto grau de conservacdo de sequéncias, sugerindo que
ambas as proteinas podem compartilhar importantes fungdes celulares (Selfors et al.,
1998). Em andlise da familia de proteinas RAS, com o intuito de encontrar fatores
possivelmente envolvidos na regulacdo dessa via, Derek e colaboradores (1998)
descreveram o papel da proteina SOC-2, durante o desenvolvimento de C. elegans,
como importante regulador da via RAS, agindo downstream, entretanto, acima da
proteina RAF. A andlise do homdélogo humano, SHOC2 também demonstrou a
possivel participacdo da proteina na via, agindo como ligante da proteina RAS,
entretanto essa ligagdo pareceu ser especifica das formas N-RAS e K-RAS, ndo

ocorrendo entre a forma H-RAS.
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Posteriormente, verificou-se que a proteina SHOC2 pode se ligar tanto
a proteina RAS como também a RAF1. O processo de ativacdo da via RAS ¢ ja
bastante conhecido, e sabe-se que RAS pode se ligar diretamente a RAF no processo
de ativagdo da via. No entanto, na presenca da SHOC2 essa afinidade de ligagao
aumenta consideravelmente e consequentemente a sinalizacdo dos eventos
subseqiientes da cascata. (Li et al., 2000). Outro dado interessante, destacado por
Rodriguez-Viciana e colaboradores (2006) é o fato de que a proteina SHOC2 nao é
capaz de se ligar as formas mutantes de RAS. Dessa forma pode-se caracterizar a
proteina SHOC2 como um importante fator de regulacao para os processos normais
de proliferagdo e diferenciagdo celular, visto que sua ligacdo com RAS e RAF para a
formacao de um complexo ternario mais estavel, proporciona a ativacao de ERK, que
é a proteina efetora da via (Robinson; Cobb, 2000; Huang et al., 2003).

A importancia da proteina SHOC2 na ativacdo da via RAS foi ainda
confirmada por Rodriguez-Viciana e colaboradores (2006) que caracterizaram o
complexo terndrio que atua como efetor no processo de modulacdo da atividade de
RAF. Esse complexo é formado pela proteina SHOC2 juntamente com a subunidade
catalitica da enzima fosfatase 1 (PP1c). Na auséncia da SHOC2 (avaliada por ensaios
de RNA de interferéncia) a ativagdo de ERK foi inibida, reafirmando a participacao
fundamental do SHOC2 no processo de ativagao de RAF. Para melhor compreensao
da cascata RAS/RAF/MEK/ERK e da participacdo da proteina SHOC2 a figura 25

ilustra a via.
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Figura 25. Via Ras/Raf/Mek/Erk. Via regulada por RAS assim como diversas outras quinases
que fosforilam os residuos de RAF. Os eventos de fosforilacdo podem induzir a atividade de
Raf ( circulos brancos) como também para inibir ( circulos pretos). Os fatores de transcricao
downstream que sdo regulados por essa via se encontram destacados em tridngulos
(Adaptada segundo McCubrey et.al., 2007).

Uma vez definida a provavel funcdo da proteina SHOC2, decidiu-se
compreender melhor os mecanismos que levavam a hiperexpressdo da mesma,
participar de um processo de maior sensibilidade a quimioterapia, resultando em
melhores indices de sobrevida entre os pacientes.

Observando-se a cascata de ativacdo da via Ras, pode-se notar a imensa
complexidade da via. O principal efetor da via, a ERK, uma vez ativado pode
participar de diversos processos biolégicos e dentre eles estdo a regulacdo da
apoptose e da proliferacdo celular (Steelman et al.,, 2004). Postulando-se que a

hiperexpressio da proteina SHOC2 pode ativar a complexo Ras/Raf e
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consequentemente desencadear a ativacdo do efetor ERK, decidiu-se verificar o
mecanismo pelo qual a SHOC2 pode induzir a sensibilidade das células leucémicas
ao quimioterapico. Para elucidar essa hipotese, realizou-se o silenciamento do gene
SHOC2 (knockdown que representou um silenciamento de 83% da expressdo e a
completa auséncia da expressdo protéica) em linhagem de células leucémicas, com o
intuito de avaliar a sua funcao.

Uma vez realizado o silenciamento génico, realizou-se dois tipos de
ensaios funcionais sendo eles os ensaios de proliferagdo e viabilidade celular e
ensaios de indugdo de apoptose. Os dados encontrados mostram que na auséncia da
proteina SHOC2 houve uma inibigdo da proliferagdo celular em comparagdo as
células ndo silenciadas, indicando que a presenca de SHOC2 pode desempenhar um
papel importante no processo de proliferacdo celular, atuando como regulador
positivo na ativacdo de ERK, a qual pode inibir os efeitos antiproliferativos de fatores
como o TGFp (transforming growth factor beta) (Fong et al., 2006). Consequentemente,
pode-se sugerir que a provavel inducao da proliferacdo celular pela proteina SHOC2
pode levar ao aumento da sensibilidade as drogas quimioterapicas. Essa hipotese
pode ser explicada pelo fato de que a daunorrubicina, quimioterapico o qual o
SHOC2 foi inicialmente associado, é um inibidor de topoisomerase II ciclo celular
especifico, o que indica que niveis elevados de proliferacdo poderiam tornar as
células leucémicas mais susceptiveis a acdo dos quimioterapicos (Hait; Hambley,
2009).

Existe, no entanto, outra possibilidade plausivel para explicar a

reducdo da proliferacdo celular ocasionada pelo silenciamento da Shoc2, como por
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exemplo, a potencializagdo da atividade de outras proteinas que poderiam se
favorecer deste silenciamento. Dentre essas, a proteina Erbin, que é uma proteina rica
em repeticdes de leucina e faz parte da familia de proteinas LAP (LRR and PDZ -
“leucine-rich repeats and PDZ protein family). Segundo Huang e colaboradores (2003), a
proteina Erbin, além de regular a ativacdo de receptores de neurorregulina (como a
ERBB2), atua como um regulador negativo da via Ras/Raf/Erk, por meio da
inativagdo de Erk, mediada por Ras. Essa inativagdo ocorre por meio da ruptura do
complexo formado por Ras/Raf/Shoc2, caracterizando a competicdo entre Shoc2 e
Erbin pela ligacdo a molécula de Ras ativada. Essa competicdo pode ser explicada
pelo fato de ambas apresentarem um dominio LRR o qual possui afinidade pela
ligacdo ao RAS ativado. (Dai et al., 2006).

Por outro lado, quando realizamos o ensaio de indugdo de apoptose,
observou-se uma redugdo no namero de células apoptéticas dentre as células
silenciadas em relacdo as nao silenciadas. Os resultados demonstram ainda um
indice elevado de células viaveis dentre as células silenciadas em comparagao aos
controles, mostrando que a auséncia da proteina SHOC2 pode estar associada a
reducdo da apoptose. Sendo assim, pode-se sugerir ainda que, a proteina SHOC2
possui uma participagdo importante no processo de inducdo de apoptose, que seria
mediado pela ativacao de Erk, que consequentemente pode levar a fosforilagdo de
moléculas reguladoras da apoptose. Essa hipétese reafirma a possivel participacao
da proteina Shoc2 no processo de sensibilidade das células leucémicas ao tratamento
o que possibilita a melhor sobrevida dos pacientes. Esse fato contribuiu para

reafirmar a hipdtese que sugere que o equilibrio entre os processos de proliferacao
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celular e de indugao de apoptose podem ser a chave para o sucesso dos tratamentos
quimioterdpicos, além de sugerir a proteina SHOC2 como um importante alvo

terapéutico.

5.3 CONSIDERACOES FINAIS

Embora atualmente o tratamento da LLA consiga atingir indices
bastante elevados de cura, o insucesso representado pela faixa de pacientes que
ainda sdo resistentes ao tratamento permanece, e uma das causas mais importantes
dessa falha ndo somente das leucemias agudas em criancas, mas também
relacionados com as neoplasias em geral, é a resisténcia intrinseca ou adquirida aos
quimioterdpicos. Por outro lado, existe também um subgrupo de pacientes que sao
muito sensiveis a terapia, demonstrando que o tratamento intensivo pode ter efeitos
significativos por um longo periodo, incluindo a emergéncia de malignidades
secunddrias e de déficits no desenvolvimento.

O entendimento de mecanismos biolégicos que levam os pacientes com
LLA a recaida e a identificagdo de marcadores de resposta é um passo critico para o
desenvolvimento de estratégias alternativas para o tratamento de pacientes
resistentes a terapia e tem sido exaustivamente investigado. No entanto, o
conhecimento disponivel dos mecanismos moleculares que levam a resisténcia ainda
sdo incompreendidos e altamente conflitantes. Estudos recentes baseados em
expressdo génica tém identificado diversos provaveis marcadores de resposta,

entretanto, o entendimento da patogénese molecular do cancer, ainda requer o exato

conhecimento das alteracoes genéticas que acometem uma célula tumoral.
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O presente trabalho identificou diversos genes associados a resisténcia
individual as drogas e que poderiam representar importantes marcadores. Dentre
eles se destacou o gene SHOC2, o qual apresentou dados interessantes em relacdao a
resposta favoravel ao tratamento quimioterdpico em LLA da infancia, sugerindo um
novo alvo de estudos para a comprovagao da sua real importancia. Os resultados,
embora necessitem de estudos subseqiientes, demonstram que a investigacdo da
patogénese molecular da leucemia pode contribui imensamente para o
desenvolvimento de terapias moleculares alternativas que possam aprimorar os

efeitos antileucémicos do tratamento quimioterapico.
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6. CONCLUSOES

. Os genes envolvidos com o mecanismo de resisténcia aos quimioterdpicos
vincristina, daunorrubicina, prednisona e L-asparaginase apresentaram uma
expressdo altamente varidvel entre as amostras de pacientes com LLA (tratadas
pelo protocolo do GBTLI) ao diagnéstico.

. Os genes GPR56, BLVRB e IGFBP7 apresentaram-se correlacionados com o
namero de glébulos brancos ao diagnostico.

. Os genes CD44, MAP3K12, KCNN1, MAN1A1, GATA3 e SHOC2 apresentaram-se
associados com o antigeno CD10 (CALLA).

. Os genes TCFL4, KCNN1, TRIM24, PDCH9 e CD69 foram associados com a
presenca de doenca residual minima.

. A presenca de medula M1 no 28° dia esteve associada com a expressao dos genes
MAP3K12 e TRIM24.

. A presenca da translocacdo TELA/MLI esteve associada com os genes TCFL5,
KCNN1 e TRIM24.

. Na andlise de sobrevida livre de evento em 5 anos, a hiperexpressao do gene
SHOC?2 esteve associada com a sobrevida elevada dos pacientes.

. Na anadlise dos pacientes submetidos ao protocolo do BFM, observou-se uma
associagdo entre a hiperexpressdao do gene SHOC2 entre os pacientes de risco

basico e que apresentaram boa resposta ao tratamento.
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9. Na analise do gene GPR56 nos pacientes submetidos ao protocolo BFM, ndo
houve diferenca significativa entre os grupos estudados.

10. A anélise protéica do gene SHOC2 confirmou os dados de hipo e hiperexpressao
obtidos na andlise por RQ-PCR.

11. O silenciamento do gene SHOC2 reduziu significativamente a proliferacdo das
células leucémicas Jurkat.

12. A reducdo da expressdo génica causada pelo silenciamento do gene SHOC2 foi

capaz de inibir a indugado de apoptose.
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Acute lymphoblastic leukemia (ALL) is the most common cancer in childhood and
approximately 80% can be now cured. However, the 20% remaining patients eventually leads to
treatment failure. The present study was conducted to validate the microarray data previously reported
by Holleman, et al. (2004) and evaluate the expression profile of genes associated to resistance or
sensibility to chemotherapy agents in 140 consecutive childhood ALL patients. We analyzed the
expression profile of 19 genes related to vincristine (RPLP2, CD44, TCFL5, KCNN1, TRIM24),
prednisolone (F8A, CDK2AP1, BLVRB, CD69), daunorubicin (MAP3K12, SHOC2, PDCH9, EGR1,
KCNN4) and L-asparaginase (GPR56, MAN1A1, CLEC11A, IGFBP7, GATA3) by real-time
quantitative PCR. The results showed many significant associations (p<0.05) between the high
expression levels of the genes and important prognostic factors as WBC count at diagnosis (GPR56,
BLVRB, SHOC2, IGFBP7), CALLA positive (SHOC2, GATA3, MAN1A1, CD44, MAP3K12, KCNN1),
immunophenotype B (PCDH9, GATA3, KCNN1) and MRD positive at day 28 (CD69, PCDH9, KCNN1,
TCFLS5, TRIM24). The genes TCFL5 and TRIM24 were also associated with TEL/AML1 negative. The
over expression of the gene SHOC2 was also associated to better 4y-EFS in univariate and
multivariate analysis (p = 0.023 and p= 0.05 respectively). These findings indicate that some of the
analyzed genes could act as prognostic markers, specially the gene SHOC2 which was notably
associated with good prognostic factors, suggesting that this gene could play an important role in the

ALL treatment outcome.

Introduction

Childhood acute lymphoblastic leukemia (ALL) is the most common malignant disorder in
children. Major improvements have been made in the ALL treatment, which achieved successful rates
of approximately 80% of long-terms survival over the past four decades [1]. Despite the significant
percentage of success, the remaining 20 % still presents treatment failure, including those who were
initially considered as low-risk patients. Furthermore, the surviving patients often present significant
levels of toxicity, which warrants the need of new treatment strategies at the diagnosis [2, 3].

The response to therapy in childhood ALL is related to cellular resistance, pharmacokinetics
resistance and minimal residual disease. ALL patients’ worse prognosis is closely related to the
cellular resistance to chemotherapy agents. Prior studies have described several genetic mechanisms,
involving DNA-repair genes, drug metabolism genes and resistance and apoptosis regulating proteins,
which might be involved in the drug resistance process [4, 5, and 6]. However, the genetic basis of this
mechanism already needs to be clarified. Recent studies have demonstrated that gene expression
profiles (GEP) can provide classification and risk stratification in leukemia and also identify treatment-
specific alterations in ALL cells [7, 8]. Holleman and colleagues (2004) described on a microarray
analysis the identification of gene expression markers predictive of long term outcome in ALL patients.
The genes were related to resistance or sensitibility to the chemotherapy agents: prednisolone,

vincristine, asparaginase and daunorubicin. The present study was undertaken to analyze and



validate the gene expression pattern of the previously described [9] genes RPLP2, CD44, TCFb5,
KCNN1, TRIM34, F8A, CDK2AP1, BLVRB, CD69, MAP3K12, SHOC2, PCDH9, EGR1, KCNN4,
GPR56, MAN1A1, CLEC11A, IGFBP7 and GATA3 and determine whether the expression of such

genes influences the treatment outcome in Brazilian childhood ALL patients.

Patients and Methods
Patients

Bone marrow as samples were obtained at diagnosis from 141 consecutive patients
with childhood ALL aged 1 to 17 years, classified and treated according to the Brazilian Childhood
Leukemia Treatment Group (GBTLI ALL-99) [10] protocol at three different treatment centers and
presenting frozen RNA samples of good quality for gene expression studies. The study, approved by
the National Research Ethics Committee (CONEP, No. 1971/2005), was based on the Helsinki
convention criteria and the persons responsible for the children gave written informed consent to
participate. The diagnosis was made by standard morphological analysis and by flow cytometry
immunophenotyping. Of the 141 ALL patients studied, 122 (86.5%) had B-derived ALL (pro-B ALL in
12 cases and common-ALL/pre-B ALL in 110), and 18 (12.8%) had T cell-derived ALL; ranging in age
from 13 months to 17 years (median 5.4 years). Ninety-three patients (65.9%) presented a white blood
cells (WBC) count lower than 50,000/dL. Seventy-four patients (52.5%) were classified as high risk
according to the GBTLI ALL-99 protocol. Central nervous system (CNS) involvement at diagnosis was
observed in 5 patients (3.5%). The time of follow-up of patients in complete clinical remission ranged
from 34 to 74 months, with a median observation of 51 months and a cut-off date in March 2009.
Unfavorable events (death due to any cause or relapse) occurred in 31 patients (22.0%). According to
the GBTLI ALL-99 protocol, patients older than 9 years and/or with a WBC count at diagnosis
>50,000/mm® were assigned to the group at high risk for relapse and the remaining ones were
assigned to the standard risk group, which received a less intense treatment. Patients were
characterized as poor responders, regardless of the initial risk group, if they met one or more of the
following criteria during the phase of remission induction : WBC > 5,000/mm?® on day 7 as a proxy for
peripheral blast count, M3 bone marrow (>25% blasts) on D14, or M2/M3 bone marrow (>5 and 25%
blasts, respectively) on D28. WBC count instead of blast count was included in GBTLI-99 because a
previous GBTLI-93 study had demonstrated that it was a significant prognostic factor and could be
easily and reliably performed at any treatment center. If children belonged to the standard risk group at
the time of diagnosis, they were reassigned to the treatment protocol of the high risk group. CNS
involvement was considered when more than 5 cells/mm? with blast cells in cerebrospinal fluid or
cranial nerve palsy, were present. All patients, regardless of risk group, received an induction regimen
of 4 weeks including prednisone, vincristine, doxorubicin, L-asparaginase, and MADIT (intrathecal
methotrexate, Ara-C and dexamethasone). Standard risk patients received courses of consolidation
(cyclophosphamide, Ara-C, 6-MP), intensification (methotrexate Zgr/m2 x 4, 6-MP, MADIT), late

consolidation (dexamethasone, vincristine, doxorubicin, L-asparaginase, cyclophosphamide, 6-TG,



MADIT) and maintenance (6-MP, methotrexate, vincristine, dexamethasone, MADIT). Patients
classified as being at high risk of relapse received courses of: block A (methotrexate 2gr/m2, 6-TG,
AraC 2 gr/m? x 2, cyclophosphamide, MADIT), block B (methotrexate 2gr/m?, 6-MP, AraC 1 gr/m? x 4,
MADIT), intensification (dexamethasone, vincristine, daunomycin, cyclophosphamide, AraC, 6-TG,
MADIT), block C (methotrexate Zgr/mz, 6-MP, AraC 2 gr/m2 x 2, VP-16, MADIT), block D (ifosfamide,
VP-16, MADIT), late consolidation (dexamethasone, vincristine, daunomycin, L-asparaginase,
cyclophosphamide, AraC, 6-TG, MADIT), and maintenance (6-MP, methotrexate, vincristine,
dexamethasone, MADIT).

Quantitative RT-PCR analysis

Total RNA was isolated from the bone marrow samples using the TRizol® Reagent
(Invitrogen, Carlsbad, CA) according to the manufacture’s protocol. The cDNA was generated from 0.2
Mg of Purified, DNase-treated total RNA using the Superscript Il Platinum Two-Step Quantitative RT-
PCR Kit (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). The primers for the 19 genes analyzed and for the
housekeeping gene were designed using were designed using the Oligo 3.0 software (Whitehead
Institute/ MIT Center for Genome Research) and are shown in Table I. The relative mRNA expression
levels were quantified using real-time PCR analysis with the ABl PRISM® 7700 Sequence Detection
System (Applied Biosystems Inc., Foster City, CA). Amplification of the specific sequences was
performed with SYBR® Green PCR Master Mix (Applied Biosystems Inc., Foster City, CA). All
samples were analyzed in triplicate, using GUSB as the reference gene. Each run was completed with
a melting curve analysis to confirm the specificity of amplification and lack of primer dimmers. The
efficiency (E) of each primer set was tested on various dilutions of total bone marrow cDNA samples
from patients without hematological diseases and was calculated as follows: E = 10(-1/slope) (values
ranged from 1.9 to 2.1). To calculate the relative expression of ALL samples was applied the 2 Bl

equation [11]. The Ct’'means of normal bone marrow samples was used as calibrator.

Western Blotting Analysis

To prepare total protein extraction, TRizol® Reagent (Invitrogen, Carlsbad, CA) was used
according to the manufacture’s protocol. Fifty ug proteins were size-fractioned by 12.0% SDS gel
electrophoresis, blotted onto nitrocellulose membrane and incubated in 1% Tris-buffered saline
Tween-20 (TBST) containing 5% (w/v) dried non-fat milk for 1 hour at room temperature. After
blocking, and washing in PBS with 0.1% Tween 20 for 30 min, each membrane was then incubated
with goat anti-rabbit SHOC2 polyclonal Ab (AbCam, Cambridge, MA) for 1 h. Following membrane
incubation, the membrane was washed three times in PBS with 0.1% Tween 20, and bound to labeled
horseradish peroxidase conjugated secondary Ab goat anti-rabbit IgG (AbCam, Cambridge, USA).
Secondary antibody was visualised by an enhanced chemiluminescence’s reagent (ECL; Amersham,

Uppsala, Sweden) and films were exposed from 30 to 60 seconds and then developed (Figure 1).



Statistical Analysis

The association between the variables analyzed and gene expression levels of each marker
was determined by the Mann-Whitney test. The association between expression values lower or
higher than the median values and the variables analyzed was also determined by logistic regression,
with calculation of the odds ratio (OR) and 95% confidence interval (95% ClI). Statistical analysis was
carried out using Kaplan-Meier curves for event-free survival (EFS), with relapse and/or death due to
any cause considered as unfavorable events. Curves for different groups were compared by the log-
rank test. The Cox proportional regression model was used for multivariable analysis of prognostic
factors. To evaluate the gene expression association among the genes analyzed, the Spearman
correlation test was used. The level of significance was set at P < 0.05 in all analyses. Data were
analyzed statistically using the SPSS Graduate Pack 15.0 software (SPSS Inc, Chicago, IL, USA).

Results

The expression profile of the genes related to resistance or sensibility to chemotherapy agents
was analyzed regarding the clinical features of the ALL patients. The data presented in Table 2
summarize the gRT-PCR results of the 19 genes analyzed in bone marrow using GUSB as the
reference gene compared to age, WBC count at diagnosis, risk group (standard or high risk), response
rate to induction treatment response (good or poor responders). In addition, the immunophenotype (B-
lineage ALL versus T-ALL), CNS involvement and status (complete continuous remission versus
unfavorable event) were determined. The analysis of WBC count at diagnosis showed a statistic
correlation (p< 0.05) with the expression profile of the genes BLVRB, GPR56, IGFBP7 and SHOC?2.
The presence of CALLA was associated to the genes GATA3, KCNN1, MAN1A1 and SHOC?Z2 and the
absence with the genes CD44 and MAP3K12 (p<0.05). We also observed a significant association
(p<0.05) between the levels of expression of the genes CD69, PCDHP, KCNN1, TCFL5 and TRIM24
and the presence of MRD at day 28 (p< 0.037). Regarding the chromosome Ph1, the expression
profile of the genes TCFL5, KCNN1 and TRIM24, showed a significant association (p=0.05) between
the genes over expression and the absence of TEL/AML1 translocation. Among the results was also
observed a positive correlation between higher rates of MAP3K12 gene expression and the T-derived
ALL (p=0.006). The others clinical variants analyzed did not show any significant difference (Table 2).

In order to analyze a possible correlation between the expressions of all the genes analyzed,
ratios and long term EFS, the patients with ALL were divided in two groups using the median value of
the expression of the respective genes and ratios as a cut-off between low and high expression. Five-
year EFS was 74.7 + 5.4% for the patients as a whole, being 84.2 + 4.2% for patients classified as
standard risk and 70.6 + 5.2% for patients classified as high risk. When analyzing the SHOC2 gene,
regarding the patient’s overall survival, those patients who presented expression values above the
median presented a higher 5-year EFS (85.9 + 2.7% versus 69.6 + 3.4%, P = 0.023) (Figure 2).
Besides, a significant correlation between the expression levels of SHOC2 and PCDH9 and

EGR1genes was observed by the Spearman test (correlation coefficient 0.176, P = 0.038; 0.207,



p=0.014 respectively).No other associations between those genes expression profile and clinical and

biological variables analyzed were observed.

Protein Analysis

In order to validate the data obtained from qRT-PCR, western blot analysis was performed for
SHOC2 protein as it was the only gene which higher levels of expression were associated with better
EFS. The results obtained for SHOC2 western blot analysis confirmed the data obtained in
quantitative mRNA analysis. Where over and down mRNA expression of ALL samples were confirmed

in protein analysis. (Figure 1A)



Table 1. Sequence of primers used in quantitative real-time RT-PCR analy

marrow samples

Gene Symbol NCBI Accession Forward primer (5 — 3’) Reverse primer (5’ — 3’)
Vincristine

RPLP2 NM_001004.3 ACGTACTTGCCCAGGGTAT GCAGCAGAGACGGCTACAG
CD44 NM_000610.3 AGAAGGTGTGGGCAGAAGAA ACTTGGCTTTCTGTCCTCCA
TCFL5 NM_006602.2 GAGAGGCATAACCGAATGGA TGCAGAACGGCACTAAGAGA
KCNN1 NM_002248.3 TTCAGCATCTCCTCCTGGAT GCTGGTCACTTCCTGCTTGT
TRIM24 NM_003852.3 CTGAGGTTCCCAGCAGTACA ACACGTCTTGCAGAGCCATT
Prednisolone

F8A NM_012151.3 CTTCCCGAGGAGCTCTTTCT GTGGGTAGCCATGACCAAAG
CDK2AP1 NM_004642.2 GAAGAGCTGGGGAAGGAGAT GCAGCTAGGATCTGGCATTC
BLVRB NM_000713.2 CCTGAAGTACGTGGCTGTGA CCCAGGTCATGTTTGGAGAT
CD69 NM_001781.2 AGGAACACTGGGTTGGACTG CATGCTGCTGACCTCTGTGT
Daunorubicin

MAP3K12 NM_006301.2 GGTGTGGGAAGCAACAGTCT GCGATTTCGTGGTTTGCTAT
SHOC2 NM_007373.3 TGCTTAGCATTCGAGAGAACAA TGTGAGCTACATCCAGCGTAA
PCDH9 NM_020403.4 CCAAGGAGGCTTCAAGACAA GAGCCATCAGGGAGATGAAA
EGR1 NM_000238.2 TGACCGCAGAGTCTTTTCCT GCGATTTCGTGGTTTGCTAT
KCNN4 NM_002250.2 CGGGAACAAGTGAACTCCAT CCAGCGTGTCAATCTGTTTC
L-Asparaginase

GPR56 NM_001145770.1 TCAGCCAGTTCCTGAAGCAT CTCCTCGAAGGACACCATGT
MAN1A1 NM_005907.2 GGCCCAACACTACCTTGAAC TGTAGCGATGGCTTCAACAC
CLECT1A NM_002975.2 TTGGAGGGCTGCCTGAAG CGAGAGCAGGAAGCACTTGT
IGFBP7 NM_001553.1 GGGTCACTATGGAGTTCAAAGG GCATGGCACTCATATTCTCCA
GATA3 NM_001002295.1 CCGCCCTACTACGGAAACTC CAGGGTAGGGATCCATGAAG

House keeping

GUSB

NM 000181.2

GAAAATATGTGGTTGGAGAGCTCATT

CCGAGTGAAGATCCCCTTTTTA
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1 2 3 4 5 6 7
SHOC2
a) — — (65kDa)
- GAPDH
b) {40kDa)

Figure 1: Protein Analysis. (a) SHOC2. ALL samples. Lanes 2, 4 and 5: Over
expression pattern; Lanes 1, 3, 6 and 7: Down expression pattern. (b) GAPDH
was used as endogenous control.

Discussion

Here, we evaluated and compared mRNA levels of 19 genes in childhood acute lymphoblastic
leukemia. As mentioned before, these genes were previously described by Holleman et al, (2004) and
are associated with four chemotherapy drugs: prednisolone, asparaginase, vincristine and
daunorubicin. The ALL treatment’s response is determined by the entire process of leukemic-cell
biological features and the intrinsic drug sensitivity [1;12].Several studies used in vitro drug sensitivity
assays to identify genes probably related do drug resistance and many of these studies focused in
specifically subsets of ALL as BCR/ABL positive and ALL T — derived. Despite the interesting results
obtained until the present day, the function of the most recently identified genes does not necessarily
links to drug resistance, thus indicating that the continuous identification of genes that are commonly
associated with treatment response in different studies could help focusing on the most relevant
cellular functions and molecular pathways in ALL [13-15].

In the present study, many positive associations with gene expression profile and clinical
features like WBC count at diagnosis, CALLA positive and MRD at day 28 were found. The gene
expression of the genes CD69, PCDH9, KCNN1, TCFL5 and TRIM24 were highly associated to the
presence of MRD at day 28 suggesting that genes could be interesting as poor prognostic markers.
However, this is the first data to describe this association, so that, more investigation studies could be
necessary to clarify the real correlation of these genes and the presence of MRD.

On the other hand, the up regulation of SHOC2 gene showed a significant association with
better rates of EFS, suggesting an important involvement of this gene on the treatment outcome
process. The SOC2 gene, also known as SUR8 was primarily described in C. elegans and encodes a
leucine-rich repeats (LRR) protein that is involved in protein-protein interactions [16]. Its human
homolog, SHOC2, shows high levels of sequences identity, indicating that they can possibly chare
cellular functions. Derek and colleagues, (1998) described the putative function of Shoc2 as an
important RAS regulator which acts downstream, probably interacting with RAF1. Although is widely
known that Ras can directly binds to Raf upon activation, the presence of Shoc2 can increases this
interaction and activate the downstream molecules as Erk, which is the final pathway effector and
responsible of activating regulators for normal cell differentiation, proliferation and also phosporilation

of apoptotic regulatory molecules [17,18]. In addition, other important aspect reported by Rodriguez-



Viciana and cols (2006), is the fact that Shoc2 does not bind to the Ras mutant forms, which support
the hypothesis that Shoc2 could participate of normal processes of cell proliferation and differentiation
which is regulated by Ras e Raf [19-21]. Furthermore, the importance of Shoc2 on Ras activation
pathway was clearly described [19] thru its fundamental rule in the ternary complex formation together
with the catalytic enzyme phosfatase 1 (PP1c), which it essential for Erk activation. However, the
exact molecular mechanism of Raf activation still needs to be clarified. Despite the lack of data
association of Shoc2’s activity in leukemogenesis processes, as well as patients’ treatment outcome
and survival rates, the present data is the first to report to describes the possible correlation between
Shoc2 and the great outcome of ALL patients, suggesting that this protein could play an important role
as a therapy marker.

Notwithstanding the advances made in the ALL treatment, the remaing patients who
experienced the relapse following remission induction still represent death in about 20 % of the
patients [22,23], showing the remarkably identification importance of discriminating genes possibly
involved in ALL treatment outcome, specially those which could better explain the molecular
mechanisms of drug resistance [24-27]. In this study, we demosntrate several genes which could be
associated to poor prognostic features and apart from that, our findings identified the gene SHOC?Z2 as
an important factor associated to treatment outcome, suggesting its possible participation as a therapy
marker in ALL treatment outcome. Despite the need of futher approaches to better understand the real

participation of SHOCZ2, this data is of great importance as identified a new possible therapy target.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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