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FUJITA, Thiago Cezar. Analise do polimorfismo CXCL12 rs1801157 e envolvimento dos
inibidores de tirosina quinase na expressio da quimiocina humana CXCL12 e do seu
receptor CXCR4 em Leucemia Mieldéide Cronica. 2011. 80 f. Dissertagdo (Mestrado em
Ciéncias Biologicas) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2011.

RESUMO

As leucemias sdo doencas particularmente heterogéneas e complexas, tanto do aspecto
morfoldgico quanto biologico. A leucemia mieloide cronica (LMC) ¢ uma doenga proliferativa do
sistema hematopoiético caracterizada por uma superproducdo de células da linhagem
granulocitica, especialmente neutréfilos e ocasionalmente mondcitos, resultando em acentuada
esplenomegalia e elevada leucometria. Cerca de 90% dos pacientes diagnosticados com LMC
apresentam um “marcador” denominado cromossomo Filadélfia (Ph), produto de uma
translocagdo entre os cromossomos 9 e 22, caracterizando uma oncoproteina denominada
BCR/ABL. O tratamento para LMC, Ph positivo, inclui diferentes estratégias, que vao desde o
simples controle na contagem de leucdcitos, eliminagdao das células Ph positivas por substitui¢ao
de células alogénicas ou por supressao ndo-especifica do clone neoplasico. Dentre as drogas
descritas para o tratamento de LMC na fase cronica sdao o Bussulfan e a Hidroxiuréia; transplante
alogénico de células tronco hematopoiéticas, Interferon-a e inibidores do dominio tirosina quinase
do BCR/ABL. Ultimamente tém-se discutido o papel das quimiocinas e o seu envolvimento nas
neoplasias. O fator-1 derivado do estroma da medula 6ssea (SDF-1/CXCL12) ¢ uma quimiocina
que ao se ligar ao receptor (CXCR4), desenvolve importantes fungdes na migragdo, retencao e
desenvolvimento de progenitores hematopoiéticos na medula o6ssea. Além disso, o sistema
CXCL12/CXCR4 esta envolvido na quimiotaxia de células cancerosas ¢ na metastase tumoral.
Observou-se que as células leucémicas escapam da apoptose in vitro quando entram em contato
com as células produtoras de CXCL12. Foi descrito um polimorfismo do CXCL12 designado
rs1801157 na regido 3> UTR da quimiocina CXCL12 relacionada com um possivel aumento da
expressdo dessa quimiocina. Portanto, o presente trabalho investigou a relacdo do polimorfismo
rs1801157 CXCL12 na expressdao de CXCL12 e CXCR4 em pacientes com LMC comparado a
individuos saudéaveis. No presente estudo, ndo foi encontrado relacdo entre a presenca do
polimorfismo 3’A para o CXCLI12 e os pacientes acometidos por Leucemia Mieloide Cronica.
Além disso, ndo houve associacdo entre a expressao de CXCLI12 e a expressao de CXCRA4, teste
de correlagdo de Sperman ndo significante (p = 0,621). Entretanto, foi detectada uma maior
expressao de CXCR4 (1,946 vezes maior) nos pacientes com Leucemia Mieldide Cronica (p =
0,009) comparados aos individuos saudaveis. Além disso, nesse trabalho, os diferentes aspectos
da terapia na LMC também foram considerados para analise. Nessa populagdo, ha uma inferéncia
entro o tempo de tratamento com o mesmo quimioterapico e a expressao de CXCR4 (p = 0,036)
nos pacientes com LMC. Curiosamente, sete pacientes analisados que possuem tempo de
tratamento por um periodo igual ou superior a 20 meses, demonstraram aumento acentuado na
expressao de CXCR4, sendo que esse aumento foi em média trés vezes maior aos pacientes com
tempo de tratamento inferior a 10 meses (p = 0,043). Os aspectos moleculares desse trabalho
podem auxiliar no diagnostico, monitoramento e progndstico das leucemias. Podem proporcionar
também uma melhor compreensao dos mecanismos moleculares envolvidos na patogénese assim
como outros alvos e alternativas terapéuticas para a Leucemia Mieldide Cronica.

Palavras-chave: LMC. CXCL12. CXCR4. PCR em tempo real. Tratamento.



FUJITA, Thiago Cezar. Analysis of CXCL12 rs1801157 polymorphism and the involvement
of tyrosine kinase inhibitors on the expression of human chemokine CXCL12 and its
receptor CXCR4 in chronic myeloid leukemia. 2011. 80 f. (Master’s degree in Biological
Science) University State of Londrina, Londrina, 2011.

ABSTRACT

Leukemias are particularly heterogeneous and complex, both the morphological and
biological aspects. The chronic myeloid leukemia (CML) is a proliferative disease of
hematopoietic system characterized by an overproduction of cells of granulocytic lineage,
particularly neutrophils and monocytes occasionally resulting in marked splenomegaly and
elevated WBC (White Blood Cells) count. About 90% of patients diagnosed with CML have a
"marker" called Filadélfia chromosome (Ph), the product of a translocation between
chromosomes 9 and 22, featuring an oncoprotein called BCR/ABL. The treatment for CML,
Ph positive, including different strategies, ranging from the simple control of leukocyte count,
elimination of Ph positive cells for cell replacement or allogeneic non-specific suppression of
neoplastic clone. Among the drugs described for the treatment of CML in chronic phase are
busulfan and hydroxyurea; allogeneic hematopoietic stem cell, interferon-a and inhibitors of
tyrosine kinase domain of BCR/ABL. A major cause of treatment failure and death of cancer
patients is metastasis to secondary organs. Lately have been discussing the role of chemokines
and their involvement in malignancies. Bone Marrow Stromal Derived Factor-1 (SDF-
1/CXCL12) is a chemokine that through the binding to its receptor (CXCR4), has major roles
in the migration, retention and development of hematopoietic progenitors in bone marrow. It
was observed that the leukemic cells escape from apoptosis in vitro when in contact with
CXCL12-producing cells. Described a polymorphism of CXCL12 designated rs181157 in the
3’UTR of the chemokine CXCL12 in relation to a possible increase in expression of this
chemokine. Therefore, this study investigated the relationship of the polymorphism rs181157
in the expression of CXCL12 and CXCR4 in patients of CML compared to healthy subjects.
In this study, no relationship was found between the presence of polymorphism for CXCL12
3’A and patients suffering from CML. Furthermore, no association between the expression of
CXCL12 and CXCR4 by Sperman correlation test was not significant (p = 0,621). However,
we detect a higher expression of CXCR4 (1.946 more) in patients with CML (p = 0,009)
compared to healthy subjects. Moreover, in this work, the different aspects of therapy in CML
were also considered for analysis. In this population, there is an inference from the time get of
treatment with same chemotherapy and the expression of CXCR4 (p = 0,036) in patients with
CML. Interestingly, seven patients have time to treatment for a period equal to or greater than
20 months, showed marked increased in the expression of CXCR4, and this increase was on
average three times higher than patients with treatment time of less than 10 months (p=0,043).
The molecular aspects of this work may help in diagnosis, monitoring and prognosis of
leukemia. They can also provide a better understanding of the molecular mechanisms
involved in the pathogenesis as well as other targets and alternative therapias for chronic
myeloid leukemia.

Keywords: CML. CXCL12. CXCR4. Real time PCR. Treatment.
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1 INTRODUCAO

1.1 LEUCEMIAS

As neoplasias malignas constituem a terceira causa de morte em seres
humanos por todo o mundo e a sua incidéncia na populagdo tem aumentado
significativamente. A etiologia ¢ diversa e, geralmente, os fatores de riscos envolvidos estdo
relacionados aos efeitos do desenvolvimento industrial e ao aumento da expectativa de vida
(CANCER NET; INCA, 2010).

A etiologia para a maioria das leucemias ¢ incerta, no entanto, alguns fatores
de risco estdo associados a sua origem, como anormalidades cromossdmicas constitucionais,
imunodeficiéncias congénitas, radiacdo ionizante e eletromagnética, infecgdes virais,
substancias quimicas e drogas antineoplasicas especificas (MCKENNA, 2000; COLBY-
GRAHAM, 2003).

De modo geral, a classificacdo das leucemias estd baseada no tipo de
linhagem celular predominantemente afetada e no nivel de diferenciacdo celular. Portanto, os
termos mieldide e linféide denotam a procedéncia da célula acometida. Quanto ao curso
clinico, esta neoplasia pode desenvolver-se de forma aguda ou cronica. Assim sendo, as
leucemias agudas tém uma progressdao rapida principalmente de células imaturas e
indiferenciadas, denominadas de blastos. Por outro lado, as leucemias cronicas t€ém evolugao
relativamente indolente, permitindo a produgdo de células maduras e mais diferenciadas, que
preservam algumas das suas fung¢des normais (RAPAPORT, 1990; RUBIN, 2002).

Considerando os critérios supracitados, foi proposta uma classificacdo
didatica reconhecendo-se duas variantes principais para as formas aguda e cronica desta
doenca. Por conseguinte, tem-se a leucemia linfocitica (linfoblastica) nas formas agudas e
cronicas (LLA e LLC) e a leucemia mielocitica (mieloblastica) também nas formas agudas e
cronicas (LMA e LMC) (NEVILLE et al., 1998; ASTER, 2000).

Estas doengas sdo caracterizadas como doencas clonais, hematopoiéticas,
malignas, tendo origem a partir de uma tUnica célula tronco medular, a qual sofreu uma
alteragdo genética.

Sdo doengas particularmente heterogéneas e complexas, tanto do aspecto
morfologico quanto bioldgico. O clone leucémico pode surgir em fases diferentes do
desenvolvimento de linhagens celulares diversas, resultando em patologias de comportamento

variavel, tanto quanto a evolugao clinica como na resposta terapéutica (LUSIS, 2000).
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1.2 LEUCEMIA MIELOIDE CRONICA

A leucemia mieloide cronica (LMC) ¢ uma doenca proliferativa do sistema
hematopoiético caracterizada por uma superprodugdo de células da linhagem granulocitica,
especialmente neutréfilos e ocasionalmente mondcitos, resultando em acentuada
esplenomegalia e elevada leucometria (KEATING et al., 2005).

Sob o ponto de vista epidemioldgico, a LMC corresponde a 14% dos casos de
leucemias, com uma incidéncia anual de 1,6 casos a cada 100 mil individuos. E mais frequente
em adultos com idades entre 40 e 60 anos e afeta ambos os sexos, com predomindncia no sexo
masculino. Quanto aos fatores de risco, o mais associado ao surgimento da LMC ¢ a exposi¢ao
as radiacdes ionizantes em altas doses. Agentes quimicos, biologicos e a predisposi¢cdo genética
parecem ndo exercer muita influéncia no aparecimento dessa doenca mieloproliferativa cronica
(DULLEY et. al., 2004; FRAZER, et al., 2006).

A LMC classifica-se como uma das doengas mieloproliferativas, juntamente
com a Policitemia Vera, a Trombocitemia Essencial e a Metaplasia Mieldide. A proliferagao
celular pode ser regulada direta ou indiretamente. Diretamente através de um mecanismo que
determina se a célula passa o ponto de restricdo, ou "inicia" o ciclo de divisdo celular; ou
indiretamente, por exemplo, através da regulacdo do comprometimento a diferenciagdo total ou
a morte celular programada. Em qualquer um dos casos, os genes regulatorios normais podem
ser classificados naqueles em que os produtos contribuem para estimular um aumento no
numero de células e naqueles que contribuem para sua inibi¢do. Correspondentemente, ha duas
rotas de mutacao em direcao a proliferagao incontrolada da célula e capacidade de invasdao que
sdo caracteristicas do cancer. A primeira € para tornar um gene estimulatério hiperativo: este
tipo de mutacdo possui um efeito dominante -somente uma das duas copias dos genes necessita
sofrer mudancgas -e o gene alterado ¢ chamado de oncogene (o alelo normal sendo um proto-
oncogene). A segunda € para fazer um gene inibitorio inativo: este tipo de mutagao geralmente
possui um efeito recessivo -ambas as copias do gene devem ser inativadas ou deletadas para
liberar a célula da inibi¢do -e o gene perdido ¢ chamado gene supressor do tumor. Os genes
mutantes com efeito dominante -isto é, os oncogenes -podem ser identificados diretamente
extraindo o DNA das células tumorais e pesquisando os seus fragmentos que, introduzidos em
células normais, irdo causar a elas o comportamento semelhante a uma célula tumoral
(COOPER, 1997).

A evolugdo clinica da LMC apresenta trés fases: cronica, acelerada e blastica.

A fase cronica ¢ caracterizada por hiperplasia e intensa maturagdo de células mieloides, sendo
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que alguns pacientes sdo assintomaticos, enquanto outros apresentam fadiga, astenia, cefaléia,
irritabilidade, febre, sudorese noturna e perda de peso (DULLEY, et al. 2004). Alguns autores,
como Sherbenou e Druker (2007), consideram a fase acelerada e crise blastica como um Unico
estagio da doenga, denominada fase acelerada. A definicdo precisa das fases da LMC ainda ¢
motivo de debate entre os pesquisadores, mas o paciente que se apresenta em fase cronica
possui melhor progndstico em relagdo aqueles que se encaixam nas fases aceleradas ou blastica
(COTTA E BUESO-RAMOS, 2007).

Durante o curso variavel e instavel da fase cronica, um aumento de dez a cem
vezes pode ser observado no nimero de granuldcitos, no sangue periférico, resultando, por
vezes, em esplenomegalia acentuada. Embora a hiperplasia granulocitica na LMC possa ser
considerada o primeiro passo na transformacdo maligna, as células leucémicas sdo
morfologicamente e funcionalmente dificeis de distinguir das células normais (PASTERNAK et
al., 1998). No mielograma ¢ possivel observar hipercelularidade com hiperplasia granulocitica e
magacariocitica, embora muitas vezes outras alteragcdes estejam presentes (MORRISON, 1994).

Células imaturas surgem na circulagdo na fase acelerada, mantendo a
contagem de leucdcitos acima dos 20.000/uL, com esplenomegalia crescente, hepatomegalia,
infiltragdo de linfonodos, da pele, dos ossos e de outros tecidos. Com o desenvolvimento de
anemia e/ou trombocitopenia, os sintomas tornam-se mais acentuados, € mais resistentes a
terapéutica (SAWEYRS, 2004). Cerca de 15% dos pacientes entram nesta fase.

Os blastos no sangue periférico indicam progressdo da doenca. Estas células
que substituem os granulocitos normais representam um subclone que demonstra novas
caracteristicas, como outras anormalidades cromossdmicas, além do cromossomo Filadélfia, as
quais podem ser observadas na fase acelerada e na crise blastica (PASTERNAK et al., 1998).

Na crise blastica, que pode ser abrupta ou precedida pela fase acelerada, o
quadro clinico assemelha-se ao da leucemia aguda, sendo comumente refrataria ao tratamento.
Aproximadamente 30% ou mais de células blasticas se encontram na medula 6ssea e/ou no
sangue periférico, com presenca de neutrofilos, e eosindfilos em maior quantidade. O total de
basoéfilos pode subir para 20% e o paciente desenvolve trombocitopenia (TALPAZ et al., 2002).
As células blasticas frequentemente invadem outros tecidos e orgdos (HOFFBRAND &
PETTIT, 1993). Por pung¢do medular observa-se hipercelularidade com hiperplasia mieldide,
numa relagdo mieldide/eritroide de 15/1 a 20/1.

A progressdo da LMC para a fase acelerada estd associada a instabilidade
gendmica, o que predispde ao aparecimento de outras anormalidades moleculares.

Anormalidades citogenéticas adicionais ao cromossomo Filadélfia, como o duplo Ph, trissomia



18

do cromossomo 8, trissomia do cromossomo 19, isocromossomol7q e novas translocagdes ou
delecdes. A fase acelerada caracteriza-se pelo aumento no nimero de blastos na medula ossea e
no sangue periférico, além de leucocitose, basofilia, anemia e trombocitopenia. Clinicamente, o
paciente torna-se refratdrio ao tratamento empregado na fase cronica e pode apresentar
progressdo da hepato-esplenomegalia (DULLEY et. al, 2004). Quarenta a setenta por cento dos
doentes permanecem de 4 a 6 meses na fase acelerada antes de evoluir para a crise blastica
(GRIESSHAMMER et al., 1996).

Em seguida, a doenca evolui para a fase bléstica, definida hematologicamente
pelo aumento de blastos leucémicos (linféides ou mieldides) no sangue periférico e/ou medula
Ossea (mais de 20%). Nesse estagio da doenga, muitos pacientes evoluem para Obito em trés a
seis meses (DULLEY et al., 2004).

Cerca de 90% dos pacientes diagnosticados com LMC apresentam um
“marcador” denominado cromossomo Filadélfia (Ph) na maioria das metafases celulares da
medula 6ssea (NOWELL, 1960). O marcador resulta de uma translocacdo envolvendo os
cromossomos 9 e 22. Especificamente, surgem cromossomos derivativos, ou seja, 0O
cromossomo 9 com acréscimo de material genético originario do cromossomo 22 no brago
longo, € o cromossomo 22 com decréscimo de material genético no brago longo, sendo a
translocagdo representada por t(9;22)(q34;q11). Essa translocacdo funde um segmento do gene
BCR do cromossomo 22 com uma regido anterior ao segundo éxon do gene ABL do
cromossomo 9, formando o gene quimérico BCR/ABL.

O gene quimérico codifica uma oncoproteina BCR/ABL (que possui atividade
tirosina quinase desregulada). A expressao de BCR/ABL em células hematopoiéticas induz a
inibi¢do da apoptose, independéncia de fatores de crescimento, alteragdes nas interacdes célula-
célula e célula-matriz, e leucemogénese. Devido a atividade anti-apoptdtica deste oncogene,
células expressando BCR/ABL sdo altamente resistentes a agentes quimioterapicos. Dessa
forma, a proteina BCR/ABL promove a ativagdo constitutiva da sinalizagao mitogénica, redugao
de apoptose e reducdo da adesdo das células ao estroma e a matriz extracelular (FERNANDEZ-
LUNA, 2000).

O diagnostico ¢ realizado pelos achados clinicos, citogenéticos e
hematoldgicos do sangue periférico e medula 6ssea e suas manifestacdes sao controladas por
quimioterapia oral (DULLEY et al., 2004). E geralmente realizado na fase crénica com base no
aumento do nimero de leucécitos circulantes, diminuicdo da atividade da fosfatase alcalina

leucocitaria, detec¢do do cromossomo Filadélfia e do oncogene BCR/ABL (MELO et al., 2003;
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SAWYERS, 2004). Sao comumente encontrados niveis baixos de desidrogenase latica sérica,

acido urico, e de vitamina B12 (MORRISON, 1994).

1.3. TERAPEUTICA NA LEUCEMIA MIELOIDE CRONICA

O tratamento para LMC, cromossomo Filadélfia positivo, inclui diferentes
estratégias, que vao desde o simples controle na contagem de leucécitos, eliminacdo das
células Ph positivas por substitui¢do de células alogénicas ou por supressao nao-especifica do
clone neoplasico.

A primeira droga descrita a ser usada no tratamento da LMC foi o arsénico
(FORKNER E SCOTT, 1931; HEHLMANN ET AL., 2005). Nas décadas seguintes, o
tratamento da LMC foi meramente paliativo, e era baseado em drogas citostaticas, como o
Bussulfano e Hidroxiuréia. Até a década de 1980, estas drogas eram as mais efetivas no
tratamento da LMC, pois apresentavam um controle da doenga com baixa toxicidade e eram
administradas oralmente (KANTARIJIAN et al., 1993). Entretanto, apesar de causarem
remissd@o hematologica em 70% a 80% dos pacientes em fase cronica, estas drogas ndo eram
capazes de estimular remissdo citogenética.

A fase cronica da doenga pode ser controlada com o bussulfano (BUS) ou
com a hidroxiuréia (HY), mas seu curso natural ¢ minimamente melhorado. O BUS foi o
principal quimioterapico usado no tratamento para a LMC durante muitos anos, substituido
durante a década de oitenta pela hidroxiuréia (SILVER et al., 1999). A hidroxiuréia, por sua
atividade antimetabdlica, ndo apresenta o mesmo risco de causar malignidades secundarias e,
quando usada para controlar a contagem sanguinea dentro dos limites normais, proporciona
melhor resultado que o obtido com bussulfano no que se refere a sobrevida (HELMANN et
al.,1993).

Na presente data, trés modalidades de tratamento mostram uma influéncia
positiva no curso natural da LMC em fase cronica: transplante alogénico de células tronco
hematopoiéticas (alo-TMO), Interferon-a (sozinho ou em combinagdo com baixas doses de
ara-C) e inibidores do dominio tirosina quinase do BCR/ABL, como mesilato de Imatinibe e
outros (TEFFERI et al., 2005).

O transplante de medula 6ssea (TMO) alogénico foi primeiramente
introduzido no final dos anos 60 para tratar deficiéncias congénitas imunologicas e outras
doencas hematologicas nao malignas. Nos anos 70, E. Donnall Thomas e colaboradores

mostraram que alguns pacientes com leucemia aguda refrataria obtinham sobrevida longa e



20

livre de doenca apds quimioterapia em altas doses, seguida de transplante da medula dssea de
irmdo HLA idéntico.

No final dos anos 70 e inicio dos anos 80, o TMO — tanto alogénico (de
outro individuo) como singénico (de gémeo idéntico) — mostrou ser capaz de induzir remissao
citogenética e sobrevida longa e livre de doenca nos pacientes com LMC (PASSWEG, 1998;
NOWELL, 2002).

As células-tronco usadas para o transplante alogénico podem ser obtidas
tanto da medula 6ssea e do sangue periférico, como também do corddo umbilical. Por essa
razdo, o que antes era conhecido como transplante de medula 6ssea atualmente é generalizado
como transplante de células-tronco. Em ambas as circunstancias o paciente ¢ submetido a
altas doses de quimioterapia, com o objetivo de eliminar as células leucémicas antes do
transplante, e esse tratamento agressivo limita, em certo grau, a sele¢do dos doentes
considerados apropriados para tal procedimento (NOWELL, 2002).

O transplante de medula 6ssea alogénico ainda hoje ¢ a unica terapia
curativa da LMC. Em geral, os pacientes em fase cronica respondem melhor ao TMO do que
os pacientes em fase acelerada ou crise blastica (TEFFERI et al., 2005). Embora esta
modalidade terapéutica possa curar 50% a 60% dos pacientes, a recidiva da doencga representa
a causa principal de falha do tratamento. Os pacientes que recaem depois do alo-TMO podem
ser reinduzidos para segundas remissdes duradouras com estratégias terapé€uticas distintas,
que incluem infusdes de linfocitos do doador, interferon-a (IFN-o) e drogas inibidoras da
atividade quinase da proteina BCR/ABL. (HEHLMANN et al., 2005). Apesar de ser uma
alternativa que pode levar a cura, o alo-TMO apresenta algumas limitagdes. Em primeiro
lugar, nem todos os pacientes encontram um doador. Em segundo lugar, o transplante esta
associado com uma porcentagem relativamente alta de mortalidade (cerca de 40%), devido
principalmente a doenca enxerto versus hospedeiro e a infecgdes associadas com a
imunossupressdo (VAN RHEE et al., 1997; TEFFERI et al., 2005). Além disso, somente 20 a
30% de todos os pacientes sdo candidatos ao transplante. Existem diversos fatores que
influenciam na alternativa pelo transplante, como idade (quanto mais jovem melhor), fase da
doenga (o ideal ¢ transplantar em fase cronica), disponibilidade de um doador, se o doador ¢
aparentado ou nao, grau de histocompatibilidade, e tempo entre o diagnostico e o transplante
(BACCARANTI et al., 2006).

Os interferons sdo uma familia de proteinas produzidas por células de
eucariotos, que ocorrem naturalmente em resposta a exposi¢do a antigenos € a mitdgenos,

como nas infecgdes virais e doencas malignas. Os interferons tém efeito bioldgico
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pleiotropico que inclui a inibi¢do da proliferagao celular, a regulacdo da expressdo de
citocinas e a modulacao do sistema de vigilancia imune.

Dos trés grupos de interferons ja identificados (interferon-alfa, interferon-
beta e interferon-gama), o interferon-alfa (INF-a) é o que tem sido mais usado no tratamento
de malignidades hematolégicas e tumores solidos (FADERL, 1999). O INF-a ou interferon
leucocitario ¢ uma citocina produzida por linfocitos B, por macrofagos e por células NK
(natural killer), com atividade antitumoral em malignidades hematoldgicas e outros tipos de
cancer (VIAL, 1994).

As células na fase cronica da LMC sdo sensiveis a fatores de crescimento
hematopoético e a citocinas. Doentes tratados com INF-o podem obter significativa redugao
de células Ph positivas na medula 6ssea, chegando alguns a apresentar completa remissao
citogenética, embora quase todos permanecam com o rearranjo BCR/ABL, evidenciado por
técnicas moleculares. Desse modo o INF-a foi a primeira droga nao-mielotoxica capaz de
reduzir o numero de células leucémicas e de controlar a progressdao da doenga na fase cronica.

A terapia com o INF-a estd associada com elevada toxicidade. A maioria
dos pacientes exibe uma sindrome semelhante a da gripe (febre, calafrios, mialgia, dor de
cabega), nausea, vomitos e diarréia. Efeitos adversos tardios sdo limitados a dose em somente
20% dos pacientes. Em geral, 10% a 25% dos doentes interrompem a terapia por causa da
intolerancia (STONE, 2004).

A sobrevida global em cinco anos dos doentes tratados com interferon -alfa
(INF-a) ¢ de aproximadamente 63%, ¢ em 10 anos, de cerca de 40% (DULLEY et. al., 2004;
JAMUR, 2005).

A LMC foi a primeira doenga hematoldgica para qual um projeto de uso
racional de drogas delineou uma terapia com alvo molecular efetiva (MELO, 2003). Apods
uma melhor compreensdo das bases moleculares da LMC foram desenvolvidos os inibidores
de tirosina quinase, como o mesilato de imatinibe, o dasatinibe e o nilotinibe; dos quais
demonstraram serem mais eficientes no controle da doenga do que o INF-a (MANASH;
SHAH, 2004). O INF-a era a terapia padrao para os casos de LMC em fase cronica antes da
descoberta do mesilato de imatinib. A associagdo de INF-a com outras drogas como
hidroxiuréia e/ ou baixas doses de citarabina mostrou melhor resposta citogenética quando
comparada aquela observada nos pacientes que receberam somente o INF-a, porém a
combinacdo destes compostos ndo tem efeito no aumento da sobrevida dos pacientes

(HEHLMANN, et al., 2007).
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Essa terapia tem como alvo a enzima tirosina quinase, BCR/ABL,
responsavel por grande parte dos eventos leucemogénicos na LMC. O uso desses inibidores
pode reverter as alteragdes malignas nas células leucémicas e/ou provocar a apoptose dessas
células (MANASH; SHAH, 2004).

O dominio SHI da BCR/ABL ¢ um alvo molecular para o tratamento da
LMC, por ter papel essencial na leucemogenicidade da oncoproteina, por meio de sua
atividade tirosina quinase. Inicialmente, pesquisas de produtos naturais para compostos
antagdnicos da atividade catalitica da BCR/ABL identificaram potenciais candidatos, como a
genisteina (isoflavondide) e a herbimicina-A (antibiotico). Tentativas subsequentes foram
feitas a partir de compostos sintéticos com estruturas quimicas capazes de competir tanto com
o trifosfato de adenosina (ATP) como com o substrato 6 do sitio de ligagdo no dominio da
quinase.

O melhor inibidor sintético de ligagdo com o ATP ¢é o 2-
fenilaminopirimidina ou mesilato de imatinibe, antes denominado STI571 (Glivec® ou
Gleevec™, da Novartis Pharma, Basel, Sui¢ca) (DRUKER, 1996). Anteriormente, supunha-se
que esse composto agia diretamente como um inibidor competitivo do ATP, mas hoje ¢
conhecido que este inibidor ocupa somente parte do espago de ligagdo com o ATP na enzima
ABL (Figura 1) e atua principalmente por ligar e estabilizar a BCR/ABL na sua forma inativa,
de maneira que a oncoproteina ndo se ligue ao ATP (SCHINDLER et 14 al., 2001; NAGAR
etal., 2002; GAMBACORTI-PASSERINI et al., 2003 — citados 15 por GOLDMAN, 2004).
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Figura 1 — Mecanismo de agdo do STI571 (Imatinibe).

O mesilato de imatinibe ¢ um potente inibidor de quatro proteinas tirosina-
quinases: da autofosforilagdo da ABL, do receptor do fator de crescimento derivado de

plaquetas (platelet-derived growth factor receptor -PDFGR-A ¢ B), do receptor KIT (receptor
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do fator de células-tronco) e da ARG (Abelson-related gene), em concentragdo
submicromolar (BUCHDUNGER et al., 2000; OKUDA et al., 2001 — citados por MELO,
2003). Das 100 ou mais tirosina-quinases humanas conhecidas, somente a p210 ¢ inibida com
a eficiéncia demonstrada pelo mesilato de imatinibe, e essa seletividade, presumivelmente,
explica sua relativa auséncia de toxicidade (GOLDMAN, 2004).

O composto ¢ um inibidor de transdug¢dao de sinal (signal transduction
inhibitors — STI) que inibe a fungdo tirosina-quinase da p210 impedindo que as células que a
expressam se proliferem (DEININGER et al., 1997; KANTARIJIAN et al., 2002a).

Esse medicamento inibe a progressao da LMC para a fase acelerada ou
blastica, induz remissdo hematologica em 98% dos pacientes e remissdo citogenética
completa em 76% do pacientes apds 12 meses de tratamento (DRUKER, 2000; JOHN, 2004).

A inibi¢do da oncoproteina resulta na modulagdo transcricional de varios
genes envolvidos no controle do ciclo celular, na adesdo celular e na organizacdo do
citoesqueleto, resultando na apoptose das células Ph positivas (DEININGER et al., 2000). Em
ensaios clonogénicos, hd um decréscimo de 95% no nimero de células Ph positivas, mas sem
inibi¢do de formacdo de coldnias de células normais. A inibicao seletiva do crescimento pode
ser demonstrada para as linhagens BCR/ABL + tanto in vitro (DEININGER et al., 1997) como
em camundongos (DRUKER et al., 1996; Le COUTRE et al., 1999).

O uso do Imatinibe apresentou efeito em todas as fases da doenca, tendo
sido mais substancial e estavel nos pacientes recém-diagnosticados. As respostas ao Imatinibe
ocorrem a nivel hematologico, citogenético e molecular. Cerca de 90% dos pacientes em fase
cronica apresentam resposta hematologica ao Imatinibe. (KANTARIJIAN et al., 2002b). Por
ser uma droga nova, o tempo de acompanhamento da resposta a esse medicamento ¢ muito
curto. Ainda ndo ¢ possivel saber qual ¢ o real efeito curativo desse medicamento, e por
quanto tempo os pacientes continuardo em remissao.

Problemas associados ao tratamento da LMC com mesilato de imatinibe tém
sido identificados. Nas fases avancadas da doenca muitos pacientes ndo respondem ao
medicamento; outros respondem, mas desenvolvem resisténcia tardia ao tratamento. Na crise
blastica, as respostas sdo de curto prazo, com duracdo média de trés a seis meses, € somente
10% a 15% dos pacientes tém resposta por um periodo mais longo. Na fase acelerada, apds 12
meses de terapia 30% a 60% dos pacientes progridem para a fase blastica ou deixam de
apresentar resposta hematologica (CORTES et al., 2004). Os mecanismos de resisténcia nao
estdo completamente esclarecidos, mas incluem: selecdo de células com super-expressao da

BCR/ABL (MAHON et al., 2000); selecdo das células que expressam niveis normais da
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BCR/ABL, mas com mutagdes no dominio quinase ABL; e selecao de células que podem ser
independentes da expressao BCR/ABL, possivelmente por ativagdo anormal de outras vias
oncogénicas. Na mesma célula podem coexistir mais de um desses mecanismos (MELO et al.,
2003).

A resisténcia ao mesilato de imatinibe pode ser identificada por critérios
laboratoriais ou clinicos. E primaria quando a resisténcia ¢ identificada em linhagens celulares
ou em pacientes que ndo tiveram exposi¢do anterior ao medicamento; ou secundaria quando a
resisténcia ocorre apoOs resposta inicial a droga. A resisténcia pode também ser atribuida a
perda de capacidade do mesilato de imatinibe de inibir a BCR/ABL ou a incapacidade de
atingir, em concentracao suficiente, a oncoproteina no espaco intracelular, por inativagao ou
degrada¢do. Os mecanismos de resisténcia podem diferir em pacientes tratados na fase
cronica ou na fase avangada da doenga (GOLDMAN, 2004).

Os mecanismos de resisténcia t€ém sido analisados € o mais comum ¢ a
reativacdo da atividade de quinase da BCR/ABL por mutagdes de ponto ou por amplificagao
génica (GORRE et al., 2001). A mutagdo de ponto no sitio de ligagdo da tirosina-quinase
pode impedir a ligacdo do mesilato de imatinibe com a proteina, por interrup¢ao de pontos de
contato criticos entre eles ou por induzir uma conformacgao da proteina a qual o medicamento
ndo se pode ligar (BRANFORD et al., 2003). Dependendo do tipo de mutagao presente, o
aumento da dose pode ser uma boa estratégia para restaurar a resposta ao mesilato de
imatinibe.

Em pacientes portadores de leucemia linféide aguda (LLA) e LMC
refratarios ao mesilato de imatinibe ja foram descritos mais de 40 diferentes mutacdes no gene
BCR/ABL (BACCARANI et. al., 2006). As muta¢des em pacientes resistentes ao mesilato de
imatinibe acaretam uma mudancga estrutural na enzima BCR/ABL, o que dificulta o
deslocamento do ATP pelo mesilato de imatinibe no sitio de acdo da proteina BCR/ABL,
enquanto preserva a atividade quinase da enzima. A primeira mutagdo descrita que confere
resisténcia ao mesilato de imatinibe determina a troca do aminodcido treonina por uma
isoleucina na posi¢dao 315 e denomina-se T3151. Essa mutag¢do ¢ encontrada principalmente
em pacientes com doenca avancada e estd associada ao pior prognostico nos casos de LMC
(GORRE, et al. 2001).

Segundo Weisberg e colaboradores (2007), a expansdo de clones mutantes
de BCR/ABL em paciente tratados com mesilato de imatinibe ¢ frequente ja que ele pode
selecionar clones resistentes que ja existiam no paciente pré-tratado. O aumento desses clones

resistentes acarretaria na recaida do paciente ou progressao da LMC.
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Como outras possiveis causas de resisténcia, cita-se: niveis elevados de
proteina 1 de resisténcia a multidrogas (multidrug resistance protein 1); ligacao do mesilato
de imatinibe com a l-alfa glicoproteina 4cida; e anormalidades moleculares adicionais ao
BCR/ABL, que previnem a apoptose do clone maligno apesar da inativagdo eficiente da
quinase pelo mesilato de imatinibe (STONE, 2004).

As estratégias utilizadas para melhorar a sobrevida e progndstico dos
pacientes resistentes ao mesilato de imatinibe sdo: O aumento da dose administrada;
associacdo com outros compostos que possuem atividade contra LMC ou emprego de outros
inibidores de BCR/ABL.

O aumento da dose do mesilato de imatinibe, apesar de gerar remissdao em
alguns pacientes pode conduzir ao aparecimento de efeitos adversos graves, em particular
mielossupressdo, hipersensibilidade e retencao de liquidos. A associacdo desse medicamento
com outras drogas esta em teste e parece ser uma op¢ao promissora (JOHN et al., 2004).

Outras drogas inibidoras da atividade tirosina quinase do BCR/ABL estao
sendo desenvolvidas e utilizadas em pacientes com LMC resistentes ao Imatinibe. Drogas
como Dasatinibe (BMS354825) e Nilotinibe (AMN107) sdo mais potentes que o Imatinibe
(HEHLMANN et al., 2005), ¢ ja estao sendo utilizadas nos pacientes resistentes a este
medicamento. Outros medicamentos como Bosutinibe (SKI-606) ¢ MK0457 também estao
sendo testadas em pacientes resistentes ao Imatinibe.

O dasatinibe ¢ um novo agente que foi aprovado para o tratamento de
adultos com LMC em fase cronica, fase acelerada ou crise blastica resistentes ou intolerantes
ao tratamento prévio com imatinibe. Dasatinibe (Sprycel®, Bristol-Myers Squibb, NY, USA)
¢ um inibidor de tirosina quinase BCR/ABL disponivel na forma oral, sendo, in vitro, 300
vezes mais ativo do que o imatinibe. Também in vitro, o dasatinibe tem se mostrado ativo
contra todas as mutagdes da oncoproteina BCR/ABL resistentes ao imatinibe, com excegao da
T3151 (HOCHHAUS, 2007).

O dasatinibe ¢ um inibidor de multiplos alvos, sendo capaz de inibir a
tirosina quinase BCR/ABL, a familia de quinze Src, o c-Kit o PDGFR (CORTES, 2005;
JABBOUR, 2007). O dasatinibe ¢ um duplo inibidor Src/ABL, isto ¢, inibidor da familia de
quinases Src que também exibe propriedades inibitorias ao ABL. (O'HARE, 2005;
HOCHHAUS, 2008). Ele ¢ um forte inibidor da enzima tirosina quinase mostrando uma
poténcia muito maior que o imatinibe (O'HARE, 2005; COPLAND, 2006). Além disso, o
dasatinibe, diferentemente do imatinibe, inibe as formas ativas e inativas da molécula

BCR/ABL (COPLAND, 2006; DELAMAIN, 2008).
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A habilidade do dasatinibe em inibir efetivamente a proliferacao de células
mutantes resistentes ao imatinibe sugere que este composto tem significante potencial
terapéutico na LMC. Entretanto, a toxicidade hematologica desta droga pode ser observada
em pacientes em fase de doenga mais avancada (TOKARSKI, 2006; DELAMALIN, 2008).

Em relagdo as citopenias, o dasatinibe mostrou perfil de anemia, leucopenia,
neutropenia e trombocitopenia um pouco maior que o observado com o uso de imatinibe. A
toxicidade hematologica também foi maior com o uso de dasatinibe e a toxicidade ndo
hematologica foi bastante semelhante, com exce¢do da efusdo pleural e edema pulmonar que
nao foi constatada com uso de imatinibe (HOCHHAUS, 2007)

O nilotinibe (AMN-107, Tasigna®) ¢ uma nova aminopiridina, sendo uma
droga analoga ao imatinibe; entretanto, a seletividade e a afinidade de ligacdo contra a quinase
ABL do nilotinibe ¢ substancialmente maior quando comparada ao imatinibe (O'HARE,
2005). A agdo do nilotinibe parece ser mais potente que a do imatinibe, e funciona como um
inibidor de imatinibe-resistente de BCR/ABL (O'HARE, 2005; HAZARIKA, 2008). In vitro é
um excelente inibidor de fosforilizagdo de BCR/ABL, sendo projetado para ligar fortemente a
proteina BCR/ABL, aumentando assim sua eficacia (JABBOUR, 2007).

O nilotinibe interage com Glu286 e a Asp381 formando uma molécula de
AMN107, que ¢ um inibidor ATP-competitivo da atividade da proteina tirosino quinase do
BCR/ABL, prevenindo a ativagdo das vias mitogénico e antiapoptdtica dependentes do
BCR/ABL, levando a morte do fenétipo do BCR/ABL (DELAMAIN, 2008). Ele também
inibe o c-Kit ¢ o PDGFR, mas, assim como o dasatinibe, ndo inibe o dominio de mutagdo
T315I do gene BCR/ABL (JABBOUR, 2007). Esta droga foi recentemente aprovada e tem
demonstrado respostas em pacientes que estdo em tratamento das fases cronica e acelerada da
LMC e que sdo resistentes ou intolerantes ao tratamento com imatinibe (DELAMAIN, 2008).

Nilotinibe e dasatinibe parecem ser igualmente ativas contra todas as
mutacdes conhecidas que promovem resisténcia ao imatinibe, exceto a T3151, nas doses

terap€uticas utilizadas (SHAH, 2004; WEISBERG, 2005).

1.4 QUIMIOCINAS

As quimiocinas, também designadas de citocinas quimiotaticas
(LAURENCE, 2006) constituem um grupo de pequenas proteinas soliveis e altamente

basicas, cujo peso molecular varia de oito a dez kDa (BALKWILL, 2004a; LAURENCE,
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2006) com algumas excegdes, como a linfotactina (Lptn) que possui 16 kDa e a fractalcina ou
neurotactina, com 38 kDa (WANG, 1998).

Sua descoberta original data de 1987 e, curiosamente, surgiu no decorrer do
estudo da migracao de linfécitos T para o timo (PEASE, 2006). As quimiocinas tém func¢do de
mensageiros intercelulares e sdo produzidos por varios tipos celulares e estdo presentes
durante a infec¢des e em processos inflamatorios, onde a presenca de leucocitos € essencial na
resposta do hospedeiro.

Poucos campos de estudo da Biologia Molecular sofreram revolugdo tao
acentuada quanto ao campo das quimiocinas. A primeira molécula descrita como potente
quimioatraente para neutréfilos, conhecida como IL-8, foi clonada ma década de 90 (WOLPE
etal., 1988; WADA et al., 1994).

Desde as décadas de 60-70, foram caracterizadas mais de 50 quimiocinas
humanas e muitos homoélogos em murinos. Seus efeitos estendem-se muito além de atrair
leucocitos aos sitios de inflamagdo. Evidéncias indicam que as quimiocinas participam no
desenvolvimento de 6rgdos, na angiogénese na recirculacdo dos leucdcitos e na regulacao
imunolégica (LUSTER et al., 1995; YOSHIMURA et al., 1987, WALZ et al., 1989;
BAGGIOLINI et al., 1994; SARAFI et al., 1997, LUSTER, 1998; CHENSUE, 2001).

As quimiocinas constituem uma grande familia de mediadores inflamatorios
e imunologicos, e apresentam similaridade com as citocinas, bem como diferengas claras.
Assim como as citocinas, as quimiocinas sdo proteinas secretorias produzidas por leucécitos e
células teciduais constitutivamente ou apds indugdo, e exercem seus efeitos localmente de
forma autdcrina ou pardcrina. Entretanto as quimiocinas sdo muito menores que as citocinas e
desempenham sua atividade via receptores com sete a-hélices transmembrana acoplados a
proteina G, os quais sdo tipicos para atragdo de leucocitos (BAGGIOLINI, 2001).

As quimiocinas promovem um direcionamento no movimento dos
leucocitos em desenvolvimento, na homeostasia e na inflamacao. A migracao de leucécitos do
sangue para os tecidos faz parte de multiplos passos, envolvendo uma série de interagdes
coordenadas entre leucocitos e células endoteliais (SPRINGER, 1995). Diversas familias de
moléculas regulatérias como integrinas, quimiocinas e selectinas controlam diferentes passos
deste processo. As selectinas facilitam o movimento dos leucécitos ao longo da superficie das
células endoteliais (““rolling”). Acredita-se que as quimiocinas produzam sinais especificos
que convertem as interacdes de baixa afinidade entre integrinas e selectinas, em interagdes de

alta afinidade, resultando na migragdo dos leucocitos.
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As quimiocinas sdo secretadas nos sitios inflamatérios e de infecgdo pelas
células teciduais residentes, pelos leucocitos residentes e recrutados, e pelas células
endoteliais ativadas por citocinas. Sdo retidas localmente na matriz extracelular e na
superficie celular (proteoglicanas heparan sulfato) mantendo um gradiente de concentragdo
em torno do estimulo inflamatério e também do restante do endotélio. Da mesma forma que
os leucocitos recrutados sdo ativados pelas citocinas pro-inflamatérias locais, eles podem
tornar-se dessensibilizados ao sinal de outras quimiocinas pela alta concentragdo local das
mesmas (BAGGIOLINI, 2001).

Quimiocinas s3o constituidas de 70 a 130 aminoéacidos com quatro residuos
de cisteina conservados (BAGGIOLINI, 1994, 1997), de 8 a 10 kDa com 20 a 70% de
homologia na seqiiéncia de aminodcidos. Como proteinas secretorias, sdo sintetizadas com
uma seqiiéncia guia de 20-25 aminoacidos, a qual ¢ retirada antes de sua liberagdo. Duas
familias principais, CXC e CC, também conhecidas como o e § quimiocinas, syo distinguidas
de acordo com a posinyo dos dois primeiros resvduos de cistevna, os quais sdo separados por
um aminodacido variavel (CXC) ou sdo adjacentes (CC). As cisteinas formam duas pontes
dissulfeto (Cysl — Cys3 e Cys2 — Cys4), o que confere ¥s quimiocinas sua estrutura tri-
dimensional. As pontes dissulfeto mantkm as regives amino terminais juntas, o que 1 essencial
para sua atividade biologica (BAGGIOLINI, 2001).

Uma nomenclatura sistemdtica para as quimiocinas e para seus receptores se
tornou necessaria com a descoberta de muitas moléculas novas. Esta classificacdo (ZLOTNIK
& YOSHIE, 2000) baseia-se no principio estabelecido para os receptores na Conferéncia
Gordon em Citocinas Quimiotaticas de 1966. Os receptores sao definidos como CXC, CC,
XC e CX3C, seguidos pela letra R (receptor) e um nimero. As quimiocinas sdo definidas
seguindo o mesmo padrdo, baseado em sua estrutura, seguidas pela letra L (ligante) e pelo
nimero de seu gene. Enquanto que a nomenclatura sistematica tem sido adotada para os
receptores, a maioria das quimiocinas ainda ¢ distinguida por seus nomes tradicionais
(BAGGIOLINI, 2001).

As quimiocinas se ligam a multiplos receptores, € o mesmo receptor
usualmente liga-se a mais de uma quimiocina. Entretanto, ha uma exce¢ao para esta regra, que
¢ uma o-quimiocina, o Fator Derivado do Estroma da medula Ossea-1 (SDF-1). Esta
quimiocina liga-se especificamente ao CXCR4 (HORUK, 2001) e também ao CXCR7
(WANG et. al., 2007).
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Quimiocinas ndo apenas orquestram a resposta migratoria das células
envolvidas nas reagdes inflamatorias, mas também possui papel significativo no trafego de
varios tipos celulares durante a embriogénese (SCHIER, 2003).

Virtualmente, cada tecido e tipo celular residente podem ser induzidos a
secretar quimiocinas. Enquanto determinadas células, como os macrofagos podem produzir
uma variedade de quimiocinas, ha tecidos que exibem uma producao restrita, sugerindo que
algumas quimiocinas tém fungdes orgao-especificas (CHENSUE, 2001).

A identificagdo de um grande niimero de receptores de quimiocinas e a
caracterizagdo de sua seletividade e expressao em diferentes tipos de leucocitos tem fornecido
informacodes sobre a regulacao do trafego de leucdcitos na saiude e na doenca (DE OLIVEIRA
et. al., 2007).

As quimiocinas podem ser secretadas por células tumorais, células
adjacentes ao tumor e em locais de metéstases sendo muito importantes no contexto do cancer
(ROLLINS, 1997).

Uma das principais causas da falha do tratamento e morte dos pacientes com
cancer ¢ a metastase para orgdos secundarios (DEWAN, 2006). Metastase em cancer ¢
resultado de varias etapas seqiienciais e representa um processo altamente organizado, nao-
randomico e orgao-seletivo (NICOLSON, 1993).

O crescimento do tumor primdrio, a invasdo e a metdstase para Orgaos
distantes sdo dependentes de uma verdadeira rede de eventos altamente regulados que
incluem: transformagao celular, ambiente pré angiogénico, crescimento das células tumorais,
invasao através da matriz extracelular e das células endoteliais, entrada na circulagao
sangiiinea e finalmente a metdstase ndo randomica das células tumorais a 6rgdos distantes
(ARVANITAKIS et al., 1997; VICARI & CAUX, 2002).

Ultimamente tém-se discutido o papel das quimiocinas ¢ o seu
envolvimento nas neoplasias. O fator-1 derivado do estroma da medula o6ssea (SDF-
1/CXCL12) ¢ uma quimiocina da subfamilia CXC de quimiocinas que, através do seu
receptor (CXCR4), desenvolve importantes fungdes na migragao, retencao e desenvolvimento
de progenitores hematopoiéticos na medula 6ssea. Além disso, o sistema CXCL12/CXCR4
esta envolvido na quimiotaxia de células cancerosas e na metastase tumoral (KANG et al.,
2005).

Um grande numero de células tumorais expressam receptores de
quimiocinas em sua superficie celular, que, quando ativados, desencadeiam vias de

sinalizagdo intracelular envolvidas na sobrevivéncia, prolifera¢do, invasdo e crescimento
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tumoral (BALKWILL, 2004b; VANDERCAPPELLEN, 2008). Além disso, muitas cé¢lulas
tumorais sdo capazes de secretar quimiocinas, que atuam de forma autdcrina sobre a massa
tumoral. Em ambos os casos, considera-se que as quimiocinas possuem um efeito direto nas
células tumorais (BEN-BARUCH, 2006a).

Admite-se também que as quimiocinas podem regular a migragao de células
tumorais a locais metastaticos especificos, onde encontram condi¢des que favorecem sua
viabilidade. Nesse caso, os locais onde a metastase sera formada devem apresentar elevada
expressdo de quimiocinas e estas devem induzir a migragdo das células tumorais que
expressam seu receptor correspondente (ROLLINS; BEN-BARUCH, 2006a).

Verificou-se que células tumorais como as células do tumor de mama
podem ser guiadas através da corrente sangiiinea até orgdos distantes que expressem
quimiocinas como o CXCLI12, pois estas células possuem receptores que possibilitam este
evento. As células tumorais invadiriam estes 6rgaos e entdo formariam tumores secundarios.
Diante desse quadro, novas pesquisas apontam no sentido de evitar esses mecanismos,
tentando interferir na interagdo entre receptores celulares e quimiocinas (MULLER et al.,
2001; MURPHY, 2001).

Um nimero de quimiocinas tem sido reportado por mobilizar células tronco
hematopoiéticas e células progenitoras ou células sanguineas diferenciadas, incluindo a
proteina-1 inflamatoria de macrofagos (MIP-1a/CCL3), interleucina 8 (IL-8/CXCLS8), fator
derivado do estroma da medula 6ssea (SDF-1) entre outros (PELUS et al., 2002).

Observou-se que as células leucémicas escapam da apoptose in vitro quando
entram em contato com as células produtoras de CXCL12. Sugere-se que as quimiocinas €
seus receptores, além de governar a migragdo das células leucémicas, também podem
contribuir para resisténcia das células leucémicas a apoptose induzida pela quimioterapia. E
possivel que os receptores CXCR4 entre outros possam representar um novo alvo para o

desenvolvimento de tratamentos efetivos para esta doenca (BURGER & KIPPS, 2002).

1.5.CXCL12 (SDF-1) E CXCR4

O Fator Derivado do Estroma da Medula Ossea 1 (SDF-1) ¢ membro da
subfamilia CXC de quimiocinas e ¢ expresso pelas células estromais, incluindo fibroblastos e
células endoteliais (MULLER et al, 2001, SALVUCCI et al, 2002). pertencente a familia
CXC (alfa-quimiocina) foi inicialmente descrito como um fator derivado de células do

estroma da medula 6ssea, e um fator pré-estimulador de células B. O SDF-1, também
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conhecido como CXCL12, ¢ uma quimiocina constitutivamente expressa por células do
estroma medular e por outros tecidos. Inimeros estudos sugerem que o SDF-1 desempenha
um papel fundamental no homing de células tronco e de células progenitoras hematopoiéticas
(AIUTI et al, 1997).

O SDF-1/CXCL12 ¢ uma quimiocina homeostatica que sinaliza através do
receptor de quimiocina CXCR4, o qual possui importante papel no processo de hematopoiese,
desenvolvimento e organizacao do sistema imune (BURGER & KIPPS, 2006).

O CXCR4 ¢ um dos receptores conhecido para CXCL12. A ligagdo desta
quimiocina com seu receptor exibe efeito quimiotatico para leucdcitos in vitro, tendo uma alta
capacidade quimioatraente in vivo (RAZMKHAH et al, 2005).

A acdo da quimiocina CXCL12 sobre o receptor CXCR4 ja ¢ bem
conhecida, no entanto, estudos recentes demonstram sua correlagdo com outro receptor
heptamérico transmenbrana, CXCR7. O mecanismo de acdo sobre tal receptor ¢ diverso ao
primeiro, nao ocorrendo alteragdo conformacional seguido de liberagdo de mediadores
intracitoplasmaticos, sendo os sinais extracelulares correspondentes a resposta a quimiocina
da via sinalizadora (KALATSKAYA et al., 2009).

Estudos demonstraram que o CXCL12 mobiliza células hematopoiéticas
progenitoras e células tronco, com a capacidade de repopular tecidos (HATTORI et al., 2001).
O efeito mobilizador do CXCL12 foi diretamente relacionado a sua concentragao no plasma,
sugerindo que estas respostas sdo controladas por um gradiente de concentracdo de
quimiocinas.

Muller et al. (2001) mostraram que, no cancer de mama, os 6rgdos-alvo de
metastase expressam altos niveis da quimiocina CXCLI12, e induzem a movimentagdo
especifica das células tumorais de mama que expressam o receptor correspondente a esta
quimiocina, 0 CXCR4. Também se verificou que o receptor CXCR4 ¢ altamente expresso em
tecidos tumorais mamarios, mas nao no tecido normal de mama, e que seu ligante CXCL12,
da mesma forma, encontra-se altamente expresso na medula 6ssea, pulmio e linfonodos,
locais onde se observa maior ocorréncia de metéastases neste tipo de cancer. Observou-se,
inclusive, que a neutralizagdo com anticorpos monoclonais contra o CXCR4 acarretou a
reducdo de metastases das células tumorais de mama para o pulmdo e linfonodos em
camundongos.

Além disso, uma vez que as células tumorais interagem com a CXCL12, via
seu receptor, ocorre a indugdo da sinaliza¢do intracelular que aumentam as propriedades

metastaticas, de crescimento e de sobrevivéncia das células anormais (BEN-BARUCH,
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2006b). De fato, as quimiocinas e seus receptores parecem favorecer a proliferacdo e a
sobrevivéncia das células tumorais mesmo sob condi¢cdes de estresse. Em condi¢des de
hipoxia observa-se o aumento da expressao do CXCR4, que favorece o crescimento do tumor
(STALLER, 2003).

Recentes estudos tém mostrado que tumores de origem nas células
hematopoiéticas e ndo hematopoiéticas expressam diferentes receptores de quimiocinas que
podem estar envolvidos no crescimento celular neopldsico, metastase e angiogénese.
Desordens humanas linfoproliferativas parecem ser provenientes de transformagdes malignas
de células linfociticas normais congeladas em um discreto estagio de maturagdo. Mostraram
ainda que em desordens linfoproliferativas agudas ou cronicas, o CXCR4 ¢ ativado em muitas
malignidades de células T e B e podem estar envolvidas na metastase localizada dos
elementos neoplasicos. Receptores de quimiocina adicionais sdo expressos nas desordens
linfoproliferativas individuais, mas eles sdo freqiientemente ndo funcionais (PISTOIA et al.,
2006).

Tem sido identificado um numero crescente de moléculas quimioatraentes
capazes de permitir a migragdo in vitro de células linféides malignas (LEGDEUR et. al.,
1997, MOHLE et al., 1998; BURGER et al., 1999), como por exemplo , na leucemia linfoide
cronica, onde as células leucémicas expressam CXCR4 e sdao atraidas pelo gradiente da
quimiocina CXCL12 (BURGER et al. 1999; MOHLE et al., 1999; NISHII et al., 1999;
BRADSTOCK et al., 2000; MOHLE et al., 2000). Em adi¢ao, o CXCR4 ¢ altamente expresso
em células de linfoma, bem como em linhagens mieldides (BURGER & KIPPS, 2002).

O CXCLI12 pode estimular a sobrevivéncia e o crescimento de células
neopldsicas de maneira pardcrina, além de promover angiogénese no tumor em
desenvolvimento (BURGER & KIPPS, 2006).

O sequenciamento da quimiocina SDF-1 (CXCL12), (GenBank: L36033),
revelou um polimorfismo no segmento evoluciondrio conservado da regido 3’ nao traduzida
(3°’UTR), (posi¢ao 801 G - A) do gene estrutural transcrito. Este polimorfismo, designado
SDF1-3’A ou CXCL12 rs1801157-alelo A. Este alelo variante pode ter fungdes regulatorias
importantes, resultantes do aumento na concentra¢do de SDF-1 (WINKLER et al, 1998).

Em diversas andlises com organismos vertebrados, demonstrou-se que a
regido 3’UTR ¢ mais longa que sua analoga 5’UTR, indicando um significativo potencial
regulatorio. Além disso, a propria variagdo na extensdo da regido 3’UTR tem aumentado
durante os processos evolutivos, sugerindo um papel maior na complexidade das espécies

(MAZUMDER et al, 2003).
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As regides 3’ nao codificadoras (UTR) de RNAs mensageiros para muitos
genes tém sido identificadas como regides regulatorias importantes do transcrito de RNA por
si s0, bem como do produto originado. Na maioria dos casos, 0os mecanismos de controle da
traducdo resultam da interagdo entre proteina -RNA com as regides 5’ ou 3° UTR. Um
exemplo ¢ a proteina quinase dependente de RNA (PKR), ativada por regides 3’UTR do
RNA, a qual pode gerar diversos efeitos, inclusive anti-tumorais (NUSSBAUM et al, 2002).

A associagdo entre o polimorfismo genético do CXCLI2 tem sido
amplamente investigada quanto a resisténcia a infec¢do pelo HIV e a progressdo da AIDS
(TIENSIWAKUL et al, 2004; WATANABE et al, 2003).

As leucemias sao alteracdes clonais caracterizadas por um descontrole da
proliferacdo de células da linhagem hematopoiética. Nas leucemias agudas, existe um
bloqueio na diferenciacdo das células hematopoiéticas ou linfopoiéticas conduzindo a um
acumulo de blastos imaturos circulantes no sangue, medula 6ssea, e algumas vezes, em sitios
extra medulares. Observou-se que as células leucémicas escapam da apoptose in vitro quando
entram em contato com células produtoras de CXCL12. Sugere-se que as quimiocinas € seus
receptores, além de governar a migracdo das células leucémicas, também podem contribuir
com sua notavel resisténcia a apoptose induzida pela quimioterapia. E possivel que os
receptores CXCR4 entre outros possam representar um novo alvo para o desenvolvimento de
tratamentos efetivos para esta doenga (BURGER & KIPPS, 2002).

Baseado nessas informagdes o trabalhou visou investigar a mutagao descrita
e a sua influéncia na concentragdo da quimiocina CXCL12 equais implicagdes essa influéncia

teria na leucemia mieldide cronica?
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2.1 OBJETIVO GERAL
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Verificar a ocorréncia do polimorfismo CXCL12 rs1801157-alelo A na
regido 3’ UTR da quimiocina CXCL12 e a expressdo de RNAm da
quimiocina CXCL12 e de seu receptor CXCR4 em individuos
saudaveis e pacientes com leucemia mieldide cronica submetidos a

diferentes protocolos de tratamentos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Analisar a ocorréncia do polimorfismo CXCL12 rs1801157-alelo A na
regido 3’UTR do gene da quimiocina CXCL12 na populagdo com
Leucemia Mieldide Cronica e dos Doadores Saudaveis do Hemocentro
e do Hospital Universitario.

Correlacionar os resultados de polimorfismo CXCL12 rs1801157-alelo
A e expressao de RNAm da Quimiocina CXCL12 e de seu receptor
CXCR4 com os diferentes protocolos de tratamento dos pacientes com

Leucemia Mieldide Cronica.
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3 ARTIGO A

“ANALISE DO POLIMORFISMO CXCL12 RS1801157 E EXPRESSAO DA
QUIMIOCINA HUMANA CXCL12 E DO SEU RECEPTOR CXCR4 EM LEUCEMIA
MIELOIDE CRONICA”
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QUIMIOCINA HUMANA CXCL12 E DO SEU RECEPTOR CXCR4 EM LEUCEMIA

MIELOIDE CRONICA”

Resumo

A leucemia mieloide cronica (LMC) ¢ uma doenca proliferativa do sistema
hematopoiético caracterizada por uma superprodugcdo de células da linhagem
granulocitica. Cerca de 90% dos pacientes diagnosticados com LMC apresentam um
“marcador” denominado cromossomo Filadélfia (Ph), produto de uma translocagdo entre
os cromossomos 9 e 22, caracterizando uma oncoproteina denominada BCR/ABL.
Ultimamente tém-se discutido o papel das quimiocinas e o seu envolvimento nas
neoplasias. Sabe-se que o fator derivado do estroma da medula oOssea-1 (SDF-
I/CXCL12) é uma quimiocina com importantes fungdes na migragdo, retencdo e
desenvolvimento de progenitores hematopoiéticos na medula oOssea. Além disso, o
sistema CXCL12/CXCR4 esta envolvido na quimiotaxia de células cancerosas e na
metastase tumoral. Portanto, o presente trabalho investigou a relagdo do polimorfismo
rs1801157 CXCL12 com a expressdo génica de CXCL12 e CXCR4 em pacientes com
Leucemia Mieldide Cronica comparado aos individuos saudaveis. DNA e RNA de 44
pacientes com LMC do Hospital do Cancer de Londrina (HCL) e 42 doadores de sangue
saudaveis do Hospital das Clinicas (HC) de Londrina foram analisados para o
polimorfismo do rs1801157 CXCL12 e expressao génica dos genes CXCL12 e CXCR4
por qRT-PCR. No presente estudo, ndo foi encontrado relacdo entre a presenga do
polimorfismo CXCL12 3’A para os doadores saudaveis e os pacientes acometidos por
Leucemia Mieldide Cronica. Além disso, ndo houve correlacdo entre a expressao génica
de CXCL12 e de CXCR4 pelo teste de correlagdo de SPERMAN (p = 0,621). Entretanto,
foi detectada uma maior expressdo de CXCR4 (1,946 vezes maior) nos pacientes com
Leucemia Mieloide Cronica (p = 0,009) comparados aos individuos saudaveis. Os
aspectos moleculares abordados neste trabalho podem auxiliar no diagndstico e no
prognostico da leucemia, sendo um alvo que no futuro pode facilitar a compreensao dos
mecanismos relacionados a progressao da leucemia.

Palavras-chave: LMC. Expressao génica. CXCL12. CXCR4. PCR em tempo rReal.

Abstract

The chronic myeloid leukemia (CM) is a proliferative disease of hematopoietic system
characterized by an overproduction of cells of granulocytic lineage. About 90% of
patients diagnosed with CML have a “marker” called the Filadélfia chromosome (Ph),
product of translocation between chromosomes 9 and 22, featuring an oncoprotein called
BCR/ABL. A major cause of treatment failure and death of cancer patients is metastasis
to secondary organs. Lately, have been discussions the role of chemokines and their
involvement in malignancies. It is known that the factor-1 derive from bone marrow
stroma (SDF-1/CXCL12) is a chemokine with important roles in migration, retention and
development of hematopoietic progenitors in bone marrow. In addition, the system
CXCLI12/CXCR4 is involved in chemotaxis of cancer cells and tumor metastasis.
Therefore, this study investigated the relationship of the polymorphism rs181157 in the
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expression of CXCL12 and CXCR4 in patients with CML compared to healthy subjects.
DNA and RNA from 44 CML patients in the Hospital Cancer of Londrina (HCL) and 42
healthy blood donors at the Clinical Hospital (CH) from Londrina were analyzed for the
rs181157 polymorphism of CXCL12 and gene expression of CXCL12 and CXCR4 genes
by gRT-PCR. In this study, no relationship was found between the presence of
polymorphism for CXCL12 3’A and patients suffering from CML. Furthermore, no
association between the expression of CXCL12 and CXCR4 by SPERMAN correlation
test was observed (p = 0.621). However, we detect a higher expression of CXCR4 (1.946
more) in patients with CML (p = 0.009) compared to healthy subjects. The molecular
aspects covered n this study may assist in diagnosis and prognosis of leukemia, as a
target in the future that may facilitate the understanding of mechanism related to
progression of leukemia.

Keywords: CML. Gene expression. CXCL12. CXCR4. Real time PCR.

3.1 INTRODUCAO

A leucemia mieldide cronica (LMC) ¢ uma doenca mieloproliferativa
caracterizada pelo actimulo excessivo de células mieldides. Trata-se de uma doenga
proliferativa do sistema hematopoiético, caracterizada pela expansdo clonal de uma célula
tronco primitiva e pluripotente que tem a capacidade de se diferenciar em células mieldides,
monociticas e megacariociticas. Ela ocorre com uma incidéncia anual de 1,0-1,5 a cada
100.000 pessoas (PERROTTI, 2010).

A LMC foi a primeira doenca neoplasica associada a uma aberracio
cromossomica (HEHLMANN, 2007). O cromossomo Filadelfia ¢ uma translocacao reciproca
t(9;22)(q34,q11), presente em 90% dos pacientes com LMC, que resulta na produgido de uma
proteina de fusdo denominada BCR/ABLI1 (anteriormente chamada de BCR/ABL), uma
tirosina quinase constitutivamente ativa (JABBOUR, 2009).

A expressao de BCR/ABL em células hematopoiéticas induz a inibi¢ao da
apoptose, independéncia de fatores de crescimento, alteracdes nas interagdes célula-célula e
célula-matriz, e leucemogénese. Devido a atividade anti-apoptotica deste oncogene, células
expressando BCR/ABL sdo altamente resistentes a agentes quimioterapicos (FERNANDEZ-
LUNA, 2000).

O processo neoplasico da LMC ¢ caracterizado por uma fase cronica, com
duracdo aproximada de trés a cinco anos, evoluindo inexoravelmente para a morte, com a
transforma¢do em um quadro leucémico agudo. Inicialmente, sdo identificadas poucas

manifestagdes clinicas, surgindo progressivamente sintomas constitucionais, esplenomegalia e
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hepatomegalia. Eventualmente, o quadro ¢ complicado por doenca extramedular (TABAK,
2000).

Com o progresso da doenga, as chances de falha nos tratamentos aumentam
devido a presenca de mutantes resistentes aos medicamentos, gerados principalmente através
de mutagdes pontuais, formando sub-clones e resistentes (SHANNON, 2002; DRUKER,
GAMBACORTI-PASSERINI, 2003).

A resisténcia aos quimioterdpicos pode ser potencialmente superada pela
combinacdo de multiplos medicamentos. Varios alvos terapéuticos estdo sendo estudados e
novos compostos quimicos estdo sendo desenvolvidos na busca de auxiliar os pacientes
resistentes a terapéutica atual da LMC (DAUB, DRUKER, NARDI, 2004).

As quimiocinas e seus receptores sdo uma familia de pequenas citocinas
pro-inflamatorias que regulam as respostas imunes desde a infeccdo, inflamagado até o reparo
tecidual. Sdo responsaveis também por controlar o trafego de células do sistema imunoldgico
durante o seu desenvolvimento. Essas moléculas em particular tém chamado a atengdo por
atuarem de forma similar tanto na migra¢do do trafego leucocitario como também na
migracdo e metastase das células neoplasicas em diversos tipos de cancer (LUKER, 2006;
KOIZUMI, 2007; GOLAY, 2008).

A quimiocina CXCLI12 conhecida como fator-1 derivado de células do
estroma (SDF-1), e ¢ expressa constitutivamente em varios orgdos que foi primeiramente
clonada a partir de uma linhagem de células derivadas do estroma da medula dssea, e mais
tarde identificada como fator estimulador do crescimento de células pré-B (TASHIRO, 1993;
NAGASAWA, 1996; MULLER, 2001).

O CXCLI12 ¢ produzidopelas células do estroma da medula, células
endoteliais, cora¢do, musculo esquelético, figado, cérebro e células renais parenquimatosas;
todavia é produzida principalmente por osteoblastos, fibroblastos e células endotelias da
medula 6ssea (NAGASAWA, 1996; ASKARI et al., 2003).

Atua regulando o trafego de leucocitos e de muitos processos bioldgicos
essenciais, incluindo o desenvolvimento neuronal e cardiaco, motilidade de células troncos,
neovascularizagdo, e tumorigénese (MA, 1998; LANE, 2000; HATTORI, 2001; BARBIERI,
2006; PETIT, 2007).

O sequenciamento da quimiocina CXCL12 (SDF1), (GenBank: L36033),
revelou um polimorfismo no segmento evolucionario conservado da regido 3’ ndo traduzida

(3’UTR), (posi¢do 801 G =* A) do gene estrutural transcrito. Este polimorfismo, designado
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rs1801157 (CXCL12-A/SDF1-3’A), pode ter fungdes regulatorias importantes, resultantes do
aumento na concentra¢do de CXCL12 (WINKLER et al, 1998).

O polimorfismo CXCL12-A tem sido associado com mobilizagdo de

progenitores CD34Jr no sangue periférico (BENBOUBKER, 2001), o que pode sugerir um
papel importante na liberagdo de células progenitores da medula para a circulacdo, em
condi¢gdes normais ou patologicas.

O CXCR4 ¢ o principal receptor conhecido para CXCL12. A ligacdo desta
quimiocina com seu receptor exibe efeito quimiotatico para leucdcitos in vitro, e possui uma
alta capacidade quimioatraente in vivo (RAZMKHAH et al, 2005).

Estudos identificaram uma propor¢cdo crescente de moléculas
quimioatraentes capazes de permitir a migra¢ao in vitro de células linfoides malignas
(LEGDEUR, 1997; MOHLE, 1998; BURGER, 1999), como por exemplo, na leucemia
linféide cronica, onde as células expressam CXCR4 e podem ser atraidas pelo gradiente da
quimiocina SDF-1 (BURGER, 1999; MOHLE, 1999; NISHII, 1999; BRADSTOCK, 2000;
MOHLE, 2000). Em adi¢do, o CXCR4 ¢ altamente expresso em células de linfoma, bem
como em linhagens miel6éides (BURGER & KIPPS, 2002).

O CXCL12 e seu receptor CXCR4 apresentam papel importante no
crescimento tumoral, angiogénese e¢ metastase de diferentes tipos de tumores, devido ao
CXCLI12 ser variavelmente expresso em células normais e tecidos cancerigenos
(RAZMKHAH, 2005; DIMBERG, 2007). Portanto, o presente trabalho investigou a relagao
do polimorfismo rs1801157 CXCL12 na expressdo de CXCL12 ¢ CXCR4 em pacientes com

Leucemia Miel6ide Cronica comparando com individuos saudaveis.
3.2 MATERIAIS E METODOS
3.2.1 Consentimento Livre e Esclarecido

Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica de Pesquisa em Seres
Humanos da Universidade Estadual de Londrina, estando de acordo com a Resolugao 196/96
do Conselho Nacional de Saude/MS, CAAE No. 0164.0.268.000-09, Folha de Rosto No.
289083. Todos participantes assinaram antes o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

por escrito.
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3.2.2 Populacao Estudada

Foram coletados sangue periférico de 44 pacientes diagnosticados com
LMC do Hospital do Cancer de Londrina (HCL) e 42 doadores de sangue saudaveis do
Hospital de Clinicas da Universidade Estadual de Londrina-PR, Brasil.

Os pacientes com Leucemia Mieldide Cronica foram provenientes do
Instituto do Cancer de Londrina e seus diagndsticos seguiram os protocolos utilizados pelo
hospital, baseando-se em coloragdes citoquimicas, imuno-histoquimica e imunofenotipagem.

As amostras consistiram em 5 mL de sangue periférico coletadas a vacuo,
por aspiragdo mecanica automatica (vacutainer), com agulhas e tubos descartaveis estéreis

contendo o anticoagulante EDTA.

3.2.3 Extracao do DNA

O DNA genomico foi obtido das amostras de sangue periférico dos
individuos em estudo. A técnica foi baseada no rompimento enzimatico de membranas
celulares, eliminacdo de proteinas e acidos graxos por agdo de solventes organicos e
precipitagdo do DNA com etanol absoluto (MILLER et al, 1988).

Os DNAs, ja secos, foram ressuspendidos em 50 uL de Agua Ultra Pura

Milli-Q autoclavada. As amostras foram quantificadas por espectrofotometria Shimadzu a 260

nm e em seguida armazenadas a — 20 C. A integridade do DNA foi analisada por eletroforese

em gel de agarose 1% a 80 V.

3.2.4 Analise Molecular

3.2.4.1 Analise do polimorfismo CXCL12 rs1801157

A reacdo de amplificacdo foi realizada em um volume total de 25 uLL com as
seguintes condigdes iniciais: 100ng de DNA dos pacientes, Buffer 10X (INVITROGEN Life
Technologies — Brasil), ANTP 1,25 mM (Amershan Pharmacia Biotech Incorporation, USA),
Primer Sense 2,5 uM (5> CAG TCA ACC TGG GCA AAG CC 3’) Primer Anti-Sense 2,5
uM (5 CCT GAG AGT CCT TTT GCG GG 3’) (GenBank L36033), -MgCl, 50 mM
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(INVITROGEN Life Technologies — Brasil) ¢ 1,25 U de Taq Polimerase (INVITROGEN Life
Technologies — Brasil).

Os ciclos da reagdo no termociclador MasterCycler Gradient eppendorf
seguiram 4 estagios respectivamente: 1 ciclo de 94°C por 5 minutos; 35 ciclos de 94°C por 1
minuto, 60°C por 1 minuto e 72°C por 1 minuto; 1 ciclo de 72°C por 10 minutos, e 1 ciclo de
final de 10°C por até 10 horas para manutengao.

Todas as reacdes foram efetuadas com um controle positivo (amostra
conhecida e testada para amplificagdes) e um controle negativo (auséncia de DNA) a fim de
assegurar a nao contaminagdo dos produtos de PCR. Os fragmentos originados da PCR foram
de 293 bp, visualizados em gel de poliacrilamida 10% corados com nitrato de prata.

A digestdo enzimatica foi realizada nos produtos de PCR para o CXCL12
com a enzima Msp-I (Promega Corporation, Madison, USA).

A troca de uma guanina (G) por uma adenina (A) na posi¢ao 801, contada a
partir do cédon de iniciagdo, elimina o sitio de restricdo da enzima Msp-1 (WINKLER et al,
1998). Caso nao haja tal mutagdo no fragmento amplificado, a enzima reconhece o local de
clivagem gerando dois segmentos, um de 100 bp e outro de 193 bp.

A reagdo de digestdo foi realizada em um volume total de 10,0 pL de

produto de PCR com a enzima Mspl (Promega, Madison, WI, USA) por 3h a 37 C. Os
produtos da reagdo de digestdo enzimatica foram analisados em gel de poliacrilamida 10%

submetido a coloragdo por Nitrato de Prata (AgNOs).
3.2.4.2 Extracao de RNA e sintese de DNAc

O RNA total de leucocitos foi extraido com Trizol (Trizol LS; Invitrogen™,
Carlsbad, California, USA) de acordo com as instru¢des do fabricante. O RNA foi mantido
em agua estéril tratada com dietilpirocarbonato (DEPC, Invitrogen™). A sintese de cDNA foi
realizada utilizando 500ng de RNA , primer oligo dT (2,5uM), 20 U de transcriptase reversa
(MLV-M; Moloney virus da leucemia murina; Invitrogen ™) e 4 U de inibidor da
ribonuclease recombinante (RNase-Out ™, Invitrogen ™) a 42 ° C por 60 min (pH 50 mM
Tris-HCI 8,3, 75 mM KCI, 1,5 mM MgCI2 , 1,25 mM de dNTP) em um PCR Hybaid Sprint
Termociclador (Biosystems, Guelph, Ontario, Canadd). A quantificagdo de DNA e RNA foi

realizada em espectrofotdmetro a 260 nm e 280nm.



51

3.2.4.3 Validagao da transcrigdo: reacao em cadeia da polimerase —bactina

Para avaliar a intregridade e a viabilidade das amostras de RNA foi
realizado a reagdo em cadeia da polimerase para o gene da B actina. Os primers utilizados
para a amplifica¢do foram obtidos de acordo com o GenBank Accession number: BC014861.
A reagdo de PCR para B actina foi submetida ao termociclador (PCR Sprint ThermoHybaid,
Biosystems) utilizando-se: 20mM Tris-HC1 pH 8.4, 50mM KCl, 1,5mM MgCl2, 200uM
dNTP e 0.5U de Taq polimerase. Inicialmente, uma etapa de desnaturagdo foi constituida por

um minuto a 94 C, seguida de 35 ciclos de 94 C por 30 segundos, 55 C por 30 segundos e

72 C por 1 minuto, com extensdo final de 10 minutos a 72 C. O fragmento amplificado de 3

actina de 353 pares de bases foi analisado apos eletroforese em gel de poliacrilamida a 10%,

por 1 5 hora, com coloragd@o por nitrato de prata.
3.2.4.4 Expressao quantitativa dos genes CXCL12 ¢ CXCR4

A reacdo de PCR em tempo real foi realizada no sistema de detecgdo
Chromo4™ Real Time PCR Detection (BIO-RAD, Hercules, USA), utilizando-se o kit
Platinum® SYBR Green qPCR SuperMix UDG (Invitrogen™, USA). A amplificagdo foi

®
efetuada em condigdes especificas do kit Platinum SYBR Green qPCR SuperMix UDG

™
(Invitrogen ) usando 0.25MM de cada par de primers especificos para o gene a ser avaliado.

Os primers utilizados para a amplificacio do RNAm dos genes GAPDH,
CXCL12 e CXCR4 foram obtidos a partir da sequéncia depositada no GenBank, de acordo

com a sequéncia e o numero de acesso da Tabela 1.

Tabela 1 — Sequéncia de Primers

Gene GenBank Primer Sequencia
, ) Sense 5' TTA CCC GCA AAA GACAAGT¥
CXCLI12 NM_199168 ]
AntiSense 5°AGG CAA TCA CAA AAC CCA GT ¥
. Sense 5'TGT TGG CTG AAA AGG TGG TC 3°
CXCR4 AF025375 .
Antisense 5"AAA GAT GAA GTC GGG AATAGTC 3"
Sense 5'GAA GGT GAA GGTCGG A ¥

GAPDH NM_002046 . . .
Antisense 5'GGG TCA TTG ATG GCA AC 3
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A expressao génica (GAPDH, CXCL12 e CXCR4) de cada amostra foi
calculada considerando os valores de CT (Cycle Threshold) e eficiéncias segundo Pfaffl
(2001):

Todos os valores de expressdo foram obtidos através da média da triplicata
dos valores de CT e eficiéncia de cada gene (CXCL12 / CXCR4 / GAPDH) para cada um dos
individuos (22 pacientes com LMC e 54 Individuos Saudéveis). Foram comparadas as
expressoes considerando-se o diagndstico (LMC ou Saudaveis) e o polimorfismo CXCL12
rs1801157-alelo A.

Para as analises individuais de expressoes relativas dos pacientes com LMC,

foram consideradas as médias dos valores de CT e eficiéncias dos individuos saudaveis.
3.2.5 Analise Estatistica

Para analise demografica e analise das frequéncias do alelo mutado foi

utilizado o Teste de Xz (Qui-Quadrado), Teste t-Student e Odds Ratio. A analise de expressdo
de genes foi realizado pelo Software Relative Expression in Real Time (REST) 2009, seguida
dos testes de Correlacdo de Sperman Teste t-Student amostras pareadas, Kruskal-Wallis,
ANOVA e Tukey. As analises descritivas foram executadas através do Software SPSS
Statistics 17.0 (2007) e também pelo Software Relative Expression in Real Time (REST)
2009.

3.3 RESULTADOS
3.3.1 Género, Idade e Etnia

O Perfil Etario das pacientes com leucemia mieldide cronica e doadores
saudaveis do Hospital de Clinicas envolvidos neste estudo variou de 29 a 84 anos, sendo que
houve uma predominancia no intervalo de 41-60 nos doadores saudaveis e, uma predominancia na
faixa dos 31-40 anos nos paciente com LMC.

Houve uma discreta predominancia de mulheres em ambos os grupos
analisados. No presente estudo, o grupo controle (individuos saudéveis) apresentou 40,48% de
homens e 59,52% de mulheres, e o grupo LMC apresentou 40,91% de homens e 59,09% de

mulheres.
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Em relacdo a etnia, houve uma prevaléncia em ambos os grupos da etnia
caucasodide. A populacdo controle apresentou 73,9% de caucasoéide, 21,8% negra e 4,3% amarela.

J& na populagdo com LMC apresentou 71,4% caucasoide, 14,3% negra e 14,3% parda.

3.3.2 Analise Genotipica para o CXCL12

O polimorfismo genético CXCL12 rs1801157 alelo A foi avaliado pela
amplificacdo de fragmento especifico do gene CXCL12 e posterior digestdo enzimatica dos
fragmentos amplificados pelas enzimas Msp I (Promega Corporation, Madison, USA). Os
produtos de PCR-CXCL12 (293pb) foram submetidos a digestdo enzimatica, para caracterizagao

genotipica dos individuos.

Figura 1 — Perfil eletroforético do produto de digestao enzimatica. Gel de Poliacrilamida 12 10%
corado com nitrato de prata pos digestdo enzimatica com a enzima Msp-I. 11-Ladder
(100BP); 10-13 Controle Positivo; 5-Genotipo A/A (homozigoto para a mutagdo);
3,4,6,8,9-Genotipo  G/G (homozigoto 14 sem a mutagdo); 1,2,7-Gendtipo G/A
(heterozigoto para a mutagao).

Os individuos normais apresentaram uma distribuicdo genotipica de G/G
69% (29/42) , G/A 31% (13/42), e nenhum com gendtipo A/A , enquanto os pacientes
apresentaram distribuicdo de G/G 61,30% (27/44), G/A 33,40% (16/44) e A/A 2,3% (1/44)

Ambos os grupos, LMC (n=44) e Controle (n=42), encontraram-se em

2
Equilibrio de Hardy-Weinberg. O grupo Controle com valor de x = 0,8452 ¢ o grupo de

2
pacientes com LMC com valor de x = 0,7954.

A andlise estatistica ndo foi considerada significativa, visto que o valor do

2 2
Teste de y (Qui-Quadrado) para gendtipos foi de 1,33 (< 5,99) e o Teste de y (Qui-

Quadrado) para portadores foi de 0,55 (< 3,84), com grau de liberdade igual a 2.
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Além disso, n3o houve constatagdo de risco relativo para os diferentes
genotipos de CXCL12 pelo célculo de ODDS Ratio (0,71 com IC95% de 0,29 a 1,74) nos

pacientes com leucemia mieldide cronica analisados frente aos individuos saudaveis.

3.3.3 Anadlise da Expressao dos Genes CXCL12 e CXCR4

Inicialmente, a integridade das amostras foi analisada através da amplificagdo
do RNAm P actina. Fragmento de 353pb foi detectado, demonstrando que o RNA estava integro e
livre de contaminag@o por DNA.

Os resultados obtidos foram representados pela expressao relativa, razao entre a
detecgdo do gene investigado pelo gene constitutivo (Pfaffl, 2001).

Considerando todos os individuos analisados encontramos uma expressao de
CXCR4 aproximadamente duas vezes maior (1,946) nos pacientes com LMC em relagdo aos
individuos saudaveis (p = 0,009) pelo teste t de Student de amostras pareadas (Figura 2).

Todavia, ndo encontramos alteragdo significativa na expressao de CXCL12 na
comparacao entre os grupos, sendo que o CXCL12 apresentou-se 1,083 maior na populagdo com
LMC (p =0,702) pelo teste t de Student de amostras pareadas.

Nao houve associa¢do entre a expressdo da quimiocina CXCLI12 com seu

receptor CXCR4 pelo teste de correlagdo de Sperman, (p = 0,621), como demonstra a Figura 2.

I I
Expressaoc RNAM CXCL12 Expressao RMNAM CXCR4
Expresao Relativa RNAM

Figura 2 — Expressiao génica do RNAm CXCL12 e CXCR4 dos pacientes com LMC em
relacido aos Individuos Saudaveis. Expressao diferencial de CXCL12 (p = 0,702) e
de CXCR4( p = 0,009) entre pacientes com LMC e individuos saudaveis pelo teste t
de Student amostras pareadas e associagdo entre a expressdo da quimiocina CXCL12
com seu receptor CXCR4 foi realizado o teste de correlacdo de Sperman, ndo houve
correlagdo estatisticamente significante (p = 0,621).
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Ja a analise por gendtipos para o polimorfismo CXCL12 rs1801157 nao
houve diferenca estatisticamente significante de expressao de ambos os genes CXCL12 (p =
0,883) e CXCR4 ( p = 0,994) pelo teste de Anova para os pacientes com LMC comparados a

média dos individuos saudaveis (Figura 3) .
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Figura 3 — Analise dos gendtipos CXCL12 por RFLP e expressao relativa de CXCR4 e
CXCL12. Expressao génica do CXCL12 e CXCR4 em relagao ao polimorfismo CXCL12
rs1801157 (p = 0,883 para CXCLI12 e p = 0,994 para CXCR4), pelo teste de Anova.

3.4 DISCUSSAO

Com uma incidéncia anual de aproximadamente 10 em cada 1.000.000 de
pessoas no mundo, a leucemia mieldide cronica caracteriza-se como um dos casos mais
comuns de desordem mieloproliferativa, e representa quase 20% de todas as leucemias,
acometendo principalmente individuos acima da faixa de 40 anos (WARMUTH et al., 1999).

Na LMC o prognostico desfavoravel em relacdo a idade avangada ja foi bem
estabelecido (HERNADEZ-BOLUDA et al., 1999; KANTARJIAM et al., 1985; SOKAL et
al., 1984), sendo que a média de idade entre os pacientes com leucemia mieloide cronica ¢é de
50 anos.

Nenhuma diferenga étnica ou geografica existe com relacdo a incidéncia da
LMC, porém, diferencas nas estratégias terapéuticas entre os paises se diao devido a
disponibilidade aos medicamentos de custo elevado e avancos nas tecnologias de diagndstico
(DOLL & SMITH, 1968; D’ANTONIO, 2005; HEHLMANN, et al., 2007).

O CXCLI12 foi inicialmente descrito como um fator derivado de células do
estroma da medula 6ssea, ¢ um fator pré-estimulador de células B (NAGASAWA et al.,

1996), e atualmente é denominado de CXCL12. E um potente quimioatraente para varios
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tipos celulares, os quais apresentam o receptor CXCR4 acoplado a proteina G em sua
superficie (GERLI et al., 2005). O CXCR4 ¢ altamente expresso em células de linfoma de
células B, bem como em blastos da linhagem mieléide (MOHLE et al., 1998).

Winkler et al (1998) identificaram um polimorfismo comum, denominado
SDF1-3’A (CXCLI12 rs1801157-alelo A), em um segmento evolucionariamente conservado
regido 3’ nao traduzivel do gene estrutural CXCL12. O polimorfismo ocorre na posi¢ao 801
contada a partir do cédon de iniciagdo ATG. A transi¢do de uma guanina para adenina (G
—> A) elimina o sitio de restrigdo da enzima Msp Ie Hpa II, permitindo a analise pelo
polimorfismo do tamanho dos fragmentos de restricdo (RFLP) apds PCR, e a rapida detecgdo
dos genotipos.

As regides 3’ ndo codificadoras (UTR) de RNAs mensageiros para muitos
genes tém sido identificadas como regides regulatdrias importantes do transcrito de RNA por
si s6, bem como do produto originado (THEKKUMKARA & LINAS, 2003). Na maioria dos
casos, os mecanismos de controle e traducao resultam da interagdo entre proteina — RNA com
as regides 5’ ou 3°’UTR. Um exemplo ¢ a proteina quinase PKR, ativada por regides 3°’'UTR
do RNA, a qual pode gerar diversos efeitos, inclusive anti-tumorais (DAVIS & WATSON,
1996; OSMAN et al., 1999; BEN-ASOULI et al., 2002; NUSSBAUM et al., 2002). Em
diversas analises com organismos vertebrados, demonstrou-se que a regido 3’UTR ¢ mais
longa que sua analoga 5’UTR, indicando um significante potencial regulatorio. Além disso, a
propria variacdo na extensdo da regido 3’UTR tem aumentado durante os processos
evolutivos, sugerindo um papel maior na complexidade das espécies (MAZUMDER et al.,
2003).

Estudos sugerem que o polimorfismo CXCLI12 rs1801157-alelo A atue
aumentando a quantidade de proteina CXCL12 disponivel para ligar-se ao CXCR4. Varios
estudos tém avaliado a frequéncia genotipica em diferentes populacdes e diferentes condigdes
patologicas, com o objetivo de se observar as possiveis implicacdes deste polimorfismo na
susceptibilidade a doengas e nos padrdes de desenvolvimento de certas condi¢des (BALTER,
1998; BENBOUBKER et al., 2001; GODDARD et al., 2001; STEINERT et al., 2001;
SWEENEY & PAPAYANNOPOULOU, 2001; COLVIN & THOMSOM, 2002;
SCHROPPEL, 2002).

Segundo Winkler et al (1998) ¢ conhecido que o alelo mutado denominado
de 3’A esta relacionado com aumento nos niveis de transcricdo de CXCL12 no sistema HIV.

Além disso, o polimorfismo CXCL12 rs1801157-alelo A tem sido associado com a alta
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mobilizacao de progenitores CD34+ no sangue periférico (BENBOUBKER, 2001), o que pode
sugerir um papel importante na liberagdo de células progenitores da medula para a circulagao,
em condi¢des normais ou patologicas.

Cavassin et al (2004) observaram o polimorfismo genético da quimiocina
CXCL12 em pacientes com linfoma e leucemia linféide. A porcentagem de portadores do
alelo 3’A nos pacientes com linfoma foi significantemente maior que os pacientes com
leucemia linféide , sugerindo um papel no comportamento clinico e biologico dos linfomas e
leucemias linfoides.

Foi observado em pacientes com leucemia mieldide aguda, com infiltracao
extra-medular, uma alta expressdao de CXCL12 sérico e CXCR4 em células mononucleares da
medula 6ssea, sugerindo que, de alguma forma, esta expressdo relacione-se com o processo
patogenético e com as caracteristicas da infiltragdo (ZENG et al., 2005).

Rosti et al (2007) estudaram a expressdo do receptor de quimiocina CXCR4
em células CD34+ circulantes de pacientes com metaplasia mieldoide com mielofibrose
(MMM), e analisou sua relacdo com a gravidade da doenca. Rosti relatou uma diminui¢dao na
expressao de CXCR4 em pacientes com MMM em comparagdo a pacientes com Policitemia
Vera e individuos saudaveis. Além disso, verificou que os menores niveis de expressdo de
CXCR4 ocorreu em pacientes com a forma avancada da doenca, salientando a importancia
desse receptor na patogénese da MMM.

No presente estudo, a freqiiéncia do polimorfismo CXCL12 rs1801157-alelo
A entre individuos saudaveis e pacientes com LMC foi de 0,1547 e 0,2045, respectivamente.
A ocorréncia do alelo 3’A nos individuos normais ndo diferiu dos estudos publicados,
contudo, apesar da presenga do polimorfismo nos pacientes com LMC ser consideravelmente
maior, essa diferenca ndo foi estatisticamente significante.

No presente trabalho foi verificado que ndo houve associacdo da mutagao
CXCLI12 rs1801157-alelo A nos niveis de transcritos para os genes da quimiocina CXCL12 e
seu receptor CXCR4. Nessa analise os individuos foram estratificados segundo seus genotipos
para CXCL12, no qual os pacientes com genotipos selvagem foram comparados aos
portadores, heterozigotos e homozigotos para o polimorfismo CXCL12 rs1801157-alelo A.

Além disso, embora ndo tenha sido verificada diferenga estatistica na
expressao tanto de CXCL12 quanto de CXCR4 em relagdo ao polimorfismo CXCL12
rs1801157-alelo A, detectamos uma maior expressdo de CXCR4 (1,946) nos pacientes com

Leucemia Mieldide Cronica (p = 0,009) em comparagdo aos individuos saudaveis (normais).
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N
Peled et al (2002) demonstraram que cé¢lulas CD34 Filadélfia positivas de

pacientes com LMC, expressando o receptor CXCR4, migram em resposta ao fator derivado

+ +
do estroma da medula 6ssea (CXCL12). Contudo, células CD34 CXCR4 mas Filadélfia
negativas (normais) do mesmo paciente demonstravam maiores taxas de migragdo através do

SDF-1(CXCL12), indicando um papel funcional mediado pelo CXCLI2 na retencdo de

células imaturas CD34+ e células progenitoras na medula 6ssea de individuos saudaveis e de
pacientes com LMC.

Jin et al. (2008) demontraram que o o aumento da expressio de CXCR4
devido ao tratamento com Mesilato de Imatinibe (Gleevec) induz a migracdo das células
leucémicas ao estroma medular, o que promove a sobrevivéncia dessas células quiescentes da
LMC.

Vianello et al. (2010) relataram que o mecanismo de sobreviviéncia da
células leucémicas na LMC mediado pela células mesenquimais do estroma medular esta
relacionado a prote¢do da apoptose induzida pelo imatinibe, através da ativagcdo do eixo
CXCL12/CXCR4. Além disso, demonstraram também que o bloqueio do eixo
CXCL12/CXCR4 restaura, em parte, a sensibilidade das células leucémicas ao imatinibe.

Dentre os diversos estudos realizados, as quimiocinas (em especial o eixo
CXCL12 / CXCR4) demonstram importante relacdo com as leucemias e outros tipos de
canceres. Futuramente, com uma melhor compreensdo dos mecanismos da patogénese da

leucemia mieldide cronica, novos alvos de terapia poderdo ser promissores.
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“POSSIBLE INFLUENCE OF INHIBITORS OF TYROSINE KINASE ON THE
EXPRESSION OF HUMAN CXCL12 AND ITS RECEPTOR CXCR4 IN CHRONIC
MYELOID LEUKEMIA.”

Abstract

Chronic Myeloid Leukemia (CML) is characterized by a clonal expansion of myeloid cells
and results from an acquired lesion in the DNA of a progenitor cell in the bone marrow. It is
characterized genetically by the presence of the Filadélfia chromosome (Ph). The standard
treatment for this type of leukemia is the use of tyrosine kinase inhibitors, which imatinib
mesylate has been increased in clinical therapy. Although the tyrosine kinase inhibitors are
effective chemotherapeutic agents in CML, and almost all patients treated achieve some form
of remission, these drugs do not completely eliminate the leukemia. SDF-1, now designated
as CXCL12, is a homeostatic chemokine that signals through the chemokine receptor
CXCR4, which plays an important role in the process of hematopoiesis, development and
organization of the immune system. It is possible that the CXCR4 receptor and others might
represent a novel target for the development of effective treatments for this disease. Thus the
objective of the present study was to evaluate the expression of the CXCL12 and CXCR4
genes with different treatment protocols in patients with chronic myeloid leukemia. A higher
expression of CXCR4 was detected in patients with chronic myeloid leukemia (p=0.009)
compared to healthy subjects. Furthermore, in this study, the different aspects of therapy in
CML were also considered for analysis. In this population, there was an inference from the
time of treatment with the same chemotherapy and the expression of CXCR4 transcripts
(p=0.036) in patients suffering from chronic myeloid leukemia, and the longer treatment time
was associated with the increased expression of this receptor. Considering all the individuals,
a CXCR4 expression approximately two times higher (1.946) was found in patients with
CML compared with healthy controls (p=0.009). Interestingly, seven patients were treated for
a period equal to or greater than 20 months and all showed marked increase in CXCR4
expression. Patients treated for longer than 20 months showed median CXCR4 expression
three times higher than patients treated for less than 10 months (p=0.043). Molecular aspects
in this paper may assist in leukemia diagnosis and prognosis, as a target in the future that can
facilitate the understanding of mechanisms related to leukemia progression.

Key words: CML. Treatment. Imatinib. CXCL12. CXCRA4.

4.1 INTRODUCTION

Malignant neoplasms are the third leading cause of death in humans
worldwide and their incidence in the population has increased significantly (CANCER NET;
INCA, 2010).

Chronic myelogenous leukemia (CML) is a proliferative disease of the
hematopoietic system characterized by an overproduction of cells of granulocytic lineage

(KEATING et al., 2005).
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CML represents 14% of leukemia cases, with an annual incidence of 1.6
cases per 100.000 individuals. It is more common in adults and affects both gender, with male
predominance (DULLEY et al., 2004; FRAZER, et al., 2006).

About 90% of patients diagnosed with CML have a "marker" called the
Filadélfia chromosome (Ph) in most bone marrow cell metaphases (NOWELL, 1960). The
marker is the result of a translocation involving chromosomes 9 and 22.

This translocation is from the BCR/ABL chimeric gene and encodes a
chimeric oncoprotein, which has deregulated tyrosine kinase activity. BCR/ABL expression
in hematopoietic cells leads to inhibition of apoptosis, independent of growth factors, changes
in cell-cell interactions and cell-matrix and leukemogenesis. Due to the anti-apoptotic activity
of this oncogene, BCR/ABL expressing cells are highly resistant to chemotherapeutic agents
(FERNANDEZ-LUNA, 2000).

The treatment for Filadélfia chromosome positive CML includes different
strategies ranging from simple control the leukocyte count, elimination of Ph positive cells to
cell allogeneic replacement or non-specific suppression of neoplastic clone (TEFFERI et al.,
2005).

Currently, three treatment modalities show a positive influence on the
natural course of CML in the chronic phase: allogeneic hematopoietic stem cell
transplantation (allo-BMT), interferon-a (alone or in combination with low dose Ara-C) and
tyrosine kinase inhibitors in the BCR/ABL domain, including imatinib mesylate (TEFFERI et
al., 2005).

Imatinib mesylate is a signal transduction inhibitor, which inhibits the
function of p210 tyrosine kinase and prevents cells expressing this protein to proliferate
(DEININGER et al., 1997, KANTARJIAN et al. 2002).

However, as it is a new drug, the time to monitor the response to this drug
has been very short. The real curative effects of this drug and for how long patients remain in
remission are still unknown.

Problems associated with the CML treatment with imatinib mesylate have
been identified. Many patients do not respond to medication in advanced stages of the disease,
while others respond, but later develop resistance to treatment. In blast crisis, the response has
been detected in the short term, and last an average of three to six months (CORTES et al.,
2004).

The resistance mechanisms are not completely understood, but include:

selection of cells with BCR/ABL over-expression (MAHON et al., 2000), selection of cells
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expressing normal BCR/ABL levels, but with mutations in the ABL kinase domain, and
selection of cells that may be independent of BCR/ABL expression, possibly due to abnormal
activation of other oncogenic pathways. More than one of these mechanisms can exist in the
same cell (MELO et al., 2003).

The strategies used to improve survival and prognosis of patients resistant to
imatinib mesylate are: combination with other compounds that are active against CML or the
use of other BCR/ABL inhibitors.

Drugs such as dasatinib (BMS354825) and nilotinib (AMN107) are more
potent than imatinib and are already being utilized in patients resistant to this drug. Other
medications such as Bosutinib (SKI-606) and MKO0457 are also being tested in patients
resistant to Imatinib (HEHLMANN et al., 2005).

The role of chemokines and their involvement in cancer has been discussed.
The factor derived from bone marrow stroma 1 (SDF-1/CXCL12) is a chemokine of the CXC
subfamily in which, through its receptor (CXCR4), plays major roles in the migration,
retention and development of hematopoietic progenitors in bone marrow. Moreover, the
CXCL12/CXCR4 system is involved in cancer cell and tumor metastasis chemotaxis (KANG
et al., 2005).

It was observed that the leukemic cells escape from apoptosis in vitro when
in contact with CXCL12-producing cells. It has been suggested that chemokines and their
receptors also govern leukemic cell migration and may also contribute to their remarkable
resistance to apoptosis induced by chemotherapy. Therefore, the present study investigated
the involvement of tyrosine kinase inhibitors on the expression of human CXCLI12 and its

receptor CXCR4 in chronic myeloid leukemia.

4.2 MATERIALS AND METHODS

4.2.1 Sample

Following approval from the Human Ethics Committee of the Londrina
State University, peripheral blood was collected from 22 patients with clinical and
hematological diagnosis for chronic myeloid leukemia. All patients were attended in the
University Hospital of Londrina and the Londrina Cancer Institute, Parand State, Brazil.
Peripheral blood was also collected from 54 healthy blood donors of the State University
Hospital of Londrina-PR, Brazil.



68

4.2.2 RNA extraction and cDNA synthesis

Leukocytes were prepared from peripheral blood samples after using Red
Blood Cells (RBC) lysis buffer. Total RNA was extracted from white blood cells with Trizol
(Trizol LS; Invitrogen ™, Carlsbad, California, USA) according to the manufacturer's
instructions. The RNA was resuspended in 18 pul sterile water treated with
diethylpyrocarbonate (DEPC, Invitrogen ™). The cDNA was synthesized using 500 ng and a
GeneAmp RNA PCR kit (Perkin Elmer, Part Number N808-0017) with 0.4 mM oligo dT
primer using 20 U reverse transcriptase of cloned Moloney murine leukemia virus (M-MLV,
Invitrogen ™) and 4 U of recombinant ribonuclease inhibitor (RNase Out 19 ™, Invitrogen
™) at 42 ° C for 60 min in a Hybaid PCR Sprint Thermocycler, (Biosystems, Guelph,

Ontario, Canada).

4.2.3 Molecular Analysis of Beta-actin mRNA

PCR for beta-actin cDNA was determined as described by AMARANTE et
al. (2005). Briefly, cDNA synthesis was carried as previously described, and PCR conditions
were: 94°C for 1 min followed by 35 cycles at 94°C for 30 sec, 55°C for 30 sec, 72° C for 1
min and finally, 72°C for 10 min in a Hybaid PCR Sprint Thermal Cycler (Biosystems,
Guelph, Ontario, Canada).

4.2.4 Quantitative Real-time PCR for CXCL12 and CXCR4 mRNA

Real-time PCR using SYBR green fluorescence was performed with 20

nanograms cDNA in 20 pl total volume. Each real-time PCR reaction consisted of 2.5 ul RT

® ™
product, 10 pl Platinum SYBR Green qPCR SuperMix UDG (Invitrogen ) and 0.25 uM of

each sense and antisense primer.

The amount of CXCL12 and CXCR4 cDNA was estimated by the
quantitative polymerase chain reaction (qPCR) amplified using: sense primer (CXCL12) 5’
TTA CCC GCA AAA GAC AAG T 3’ and antisense primer (CXCL12) 5 AGG CAA TCA
CAA 6 AAC CCA GT 3’, sense primer (CXCR4) 5 TGTTGGCTGAAAAGGTGGTC 3’ and
antisense primer (CXCR4) 5 AAAGATGAAGTCGGGAATAGTC 3’. As a housekeeping
gene, human glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) was amplified using the
sense primer (GAPDH) 5> GAAGGTGAAGGTCGGA 3’ and antisense primer (GAPDH) 5’
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GGGTCATTGATGGCAAC 3’. The PCR reaction was performed for 40 cycles as follows:
95°C for 30 sec, 54°C for 30 sec and 72°C for 30 sec in a Chromo4™ Real Time PCR
Detection (Bio-Rad, Hercules, USA).

4.2.5 Real Time PCR Analysis

The Ct value corresponds to the cycle number at which the fluorescence
exceeds a threshold determined automatically. Data from chronic myeloid leukemia and
control groups showed mean ACt values, which were adjusted Ct values for CXCR4 and
CXCL12 that were corrected by Ct values for GAPDH from control samples, considering
efficiency values, according to the Pfaffl method (Pfaffl, 2001). Subsequently, a melting

curve was recorded between 50°C and 98°C with a hold every 2 s.

4.2.6 Statistical Analysis

Gene expression was calculated according to Pfaffl (2001), followed by the
paired Student's t test and Anova (with the Tukey' post hoc) test. Both tests were performed
using the Relative Expression Software Tool (REST) 2009 and the SPSS Statistics 17.0
Software (2007).

4.3 RESULTS

4.3.1 Analysis of CXCL12 and CXCR4 Gene Expression

Before the CXCL12 mRNA assays, the viability of the RNA samples and
cDNA quality were analyzed by conventional PCR for beta-actin, performed with specific
primers. All the RNA samples presented detectable quantities of beta-actin mRNA and
acceptable integrity during amplification. No contamination with genomic DNA was verified,
since all the amplified products presented a fragment corresponding to 353bp.

Analysis of the CXCR4 and CXCL12 gene expression was performed by
real-time PCR (qRT-PCR) for transcript detection and quantification.

CXCR4 expression was detected approximately two times higher (1.946) in
patients with CML compared with healthy controls (p=0.009) by the Student t test for paired
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samples. However, no significant change in the CXCL12 expression between groups was 11

observed (p = 0.702) by the Student t test for paired samples, as in Figure 1.

I I
mMRMNA CXCL12 Relative mREMA CXCR4 Relative
Expression Expression

mRMNA Relative Expression

Figure 1 — CXCL12 and CXCR4 mRNA from CML patients compared to healthy subjects.
Different expression of CXCL12 (p=0.702) and CXCR4 (p=0.009) between CML
patients and healthy subjects by the Student t test paired samples.

Sixteen of the 22 patients analyzed by qRT-PCR were under treatment with
imatinib, 2 patients with dasatinib, 3 patientes with nilotinib and 1 patient with hydroxyureia.
When analyzing the gene expression of both the CXCL12 and CXCR4 genes with the type of
treatment to which patients with CML were submitted at the time of blood collection, no
significant difference was observed for any of the genes (p = 0.916 for CXCL12 and p =
0.917 for CXCR4) (Figure 2).
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Figure 2 — Therapy with tyrosine kinase inhibitors and CXCL12 and CXCR4 expression.
CXCL12 and CXCR4 gene expression for treatment with Deasatinibe, Imatinibe,
Nilotinibe and Hydrea in patients with CML (p = 0.916 and p = 0.917 for CXCL12 to
CXCR4), Anova.



71

However, when the patient treatment time was evaluated, interestingly,
seven patients treated for a period equal to or greater than 20 months all showed increased
expression for CXCR4. It is possible to suggest that continuous use of the same type of
chemotherapy for more than 20 months results in increased CXCR4 gene expression.

This inference was analyzed for the relationship between the gene
expression of CXCL12 and CXCR4 in CML patients with treatment time. There was no
difference in CXCL12 expression of (p=0.345), but the same test showed difference for
CXCR4 expression in relation to treatment time (p=0.036). In addition, patients with
treatment longer than 20 months had CXCR4 gene expression almost three times higher
compared to patients with treatment time shorter than 10 months (0.043) by the post hoc
Tukey test, as shown in Figure 3.

Increased CXCR4 gene expression in patients in less than 20 months of

treatment was due to the combined use of chemotherapy such as dasatinib and nilotinib.
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Figure 3 — CXCL12 and CXCR4 gene expression in relation to the treatment time for patients
with CML. CXCL12 and CXCR4 gene expression in relation to the treatment time of
CML patients (p = 0.345 and p = 0.036 for CXCL12 to CXCR4), Anova test. The Post-
Hoc Tukey analysis was significantly different between times 1-9 months and over 20
months (p = 0.043) and was higher in the 6 group with over 20 months’ treatment.

4.4 DISCUSSION

Chronic Myeloid Leukemia (CML) is characterized by a clonal expansion of
myeloid cells and results from an acquired lesion in the DNA of a progenitor cell in the bone

marrow. It is characterized genetically by the presence of the Filadélfia chromosome (Ph).
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This pathology was the first hematologic disease for which a project of rational drug use
outlined an effective molecular target therapy (MELO, 2003). Following a better
understanding of the molecular basis of CML tyrosine kinase inhibitors were developed such
as imatinib mesylate, dasatinib and nilotinib, which proved to be more efficient in controlling
the disease than the other types of chemotherapy such as INF-o. This therapy targets the
tyrosine kinase enzyme, BCR/ABL and is responsible for much of leukemogenic events in
CML. The use of these inhibitors can reverse the malignant changes in the leukemic cells
and/or cause cell apoptosis (MANASH; SHAH, 2004).

A high expression of serum CXCL12 and CXCR4 in bone marrow
mononuclear cells has been observed in patients with acute myeloid leukemia, with extra-
medullary infiltration, suggesting that, somehow, this expression is related with the
pathogenesis and the characteristic infiltration (ZENG et al., 2005).

Although no significant change in CXCL12 expression was detected in this
study, an increase it was found in CXCR4 RNAm expression in patients with CML compared
with healthy controls (Figure 1).

Currently, tyrosine kinase inhibitors as imatinib mesylate are the standard
treatment for this type of leukemia. Although the tyrosine kinase inhibitors are effective
chemotherapeutic agents in CML, and almost all patients treated achieve some form of
remission, these drugs do not completely eliminate the leukemia.

Patients with chronic phase CML are immune system effective and
generally feel good for extended periods. When symptoms and signs are present, they are
generally are mild and related to increased cellular proliferation. Initial therapy is often
sufficient to quickly restore effective hematopoieses. After a period of four to six years,
chronic phase patients who were not treated invariably progress to a more aggressive stage
and acute exacerbation of the disease, highly resistant to chemotherapy and rapidly fatal
(QUINTAS-CARDANA & CORTES, 2006).

While imatinib is effective in most patients with CML, some still in the
chronic phase and a higher proportion in later phases are resistant or intolerant to imatinib
(JABBOUR, 2008).

Analysis of the expression of both CXCL12 and CXCR4 genes of patients
with CML demonstrated no statistically significant difference related to the type of treatment
(Figure 2). Most patients showed significantly increased CXCR4 expression. However this

increase was not accompanied by increased CXCL12 expression. Therefore, this increase did
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not correlate with other factors discussed so far such as dose and type of chemotherapy used
in therapy.

It is known that some patients fail initial treatment (primary resistance),
while others lose a previously acquired response (secondary resistance), the latter being the
most common and associated with the development of mutations in the BCR/ABL site
(GOLEMOVIC, 2005; KEAM, 2008). The treatment options for patients resistant or
intolerant to imatinib are limited. Tyrosine kinase inhibitors were developed as second
generation broad spectrum of activity than imatinib, in order to decrease the chance of
developing resistance (BRAVE, 2008).

The resistance mechanisms have been analyzed and the most common is the
reactivation of kinase activity by BCR/ABL point mutations or gene amplification (GORRE
et al,, 2001). A point mutation in the tyrosine kinase binding site can prevent imatinib
mesylate binding with the protein by interrupting critical points of contact between them, or
by inducing a formation of the protein to which the drug can not bind (BRANFORD et al.,
2003). Depending on the type of mutation present, increasing the dose may be a good strategy
to restore the response to imatinib mesylate.

Two of these second generation tyrosine kinase inhibitors, nilotinib and
dasatinib, have been approved for the treatment of CML after failure or intolerance to
imatinib. Unfortunately, many patients fail subsequent treatment with these agents because of
the possibility of developing highly resistant mutations. Several other strategies are in use to
improve CML treatment, including increasing the imatinib dose combining different
therapies, initial uses of second generation tyrosine kinase inhibitors and maintaining therapy
with interferon-alpha and vaccine (AGRAWAL et al., 2010).

Analysis of gene expression profiles identified the expression of the
chemokine CXCL12 as a predictor of sensitivity to imatinib. Hagerstrand et al. (2006) defined
the characteristics of an imatinib-sensitive subset of glioma cultures and provided evidence
for a functional relationship between sensitivity to imatinib and chemokine signaling. These
results will contribute to the design and evaluation of clinical trials exploring the therapeutic
effects of imatinib on malignant brain tumors.

Currently the standard CML treatment is chemotherapy by Imatinib
(imatinib mesylate, Gleevec). For patients intolerant or resistant to this drug treatment change
in treatment is indicated. Substitution therapy by a second generation tyrosine kinase

inhibitor, such as dasatinib and nilotinib, is common in such cases.
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Peled et al (2002) demonstrated that CD34 + Filadélfia-positive CML
patients expressing the CXCR4 receptor migrate in response to factors derived from bone
marrow stroma (CXCL12). However, CD34 + CXCR4 + but Filadélfia negative (normal)
from the same patient showed higher rates of migration by SDF-1 (CXCL12), indicating a
functional role mediated by CXCLI2 in the retention of CD34 +immature cells and
progenitor cells in bone marrow of healthy individuals and CML patients.

In the present study there was no difference in CXCL12 expression, but an
increase in CXCR4 expression was verified associated to treatment time (p = 0.036) where
patients treated for longer than or equal 20 months showed CXCR4 expression three times
higher (p = 0.043) than patients with treatment time shorter than 10 months (Figure 3).

We also note that other patients demonstrated an increased CXCR4
expression even in shorter treatment times with the current chemotherapy. It is important to
remember that there is a plan to be followed as to which medicine will be adopted in the
treatment of chronic myelogenius leukemia.

Some patients had high CXCR4 expression levels even in treatment times
shorter than 20 months. These same patients were using second generation tyrosine kinase,
either dasatinib and nilotinib. Therefore, despite the short treatment duration with current
chemotherapy, these patients received imatinib for a time until the change in medication.

Jin et al. (2008) demonstrated the increase CXCR4 expression due to
treatment with imatinib (imatinib mesylate, Glevec) induced leukemic cell migration to bone
marrow stroma, which promoted survival of quiescent CML cells.

Vianello et al. (2010) reported that the leukemic cell survival mechanism in
CML mediated by bone marrow stroma mesenchymal cells is related to protection from
apoptosis induced by imatinib, through CXCL12/CXCR4 activation. In addition, it also
showed that the CXCL12/CXCR4 spindle lock restores in part leukemic cell sensitivity to
imatinib (VIANELLO, 2010).

A wide variety of strategies, such as peptides, small molecules, antibodies,
and small interfering RNA have been used to target this pathway. Treatments in combination
with current therapies seem to be especially promising in preclinical studies (WONG, 2008).

Zeng et al. (2006) described CXCR4 inhibition with the novel RCP168
peptide that overcomes stroma-mediated chemoresistance in chronic and acute leukemias.
Although imatinib is an effective chemotherapy for chronic myeloid leukemia (CML), and
almost all patients treated with imatinib achieve some form of remission, imatinib does not

completely eliminate the leukemia (CORTES, 2005).
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Therefore, although it is a relatively new chemotherapy treatment, it can be
inferred that the high expression values of these patients are due to prolonged use of the same
drug.

Finally, several mechanisms should be considered in treatment failure with
imatinib, and they should be clarified to offer the patient the best second-line treatment,
whether dose optimization, another tyrosine kinase inhibitor or bone marrow transplantation
(PAGNANO, 2008).

In future, multiple treatment options will be available to CML patients. In
addition, strategic combinations of new anticancer drugs, taking into account the patient's
condition and response to different drugs in the same place, might act directly on the genes

expressed and prevent new resistant clones.

Thanks.
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CONCLUSAO

* Nao houve relagdo entre a presenga do polimorfismo 3’A para o
CXCL12 e os pacientes acometidos por Leucemia Mieldide Cronica, visto que a distribui¢ao
genotipica do polimorfismo CXCL12 rs1801157 em pacientes com leucemia mieldide cronica
e individuos saudaveis ndo foram estatisticamentes diferentes.

*  No presente estudo, detectamos uma maior expressao de CXCR4 (1,946
vezes maior) nos pacientes com Leucemia Mieldide Cronica (p = 0,009) em comparagdo ao
individuos saudaveis (normais).

* Nao houve associacao entre a expressao de CXCLI12 e a expressao de
CXCRA4, teste de correlagdo de Sperman ndo significante (p = 0,621).

* Nesse trabalho, o tipo de quimioterapico e as doses utilizadas durante o
tratamento ndo influenciaram na expressao dos transcritos nos genes CXCL12 e CXCR4 em
pacientes com Leucemia Mieldide Cronica.

* Na populagdo em estudo, ha uma inferéncia entre o tempo de
tratamento com um mesmo quimioterapico e a expressao dos transcritos do gene CXCR4 nos
pacientes acometidos por Leucemia Mieldide Cronica (p = 0,036), sendo que quanto maior o
tempo de tratamento maior ¢ a expressao do receptor.

* Imatinibe por tempo prolongado pode induzir aumento da expressao do
gene CXCR4. Esta aumento pode indicar uma possivel falha no tratamento e sinalizar uma
recidiva da doenca. Faz-se necessario, portanto, buscar uma melhor compreensdo dos
mecanismos moleculares envolvidos na patogénese assim como outros alvos e alternativas

terapéuticas para a Leucemia Mieloide Cronica.
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