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Sumario

A Leucemia Mieloide Crénica ¢ uma neoplasia mieloproliferativa resultante da
expressdo da tirosina quinase BCR-ABL. O uso do inibidor Imatinib (IM) alterou
significativamente a sobrevida dos doentes, no entanto, mais de 30% adquire resisténcia ao
farmaco, tornando-se fundamental identificar as suas causas.

Como modelo, estabeleceu-se uma linha de células leucémicas K562 resistente ao IM.
Inicialmente verificou-se que nenhum dos mecanismos de resisténcia previamente descritos
estd activo nestas células e que a resisténcia ¢ independente da actividade da quinase.
Posteriormente o nosso objectivo foi tentar identificar os mecanismos de resisténcia nestas
células e, quando possivel, avaliar a sua relevancia em doentes resistentes ao IM.

Foram analizados vérios parametros de sobrevivéncia celular, incluindo a expressao de
genes e proteinas anti- e pro-apoptoticas, genes de regulagcdo do ciclo celular e de resposta a
lesdes no DNA e indicadores de instabilidade genomica.

Observou-se sobre-expressao da proteina anti-apoptdtica SURVIVINA, a sub-
expressdo do gene supressor GADDA45y e alteracdes na expressdo de genes da via de
sinalizacdo p38. Verificou-se também um aumento da expressdo de genes de reparagdo por
excisdo de bases, que resultam na diminuicdo da sensibilidade destas células a um agente
oxidante.

Nos parametros estudados em doentes sensiveis e resistentes ndo se observaram

diferencas.
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Abreviaturas

Reparagdo por excisdo de bases (Base Excision Repair)
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Resposta citogenética completa (Complete Cytogenetic Response)
Resposta hematologica completa (Complete Hemayologic Response)
Resposta molecular complete (Complete Molecular Response)
Doentes resistentes ao IM sem mutacao no dominio tirosina quinase do gene
BCR-ABL

Doentes sensiveis ao IM

Fase Acelerada

Fase Cronica

Reparagdo Homoéloga (Homologous Repair)

Identificag¢do codificada da amostra

Interferdo-a

Inhibitor of apoptosis

Imatinib
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International Randomized Study of Interferon Versus STI571
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1. Introducao

1.1. Leucemia Mieloide Cronica

A Leucemia Miel6ide Cronica (LMC) ¢ uma neoplasia mieloproliferativa clonal das
células estaminais hematopoiéticas (Dameshek, 1951, Fialkow et al., 1978). Descrita pela
primeira vez em 1845 pelos patologistas Bennet, Craigie e Virchow (Wong e Witte, 2004), a
LMC foi a primeira doenca neopldsica a ser associada a uma mutacdo cromossomica
adquirida, o cromossoma Philadelphia (Ph) (Nowell ¢ Hungerford, 1960). Este cromossoma
resulta de uma translocacao balanceada reciproca entre o cromossoma 9 € o cromossoma 22
t(9;22) (q34;q11) (Rowley, 1973) e d4 origem ao oncogene de fusdo BCR-ABL. O produto de
expressdo do oncogene ¢ a proteina BCR-ABL, uma tirosina quinase com actividade
constitutiva, que mais tarde se mostrou ser o principio patogénico da LMC (Daley et al.,
1990).

Com base nas caracteristicas clinicas a LMC pode ser dividida em 3 fases distintas que
se sucedem. A primeira fase, denominada Fase Cronica (FC), ¢ caracterizada por uma
expansdo massiva de células diferenciadas da linhagem mieldide e pelo aparecimento de
blastos indiferenciados na medula 6ssea (menos de 10% das células) (Kantarjian et al., 2006).
Cerca de 90% dos casos de LMC sao diagnosticados nesta fase da doenca no entanto, o
diagnoéstico ¢ muitas vezes ocasional, resultado de um aumento da contagem de globulos
brancos em andlises hematologicas de rotina, uma vez que a FC ¢ um periodo assintomatico
ou com sintomas tdo inespecificos como fadiga, perda de peso e desconforto abdominal
(Quintas-Cardama e Cortes, 2006). Em doentes sem tratamento a FC tem uma duragdo média
de 3 a 5 anos, ao fim dos quais a doenga progride inevitavelmente para a Fase Acelerada
(FA). Esta ¢ uma fase de transicdo que dura aproximadamente 6-9 meses € em que ocorre o
aumento do niumero de blastos indiferenciados na medula 6ssea, entre 10% a 30% das células,
e o aparecimento de uma sintomatologia progressivamente mais agressiva, como
esplenomegalia e trombocitopénia (Frazer et al., 2007). Por fim, a doenga culmina na Crise
Blastica (CB), terceira e tltima fase da doenca. O tempo médio de sobrevivéncia em CB ¢ de
2-4 meses e o fenodtipo patologico nesta fase da doenga ¢ muito semelhante ao da Leucemia
Mieloide Aguda. Mais de 30% das células do sangue e da medula dssea sdo blastos
indiferenciados, o que resulta numa sintomatologia muito agressiva (aumento da
esplenomegalia e trombocitopénia, dificuldades respiratorias e elevada susceptibilidade a

infecgdes) (Hoffman, 2000).



Os mecanismos moleculares responsaveis pela progressdao da doenca da FC até¢ a CB
ndo estdo ainda totalmente esclarecidos. Sabe-se que as células em CB apresentam
caracteristicamente um caridtipo bastante alterado com diversas mutagdes cromossomicas,
quer numéricas, quer estruturais (Shet et al., 2002, Perrotti et al., 2010). Trabalhos anteriores
estabeleceram uma relagdo directa entre a actividade de BCR-ABL ¢ o aumento de
instabilidade genomica nas células leucémicas, tanto devido ao aumento de stress oxidativo,
como a alteracdes nos mecanismos de reparagdo das células (Nowicki et al., 2004, Cramer et
al., 2007, Sallmyr et al., 2008, Fernandes et al., 2009). Assim, uma hipotese plausivel para
explicar a progressdo da doenca da FC até a CB ¢ a acumulacdo de mutagdes e alteragdes
epigenéticas em genes criticos envolvidos na proliferacdo, sobrevivéncia e diferenciagdao
celular, que resultam na desregulagdo constante de vias de transdu¢do de sinal da célula e, em
ultima andlise, conferem um novo fendtipo patologico a doenga. (Calabretta e Perrotti, 2004,
Perrotti et al., 2010).

Considerada uma doenca rara, a LMC tem uma incidéncia mundial de 1-2 novos casos
por 100 000 habitantes por ano, verificando-se uma ligeira preponderancia no sexo masculino.
Esta forma de leucemia representa cerca de 20% das leucemias diagnosticadas em adultos
(Frazer et al., 2007). Embora a doenca atinja todas as faixas etarias, a idade média de

diagnostico varia entre os 45 e os 60 anos de idade (Rohrbacher e Hasford, 2009).

1.1.1. Cromossoma Philadelphia

A descoberta do cromossoma Ph por Nowell e Hungerford em 1960 permitiu
estabelecer a primeira relagao causal entre uma mutagdo cromossoémica especifica e uma
neoplasia (Nowell e Hungerford, 1960). Este marco tornou a LMC um modelo de estudo para
o cancro e foi impulsor para a identificagdo e associacdo de inumeras aberragdes
cromossomicas com neoplasias.

Actualmente sabe-se que o cromossoma Ph esté presente em cerca de 90% dos doentes
com LMC e por isso, ¢ considerado o marcador citogenético da doenga (Wong e Witte, 2004).
Através da marcacdo com quinacrina fluorescente demonstrou-se que este cromossoma ¢
resultado de uma translocagdo cromossémica reciproca entre o brago longo do cromossoma 9
e o0 brago longo do cromossoma 22 t(9;22) (q34;q11), no entanto, o0 mecanismo que despoleta
a translocacdo entre os dois cromossomas permanece ainda desconhecido (Rowley, 1973)
(Figura 1). A consequéncia molecular desta mutagdo cromossémica ¢ a justaposi¢do da

sequéncia 3’ do proto-oncogene ABL (Abelson) com a sequéncia 5’ do gene BCR (Breakpoint
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Cluster Region) que origina o oncogene de fusao BCR-ABL (Bartram et al., 1983, Groffen et
al., 1984). O produto de expressao do oncogene ¢ a proteina quimérica BCR-ABL com

actividade tirosina quinase constitutiva (Benneriah ef al., 1986).

Chromosome 9
Chromosome 22 T

22q11.2 EJRD

ABL{ J 9q 34

RECIPROCAL
TRANSLOCATION
9q*
Y Philadelphia Chromosome (Ph)
1(9:22) (g34:11)
vy

Figura 1 — Formagao do cromossoma Philadelphia em resultado da translocacdo reciproca entre o brago longo
do cromossoma 9 e o brago longo do cromossoma 22 t(9;22) (q34;q11). Adaptado de Frazer ef al., 2007.

Apesar da expansdo desregulada da linhagem mieldide ser o fenotipo patologico
caracteristico da LMC, estudos citogenéticos demonstram que cerca de 20% dos doentes em
CB apresentam também um fendtipo linfoblastico (Perrotti et al., 2010). Esta observagao
corrobora a origem estaminal clonal da LMC, confirmando que a transformacgdo neoplésica
que dé origem ao cromossoma Ph ocorre nas células primitivas estaminais hematopoiéticas
que ainda ndo se encontram comprometidas, quer com a diferencia¢ao mieldide, quer com a

linfoide.



1.1.2. Proteina Quimérica BCR-ABL

A LMC ¢ uma doenga invulgar em que o produto de um tnico oncogene ¢ responsavel
pela transformacdo maligna central a patologia. Trabalhos experimentais com diferentes
modelos demonstraram esta relacao causal (Wong e Witte, 2004). Destaca-se um estudo em
que ratinhos transplantados com células hematopoiéticas que expressavam a proteina
quimérica BCR-ABL desenvolveram um sindrome mieloproliferativo com caracteristicas
muito semelhantes & FC da LMC (Daley et al., 1990). Posteriormente, verificou-se que os
ratinhos ndo desenvolviam a patologia quando expressavam uma isoforma inactiva da quinase
BCR-ABL contendo uma mutagdo no dominio de ligagdo ao ATP (Zhang e Ren, 1998). Deste
modo, foi possivel estabelecer especificamente a actividade da tirosina quinase da proteina de
fusdo como o principio transformante da LMC.

Consoante os pontos de quebra dentro dos genes ABL e BCR, a proteina BCR-ABL
pode ter diferentes pesos moleculares e estar associada a diferentes formas de leucemia.

O gene ABL codifica uma tirosina quinase ubiquamente expressa que se encontra
envolvida em vérios mecanismos de regulacdo da homeostase celular (resposta a stress
genotdxico, diferenciagdo celular, regulacdo do ciclo celular, adesdo, etc.) (Sawyers et al.,
1994, Lewis e Schwartz, 1998, Shaul e Ben-Yehoyada, 2005, Li et al., 2009). Os pontos de
quebra dentro do gene ABL podem ocorrer na extremidade 5° a montante do 1° exdo
alternativo Ib, a jusante do 2° ex@o alternativo la ou, mais frequentemente, entre os dois exdes
(Figura 2A) (Deininger et al., 2000). Independentemente do local de quebra dentro do gene,
apos o splicing do transcrito primario, os exdes de ligagdo a sequéncia BCR sdo o a2 (na
maioria dos casos) ou 0 a3. O motivo pelo qual os primeiros exdes do gene ABL ndo integram
o oncogene de fusdo ainda nao foi descrito.

O proteina resultante do gene BCR possui actividade serina/treonina quinase, mas
ainda pouco se sabe sobre as fungdes desempenhadas por esta proteina. Dentro do gene BCR
os pontos de quebra podem ocorrer na major breakpoint cluster region (M-bcr), na minor
breakpoint cluster region (m-bcr) e na micro breakpoint cluster region (u-ber) (Figura 2A). E
o local de quebra dentro do gene BCR que determina o tipo de transcrito BCR-ABL. Quando a
quebra ocorre na M-bcr a sequéncia do transcrito BCR-ABL resultante pode ser tanto b2a2
como b3a2, em resultado do splicing alternativo (Figura 2B). Ambos os transcritos sao
traduzidos na proteina quimérica BCR-ABL com peso molecular de 210kDa, que ¢ a forma
mais comum da proteina em LMC (Deininger et al., 2000). Quando o ponto de quebra ocorre

na m-bcr ou na p-bcr, os transcritos resultantes sdo o ela2 e o el9a2, respectivamente (Figura
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2B). O transcrito ela2 ¢ traduzido na proteina BCR-ABL com 190kDa, enquanto que o
transcrito e19a2 origina a mesma proteina mas com peso molecular de 230kDa (Deininger et
al., 2000).

Apesar de alguns estudos estabelecerem uma relagdo entre as variantes do transcrito
BCR-ABL ¢ a resposta ao tratamento com Imatinib (IM; Novartis), actualmente a primeira
linha terapéutica para LMC, os resultados obtidos por diferentes grupos nao sdao concordantes

(Polampalli et al., 2008, Sharma et al., 2009).
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Figura 2 - Formacdo do oncogene quimérico BCR-ABL pela translocago t(9q;22q). Em A s@o demonstrados os
pontos de quebra dentro do gene BCR ¢ do gene ABL (setas). Adaptado de Faderl et al., 2007. Em B encontram-
se representados os transcritos de fusdo resultantes da translocacdo t(9;22) (q34;ql11) que ddo origem aos
diferentes fendtipos de LMC. Adaptado de Faderl et al., 1999.

A proteina quimérica BCR-ABL resultante da justaposicdo dos dois genes acima
descritos é composta por diversos dominios estruturais (Figura 3). O dominio tirosina quinase,
responsavel pela transformagdo neoplasica da LMC, corresponde ao dominio SHI1 (Src-
homology-1) da por¢do ABL da proteina. Em condi¢des fisioldgicas esta quinase ¢
rigorosamente regulada pelo dominio SH3 que a mantém constitutivamente inactiva (Wong e

Witte, 2004). No entanto, a fusdo da sequéncia BCR com a sequéncia ABL interfere com a



estrutura do dominio SH3, o que resulta na activacao constitutiva da BCR-ABL (Faderl et al.,
1999).

O dominio SH2 da proteina ABL encontra-se envolvido nas interacgdes proteina-
proteina e na modulacdo da activagdo de vias de transdu¢do de sinal (Marcucci et al., 2003).
Alteragdes na integridade funcional do dominio SH2 resultam numa menor afinidade para a
ligacdo as proteinas alvo da tirosina quinase e, consequentemente, reduzem a capacidade
transformante da proteina BCR-ABL (Pendergast ef al., 1991). Assim, também o dominio
SH2 desempenha um papel importante na transformagao neoplasica.

Alguns dos dominios contidos na por¢do BCR da proteina de fusdo sdo essenciais para
a ligacao de proteinas adaptadoras que sao também substrato da quinase BCR-ABL, tais como
a GRB2 (growth factor receptor—bound protein 2), a CRKL (CRK-oncogene—like protein) e a
SHC (SRC homology 2—containing protein) (Faderl et al., 1999).

BCR (chromosome 22) ABL (chromosome 9)

N _‘,C N — - C

s i P55

Coiled- Ser-thr  GEF RAC GAP Myristoylation SH sites Binding sites
coil motif kinase (DBL-like) site (nucleus, DMA, actin)

Figura 3 —Esquematizagdo dos dominios das proteinas BCR e ABL. Adaptado de Faderl ef al., 1999.

Ap6s a identificacdo da actividade constitutiva da tirosina quinase BCR-ABL como o
mecanismo etiologico da LMC varios estudos foram efectuados para identificar tanto os
substratos da quinase, como as vias de transducdo de sinal em que esta interfere (Naldini et

al., 1986, Patel et al., 2006, Brehme et al., 2009).

1.1.3. Vias de sinalizacio alteradas pela BCR-ABL

Uma ampla gama de proteinas envolvidas nos mecanismos de sinalizacao celular sdao
reguladas directa ou indirectamente pela actividade da proteina BCR-ABL (Sattler et al.,
1996, Sattler et al., 2002, Wong e Witte, 2004) (Tabela 1). Assim, a actividade constitutiva
tirosina quinase desta proteina altera a regulacdo fisiologica destas moléculas, sendo
responsavel pelas alteragdes nas vias de transducao de sinal que conferem o fenotipo

patologico da LMC.
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Tabela 1 — Moléculas sinalizadoras reguladas positiva ou negativamente pela proteina BCR-ABL. Adaptado de
Wong and White, 2004.

Apoptose Mitogenios Ciclo Factores Reparacio Proteinas Outras
Celular Hematopoiéticos de DNA  Adaptadoras
PI3K RAS p27KIP IL-3 BRCA1 CRKL ABL-1
AKT ERK1 G2A IL-3RBc DNA-PK GRB2 ABL-2
INK g2 N GMesF fg& GRB4 LYN
p38SMAPK c-MYC VEGF RADS1 GAB2 HCK
STATS RINI BACHS XPB SHC FPS/FES
NF,B RAC C/EBPa CRKL p62DOK GCKR
c-MYC C/EBPJ c-CBL CK2a
BCL-XL PKC
BCL2 JAK2
BAD VAV
TRAIL p33
AATYK MDM2

Entre as vias de sinalizacdo afectadas pela actividade quinase da proteina BCR-ABL
destacam-se a via RAS (Rat Sarcoma), a via PI3K (Phosphatidylinositol 3-kinase), a via
MAPK (Mitogenic activated protein kinase) ¢ a via JAK/STAT (Janus kinase-signal
transducer and activator of transcription) (Kantarjian et al., 2006) (Figura 4). Em células
hematopoiéticas normais estas vias de sinalizagdo sdo activadas por sinais extracelulares,
incluindo citocinas, factores de crescimento e factores de stress celular (ex. agentes
genotoxicos) que regulam a sobrevivéncia, crescimento e diferenciacdo destas células através
da integracdo de sinais. No entanto, em células leucémicas, a desregulacdo destas vias de
sinalizacdo traduz-se no aumento da proliferagdo de formas indiferenciadas das células da
linhagem mieloide, na perda da capacidade de adesdo destas células ao estroma da medula
ossea e no aumento da capacidade de sobrevivéncia celular (Steelman et al., 2004, Kantarjian
etal.,2007).

A via de sinalizagdo RAS medeia a transmissdo de sinais dos receptores de superficie
membranar para os factores de transcricdo presentes no nucleo (Steelman er al., 2004),
estando envolvida na regulacao da progressao do ciclo celular, da diferenciagdo celular e da
apoptose (Kantarjian et al., 2007). Em células hematopoiéticas com expressao da proteina de
fusdo BCR-ABL foi possivel estabelecer uma relacdo entre a actividade quinasica desta
proteina e a activagdo constitutiva da glicoproteina RAS, uma vez que diversos substratos da
proteina BCR-ABL, tais como o GRB2, o SHC e o CRKL, s@o moléculas adaptadoras que

activam esta glicoproteina (Puil et al., 1994). A activagdo constitutiva de RAS em células



leucémicas activa a cascata das MAPK quinases, o que resulta na desregulagao de factores de
transcricao envolvidos na proliferagdo, crescimento e diferenciacdo celular (Raitano et al.,

1995, Steelman et al., 2004).
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Figura 4 — Esquematizagdo simplificada das principais vias de transdugdo de sinal e moléculas sinalizadoras
desreguladas pela actividade constitutiva da tirosina quinase BCR-ABL. Adaptado de (Weisberg ef al., 2007).

Por sua vez, a via de sinalizagdo PI3K/AKT encontra-se normalmente envolvida na
sobrevivéncia celular e no processo mitédtico (Katso et al, 2001). Em células normais, a
quinase PI3K ¢ activada pela formagdao de complexos mediados por proteinas adaptadoras
activadas, como por exemplo a GAB2. Como descrito anteriormente, estas moléculas
adaptadoras sdo um substrato directo da proteina BCR-ABL, pelo que a activacdo constitutiva
destas proteinas resulta na activacao constitutiva da quinase PIK3 (Steelman et al., 2004). O
resultado da sobre-activacao desta via de transducdo de sinal nas células leucémicas ¢ a
inibicdo de moléculas envolvidas na sinaliza¢do pro-apoptdtica e o aumento da activagdo de

proteinas da via de sinalizagdo anti-apoptotica. O exemplo mais descrito ¢ a fosforilagdo da



proteina pro-apoptotica BAD, pela quinase AKT, que desta forma fica inactiva (Steelman et
al.,2004).

A via de sinalizacdo JAK/STAT ¢ activada por receptores de citoquinas e desempenha
um papel importante na regulacdo da proliferacdo, divisdo e sobrevivéncia celular (Coffer et
al., 2000, Steelman et al., 2004). Em patologias mieloides foi ainda demonstrado que as
proteinas da familia STAT estdo envolvidas na suspensiao da maturacao celular e,
principalmente, na inibi¢do da apoptose (Coffer et al., 2000). Uma vez que a proteina STATS
¢ um substrato directo da proteina de fusdo BCR-ABL, a actividade constitutiva da proteina
BCR-ABL resulta na activacao constante deste factor de transcri¢ao (Ilaria e VanEtten, 1996).
A consequéncia descrita como mais relevante desta activacdo constante do factor de
transcricdo STATS nas células leucémicas ¢ a sobre-expressao do gene anti-apoptdtico BCL-

XL (Horita et al., 2000).

1.1.4. Expressao de BCR-ABL e instabilidade gendmica

A relagdo directa entre a actividade constitutiva da proteina BCR-ABL e o aumento da
producdo endogena de espécies reactivas de oxigénio (ROS, Reactive oxygen species) foi
previamente descrita na literatura (Sattler et al., 2000). Trabalhos posteriores demonstraram
que o aumento de ROS nas células leucémicas resulta no aumento de lesdes no DNA
(Koptyra et al., 2006, Skorski, 2007).

Paralelamente, foi demonstrado que em células com expressdao de BCR-ABL h4 uma
sobre-activagdo de vias de reparacdo de DNA pouco fidedignas em resultado da interac¢ao da
quinase BCR-ABL com moléculas essenciais ao reconhecimento e reparagdo das lesdes
(Nowicki et al., 2004, Sallmyr et al., 2008, Skorski, 2008) (Figura 5). O funcionamento
adequado dos mecanismos de reparacdo de DNA ¢ fundamental para a manutenciao da
homeostase celular, e por isso, alteracdes nestas vias levam a acumulacdo de mutagdes no
DNA que podem activar oncogenes e vias alternativas de sinalizagdo celular ou inactivar
genes supressores de tumores.

Assim, foi proposto que a instabilidade gendémica observada nas células que
expressam BCR-ABL seja resultado do aumento da produgdo de ROS enddgeno associado a

perda de capacidade de reparagdo fidedigna, devido a actividade tirosina quinase BCR-ABL.
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Figura 5. Alteracdes nas vias de reparagdo em células que expressam a proteina BCR-ABL. Adaptado de (Burke
e Carroll, 2010).

A instabilidade genomica das células BCR-ABL foi também o mecanismo proposto
para explicar a progressdo da doenga da FC até a CB. Assim, a acumulacdo de alteragdes
genéticas ou epigenéticas em genes criticos para a regula¢do das vias de sinaliza¢do das
células, associado a desregulacdo de diversas vias de sinalizacdo resultante da actividade

constitutiva da proteina BCR-ABL, podem conferir um novo fendtipo patoldgico a doenca

(Perrotti et al., 2010) (Figura 6).
proliferation/survival instability

FOXOs BCL2, STAT3/5, PYK2, BAD BCR- — RADS1
BCL-XL MYC K6 ABL1 |— DNA-PKes
T |— RAD52
PISKn‘Akt
DSBS —=
Chromosomal
aberrations and
point mutations:
ROS, AID +8, add. Ph1
i(17a), 1(1:21)
p53, CDKN2A/B
GATA-2, RUNX1
Mismatches —pm
Noich
Smo.'Shh h______ A ————| MLH1, PMS2
Enhanced
self renewal 4BCR-
Wntf[!catemn cEBPE

GSKSB

!
MDM/ MAPK
|
SHP 1 SET gnRNP E2 ———— miR-328
J‘ _J
F'P2A CEBPA
Block of myeloid
differentiation

Figura 6 — Principais mecanismos envolvidos no processo de transformagdo maligna e progressdo da LMC
dependentes da actividade de BCR-ABL. Adaptado de Perroti, 2010.
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1.2. Terapéutica

Desde a descoberta da LMC que varias terapéuticas progressivamente mais efectivas
tém vindo a ser desenvolvidas para o tratamento da doenca (Figura 7). A cura em LMC ¢
atingida quando ocorre simultaneamente resposta molecular completa (CMR-Complete
Molecular Response), ou seja, auséncia de transcritos de BCR-ABL, resposta hematoldgica
completa (CHR-Complete Hemayologic Response), isto €, uma normalizacao da contagem de
células do sangue e resposta citogenética completa (CCR-Complete Cytogenetic Response),
ou seja, a erradicacdo das células da medula que contém o cromossoma Ph (Kantarjian et al.,
2008). A monitoriza¢dao de doentes com LMC permitiu estabelecer uma relagao directa entre a
resposta citogenética e o aumento da sobrevivéncia dos doentes pelo que, atingir esta resposta,
tornou-se o principal objectivo para os doentes.

As terapéuticas disponiveis inicialmente para o tratamento da LMC tinham um papel
apenas paliativo. Apesar do tratamento com Busulfan ¢ Hidroxiureia resultarem em CHR em
50-80% dos doentes, ndo se observava qualquer resposta citogenética e, por isso, este tipo de
tratamento apenas proporcionava alguns beneficios clinicos aos doentes mas ndo alterava o
percurso natural de progressao da doenca (Pavlovsky et al., 2009).

O transplante celular alogénico de células estaminais precedido de mieloablagdo por
quimioterapia ou radioterapia ¢ uma intervengdo invasiva com muitos riscos associados e, por
isso, apenas disponivel para uma pequena percentagem de doentes. No entanto, apesar dos
esforcos no sentido de desenvolver novas estratégias terapéuticas, este continua a ser o

tratamento mais efectivo na cura da LMC (Apperley, 2007).
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Figura 7: Terapéuticas disponiveis para a LMC ao longo do tempo. Os tratamentos escritos a vermelho sdo os
mais frequentemente utilizados na FC da LMC. Adaptado de Hehlmann ef al., 2007.

11



O interferao-a (IFN-a) foi o primeiro agente terapéutico a induzir resposta citogenética
em grande parte dos doentes com LMC submetidos a este tratamento. Num estudo com 512
doentes Ph" verificou-se que 27% atingiram CCR com uma taxa de sobrevivéncia ao fim de
10 anos de 78% (Kantarjian ef al., 2003). Assim, a introducdo desta terapéutica traduziu-se
num aumento do tempo de sobrevivéncia dos doentes. No entanto, uma elevada percentagem
de doentes era intolerante ao tratamento com IFN-a devido aos seus elevados niveis de
toxicidade.

O desenvolvimento do inibidor de tirosina quinase IM, descrito em seguida,
representou o inicio de uma nova fase no tratamento da LMC. A utilizagdo deste fdrmaco
permite atingir taxas de resposta molecular, hematologica e citogenética nunca antes possivel
com qualquer outra terapéutica. O sucesso terapéutico do IM tornou-o a primeira linha de
tratamento para LMC.

Actualmente j4 se encontram disponiveis na clinica novos inibidores de tirosina
quinase de segunda geragdo como o Dasatinib (Brystol Myers Squibb) e o Nilotinib
(Novartis). O mecanismo de ac¢do deste fairmacos ¢ idéntico ao do IM no entanto, estas
moléculas s3o mais potentes na inibicao da tirosina quinase BCR-ABL.

Um constante em todas as formas de terapéutica utilizadas em LMC ¢ a resposta
transitoria ou mesmo inexistente dos doentes em CB. Nesta fase da doenga a grande maioria

dos doentes ¢ refractaria aos tratamentos actualmente disponiveis.

1.2.1- Imatinib

A identificagdo da actividade tirosina quinase da proteina BCR-ABL como o principio
patogénico da LMC tornou esta proteina um alvo atractivo para intervencao terapéutica. Além
disso, esta abordagem terapéutica permite a eliminagdo selectiva das células neoplasicas, uma
vez que a proteina BCR-ABL estd presente em células leucémicas e ausente nas células
normais.

O estudo da estrutura tridimensional da proteina quinase ABL permitiu desenvolver o
IM, uma 2-fenilaminopirimidina com a capacidade de inibir todas as formas da tirosina
quinase ABL (Druker et al., 1996, Deininger et al., 1997).

A base do mecanismo de ac¢ao do IM ¢ a elevada afinidade desta pequena molécula
para se ligar ao local de ligagdo do ATP, no dominio tirosina quinase da proteina BCR-ABL

(Figura 8). Deste modo, o IM impede a ligagdo do ATP e estabiliza a proteina na sua
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conformagdo inactiva. A tirosina quinase inibida perde a capacidade de fosforilar os seus
substratos e de se auto-fosforilar, o que resulta no bloqueio da sobre-activacdo das vias de
transducao de sinal alvo da BCR-ABL (Schindler ef al., 2000, Druker, 2008).

A actividade anti-proliferativa do IM foi inicialmente testada em linhas celulares com
expressdo da proteina BCR-ABL e em modelos animais transplantados com células
hematopoiéticas transformadas (Deininger et al., 2005). Os resultados obtidos com ambos os
modelos indicaram uma elevada eficicia do farmaco.

Em linhas celulares com expressdo de BCR-ABL o tratamento com IM ndo s6 inibia a
proliferacdo celular como em alguns casos levava também a morte celular por apoptose
(Druker et al., 1996, Oetzel et al., 2000).

Assim, apesar do cepticismo inicial quanto a eficacia terapéutica dos inibidores de
tirosina quinase na LMC, os resultados pré-clinicos obtidos com os modelos in vitro e in vivo

levaram a rapida transi¢do do IM para a fase de ensaios clinicos.

Y

Figura 8: Mecanismo de acc¢do do inibidor de tirosina quinase IM. O farmaco liga-se ao local de ligagdo do ATP
no dominio tirosina quinase da proteina BCR-ABL e impede a ligacdo do ATP. Imagem de A. Y. Chen em
(Druker, 2008).

Na fase I dos ensaios clinicos foi administrado IM oralmente (25 a 1000mg/dia) a 83
doentes em FC resistentes ou intolerantes ao tratamento com o IFN-a. Dos 54 doentes
tratados com doses iguais ou superiores a 300mg/dias, 53 atingiram CHR. Ainda neste grupo
de doentes, 7 atingiram CCR e 17 atingiram uma resposta citogenética major (0-35% de

cé¢lulas em metafase positivas para Ph). Os resultados deste estudo indicaram ndo s6 uma
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elevada eficacia do tratamento com IM, mas também a auséncia de efeitos secundarios
impeditivos da continuidade do tratamento (Druker et al., 2001).

Na fase II dos ensaios clinicos foi realizado um estudo com 454 doentes em FC tardia
sem resposta ao tratamento com IFN-a. Estes doentes foram tratados com 400mg/dia de IM
por toma oral. Apos 18 meses de tratamento observou-se que 60% dos doentes atingiram
resposta citogenética major e que 90% obteve CHR com uma taxa de sobrevivéncia livre de
progressao da doenga para FA ou CB de 89% (Kantarjian et al., 2002).

Um estudo com doentes em FA ou em CB demonstrou que com uma dose terapéutica
de 400 a 600mg/dia, 52% dos doentes apresentaram resposta hematoldgica e 16% uma
resposta citogenética major. No entanto, a caracteristica refractaria dos doentes nestas fases
da doenca leva a que, quando ha resposta ao tratamento com IM, esta seja uma resposta
transitoria e de curta duracao (Sawyers et al., 2002).

A fase III de ensaios clinicos, denominada [.R.1.S. (International Randomized Study of
Interferon Versus STIST1), baseou-se num estudo aleatério com 1106 doentes em FC inicial
sem qualquer tratamento prévio para a LMC. Neste estudo fez-se a andlise comparativa da
eficacia do tratamento com 400mg/dia de IM (553 doentes) e com a combinagdo terapéutica
INF-o/Citarabina (553 doentes) (O'Brien et al., 2003). A percentagem de doentes que atingiu
CCR ao fim de 18 meses foi 76,2% nos doentes tratados com IM e 14,5% nos doentes
tratados com INF-o/citarabina. Também a percentagem de doentes que atingiu CHR foi mais
elevada nos doentes tratados com IM (96,8%) do que nos doentes tratados com INF-
o/citarabina (69%). E ainda de destacar que as respostas no grupo de doentes sujeito ao
tratamento com IM foram atingidas mais rapidamente e que a taxa de progressao da doenga
para CB foi bastante inferior neste grupo de doentes (O'Brien ef al., 2003).

O acompanhamento farmacoterapéutico durante 5 anos do grupo de doentes que
integrou o estudo I.R.I.S. mostrou que 87% dos doentes do grupo tratado com IM atingiu
CCR (Druker et al., 2006). Resultados mais recentes, apds 6 anos de acompanhamento,
indicam que a taxa de resposta citogenética completa neste grupo ¢ agora 82% (Hochhaus et
al., 2009). A percentagem de sobrevivéncia dos doentes tratados com IM ao fim de 6 anos ¢
cerca de 83% e a taxa de doentes livres de progressao para FA ou CB ¢ de 93%.(Hochhaus et
al., 2009)

Com base na eficicia terapéutica do IM demonstrada nos resultados obtidos nos

estudos anteriores, o fairmaco ndo so foi introduzido na pratica clinica como também foi
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estabelecido como a primeira linha de tratamento em LMC. A dose diaria recomendada de IM

¢ 400mg para doentes em FC e 600mg para doentes em FA ou CB por toma oral.

1.2.2. Resisténcia ao Imatinib

Apesar dos promissores resultados obtidos no inicio da utilizagdo do IM como
terapéutica para a LMC, a emergéncia de casos de resisténcia e a presenca de quantidades
residuais de células que expressam BCR-ABL em doentes que respondem a terapia
evidenciaram que o IM ¢, na maioria dos casos, uma terapia de supressdo temporaria da
doenca e ndo uma terapia de cura. No ensaio clinico .R.L.S. verificou-se que 5 anos apds o
inicio do tratamento com IM, 13% dos doentes ndo atingiram resposta citogenética completa,
aproximadamente 7% dos doentes deixaram de responder ao tratamento apds os 3 primeiros
anos e 5% foram forcados a desistir da terapéutica devido aos efeitos adversos do farmaco
(Druker et al., 2000).

Além disso, estudos recentes alertam para o facto dos resultados obtidos na pratica
clinica nao retratarem os resultados obtidos durante os ensaios clinicos (de Lavallade et al.,
2008). Lucas et al. mostraram que numa populacdo de 68 doentes tratados com IM desde o
diagnoéstico 49% dos doentes tornaram-se resistentes ou intolerantes ao IM ao fim de 24
meses (Lucas et al., 2008).

Uma vez que o IM ¢ actualmente a primeira linha de terapia para a LMC, a
emergéncia de resisténcia ao inibidor da tirosina quinase BCR-ABL tornou-se um problema
terapéutico significativo e por isso, o estudo e caracterizacdo dos mecanismos moleculares por
detrés da resisténcia ¢ neste momento fundamental.

Uma pequena percentagem dos doentes com LMC ¢ a partida resistente ao IM
aquando do inicio do tratamento. Este fenémeno foi designado por resisténcia primaria. O
processo de aquisicao de resisténcia apds uma reposta inicial ao tratamento foi designado por
resisténcia secundaria.

Os mecanismos de resisténcia tém sido estudados tanto em modelos laboratoriais, in
vitro € in vivo, como directamente em amostras de doentes resistentes ao tratamento com o

farmaco (Mahon et al., 2000, Quintas-Cardama et al., 2009).
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1.2.2.1. Mutac¢des no dominio quinase da proteina BCR-ABL.

A aquisi¢ao de mutagdes pontuais no dominio tirosina quinase da proteina BCR-ABL
representa cerca de 40% dos casos de resisténcia ao IM em doentes (Druker, 2008). As
mutagdes resultam na substituicdo de aminoacidos na proteina quimérica que impedem a
ligagdo normal do IM ao local de ligagao ao ATP.

As mutacgdes pontuais ocorrem fundamentalmente em trés zonas distintas do dominio
tirosina quinase do gene BCR-ABL: directamente no local de ligacdo do ATP, no loop de
activacdo da quinase ou, ainda, no proprio dominio catalitico da quinase (Melo e Chuah,
2007) (Tabela 2). O impedimento da ligagdo do IM a proteina mutada resulta
fundamentalmente ou da substituicdo de aminoacidos criticos a ligacdo do IM ou da
substitui¢do de aminodcidos essenciais para a estrutura conformacional da quinase, que ao ser
alterada, impede a ligacdo do IM (Quintas-Cardama e Cortes, 2006).

As diferentes mutagdes pontuais ndo tém todas o mesmo significado clinico. Mutagdes
no P-loop tendem a conferir niveis de resisténcia mais elevados, enquanto que outras apenas
diminuem a sensibilidade ao IM o que, em alguns casos, pode ser ultrapassado com um
aumento da dose do farmaco (Hochhaus ef al., 2009).

Tabela 2. Lista de diferentes mutagdes pontuais que ocorrem no dominio tirosina quinase da BCR-ABL

responsaveis pela aquisi¢do de resisténcia ao IM em doentes. n.d.= ndo definido. Adaptado de (Volpe ef al.,
2009).

Local da Mutacées ICs Local da | Mutagodes ICs
mutacio BCR-ABL | pM,Imatinib mutacio | BCR-ABL | uM,Imatinib
Wild-type 260-500 Wild-type 260-500
M244V 2000 M35IT 930
1248V 1500 Dominio M351V n.d.
G250E 3900 Catalitico E355D n.d.
Q252H 1200-2800 E355G 400
Y253F 3475 F359vV 1200
Y253H >10,000 V3791 1630
P-loop E255K 4400-8400 A380T 2450
E255V >5000 F382L n.d.
D276G 1500 L387M 1000
T277A n.d. Loop de L387F 1100
F3111 n.d. Activagao H396P 8504200
F311L 480 H396R 1750
T3151 >10,000 S417Y n.d.
F317L 810-1500 E459K n.d.
M343T n.d. F486S 2800
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A mutacao T315I, substituigdo de uma treonina por uma isoleucina no aminoacido 315
da quinase, foi a primeira mutagdo descrita em doentes (Gorre et al., 2001). Esta substituicao
aminoacidica impede efectivamente a ligagdo do IM a proteina BCR-ABL pelo que, até hoje,
¢ a unica mutacdo descrita que torna as células leucémicas totalmente insensiveis ao fairmaco
(Melo e Chuah, 2007). Esta mutacdo confere resisténcia também ao tratamento com os
inibidores de tirosina quinase de segunda geracao Nilotinib e Dasatinib.

Estudos recentes com doentes acompanhados ao longo do tempo tém mostrado que o
perfil mutacional é dindmico, isto é, o0 mesmo doente pode ter mais que uma mutagdo e a
percentagem de clones com cada mutacio pode variar ao longo do tempo (Cortes et al., 2007,
Grant et al., 2010).

As mutagdes pontuais ndo sdo induzidas pela actividade inibitdria do IM, no entanto, a
presenca do IM apds a aquisi¢do da mutacdo actua como um mecanismo de seleccdo dos
clones insensiveis ao tratamento que, por expansdo clonal, levam progressivamente a

ineficacia terapéutica do IM (Melo e Chuah, 2007).

1.2.2.2. Amplificacao genética e sobre-expressao de BCR-ABL.

A amplificacdo do gene BCR-ABL e a sua sobre-expressdo como mecanismo de
resisténcia ao IM foi descrita inicialmente em linhas celulares resistentes ao farmaco (Mahon
et al., 2000). Posteriormente, num estudo com 9 doentes sem resposta ao tratamento com IM
observou-se que em 3 casos havia amplificacdo do gene BCR-ABL (le Coutre et al., 2000,
Gorre et al., 2001).

O aumento da expressio do gene BCR-ABL pode resultar da duplicacdo do
cromossoma Ph, da ocorréncia de multiplas copias do gene BCR-ABL dentro do mesmo
cromossoma, de ambos os fenémenos ou ainda da desregulacdo transcricional do gene (Gorre
et al.,2001). A resisténcia em doentes surge quando o aumento de transcritos de BCR-ABL se
traduz num aumento da quantidade de proteina. Assim, as concentragdes terapéuticas de IM
deixam de ser suficientes para inibir toda a proteina BCR-ABL existente nas células
(Hochhaus et al., 2002). Em alguns casos, o aumento da dosagem diaria de IM pode superar
este mecanismo de resisténcia. No entanto, os efeitos secundarios graves, € por vezes
intoleraveis, a doses elevadas do farmaco sao uma limitagdo a esta abordagem (An et al.,

2010).

17



No entanto este mecanismo de resisténcia tem sido raramente considerado efectivo em
doentes. Em alguns casos a sobre-expressao de BCR-ABL nao esta directamente associada a
fendomenos de resisténcia (Milojkovic e Apperley, 2009).

Outros mecanismos envolvidos na resisténcia ao IM sdo considerados independentes
da proteina BCR-ABL e estdo envolvidos maioritariamente em casos de resisténcia

secundaria.

1.2.2.3. Alteracao da expressao de proteinas transmembranares de influxo e de efluxo.

Uma questdo critica do tratamento com IM ¢ a variagdo da concentragdo do farmaco
no interior das células alvo dos doentes. Num estudo com 68 doentes com LMC, Picard et al.
mostraram que nos 50 doentes tratados com 400mg/dia de IM a concentracdo plasmatica do
farmaco variou entre 181 e 2947 ng/mL. Além disso, este trabalho demonstrou que os 56
doentes que atingiram resposta citogenética completa com o tratamento com IM apresentavam
uma concentragdo plasmatica do farmaco superior a que se observava no grupo de 12 doentes
que ndo atingiram esta resposta (56 doentes [1123+ 617 ng/mL] versus 12 doentes [694 + 556
ng/mL]) (Picard et al., 2007).

A resisténcia a multiplos farmacos mediada pelo produto do gene MDRI, uma
proteina transmembranar que regula o efluxo de diversos farmacos, € um mecanismo bastante
descrito em diversas patologias (Gottesman et al., 2002).

Deste modo, colocou-se a hipdtese de existir uma sobre-expressao dos transportadores
de efluxo em doentes resistentes ao IM, o que resultaria no aumento da extrusdo do farmaco, a
ponto das concentragdes intracelulares ndo serem suficientes para a inibi¢ao da proteina BCR-
ABL. Em trabalhos experimentais realizados com algumas linhas celulares resistentes ao IM
foi possivel detectar um aumento da expressdo de MDRI (Mahon et al., 2000). No entanto,
até hoje ndo foi possivel comprovar esta relacdo entre o aumento da expressdo do
transportador e a resisténcia ao IM em doentes (Melo e Chuah, 2007). Além disso, ¢ de
salientar a presenca de dados contraditdrios na literatura, relativamente a interac¢do do IM
com os transportadores membranares. Por exemplo, no caso do transportador ABCG2, alguns
estudos classificam o IM como um substrato do transportador enquanto que outros o
classificam como um inibidor (Houghton ef al., 2004, Quintas-Cardama et al., 2009, An et al.,
2010).

A diminuicao da actividade do transportador de influxo hOCT1 nos doentes resistentes

foi também um mecanismo proposto para a regulacdo da concentragdo intracelular de IM
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(Thomas et al., 2004). Num estudo realizado com doentes recentemente diagnosticados em
FC, sujeitos ao tratamento com IM numa dosagem de 600mg/dia, foi demonstrado que o
grupo de doentes com maior actividade do transportador de influxo hOCT1 apresentava maior
resposta molecular ao firmaco, e um ICsy mais baixo, do que se verificava no grupo de
doentes com baixa actividade deste transportador membranar (White et al., 2007). Este
resultado acresce relevancia a hipdtese de que a actividade deste transportador pode ter um

papel na resisténcia ao IM.

1.2.2.4. Alteracgdes na regulacio de mecanismos de transducio de sinal.

Verifica-se que em alguns doentes resistentes ao IM o mecanismo de resisténcia tem
por base alteracdes em vias de sinalizagdo intracelulares independentes de BCR-ABL.

Viérios resultados obtidos em modelos in vitro resistentes ao IM e em amostras clinicas
de doentes tém demonstrado que a familia de quinases SRC esta estreitamente envolvida em
algumas formas de resisténcia independentes de BCR-ABL (Pene-Dumitrescu e Smithgall,
2010).

A sobre-expressdo da proteina LYN foi inicialmente identificada num modelo celular
resistente ao IM (Donato ef al., 2003). Ainda neste trabalho demonstrou-se que a inactivacao
da actividade desta quinase, com um inibidor especifico, levou a supressdo da proliferagao
celular e a morte das células resistentes por apoptose. Desta forma, foi demonstrada pela
primeira vez a importancia da LYN quinase na resisténcia ao IM independente de BCR-ABL.
Estudos realizados em amostras de doentes resistentes ao IM demonstraram, mais uma vez, a
relagdo entre as SRC quinases e a resisténcia independente da actividade da proteina BCR-
ABL (Donato et al., 2004).

Posteriormente, varios trabalhos foram publicados que ndo sé confirmam o
envolvimento da sobre-expressdo das SRC quinases na resisténcia ao IM, como também
tentam explicar quais as vias mediadas pela activacdo destas quinases que permitem a
sobrevivéncia das células na presenga do fairmaco (Ptasznik et al., 2004, O'Hare et al., 2008,
Wu et al., 2008, Samanta et al., 2009). Além disso, a activagao de outras vias alternativas
independentes da activagdo da proteina BCR-ABL tém sido propostas como determinantes
para a resisténcia (Agarwal et al., 2008, Aceves-Luquero ef al., 2009).

Dada a relevancia clinica deste mecanismo de resisténcia ao IM algumas moléculas

que inibem simultaneamente a quinase BCR-ABL e as quinases SRC, como o Dasatinib, o
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Bosutinib (SKI-606) e o NS-187 (INNO-146), encontram-se neste momento na fase de
ensaios clinicos (Shah et al., 2004, Puttini et al., 2006, Niwa et al., 2007).

1.2.2.5. Expansiao clonal

A expansdo clonal de células estaminais hematopoiéticas refractarias ao tratamento
com IM foi também proposta como um mecanismo de resisténcia independente da proteina
BCR-ABL (Graham et al., 2002, An et al., 2010). Em cerca de 95% dos doentes que
respondem ao tratamento com IM ¢é possivel detectar uma quantidade residual de células
BCR-ABL positivas (Apperley, 2007). A presenca destas células ¢ o resultado da
caracteristica refractaria das células estaminais hematopoiéticas BCR-ABL" ao IM (Savona e
Talpaz, 2008). Entre outros, os mecanismos propostos para explicar a resisténcia intrinseca
destas células ao IM foram o seu cardcter quiescente, a sobrexpressdo de BCR-ABL ou a
alteracdo da expressdo de proteinas transmembranares que medeiam o influxo e efluxo do
farmaco (Volpe et al., 2009). Como descrito anteriormente, a actividade quinésica
desregulada da proteina BCR-ABL provoca instabilidade gendmica e, consequentemente,
pode levar a acumulacdo de mutacdes em diversos genes envolvidos nos mecanismos de
sobrevivéncia celular (Sallmyr et al., 2008). Deste modo, com o passar do tempo, as células
estaminais hematopoiéticas BCR-ABL positivas residuais podem acumular mutagdes em
genes determinantes para a sobrevivéncia celular o que, pela seleccdo destes clones pela

presenga de IM, confere resisténcia ao firmaco e permite a progressao da doenga.

1.3. Objectivos

Apesar dos promissores resultados obtidos durante os ensaios clinicos no tratamento
da LMC com IM, o aumento da percentagem de doentes que adquire resisténcia no decurso
do tratamento tornou-se um grave problema terapéutico. Assim, tornou-se fundamental a
caracterizagdo dos mecanismos moleculares que conferem resisténcia ao farmaco.

Com o objectivo de estudar potenciais mecanismos de resisténcia ao IM foi
estabelecido no laboratério um modelo de células humanas leucémicas K562 resistentes a
concentragdo SpM do farmaco. Numa primeira fase, o objectivo do trabalho foi determinar se
o mecanismo pelo qual estas células eram resistentes ao IM era algum dos mecanismos
previamente descritos na literatura. Apos a andlise dos resultados obtidos foi delineado um

estudo exploratorio com o objectivo de identificar alteragdes em algumas vias de transdugao
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de sinal potencialmente envolvidas na aquisi¢ao de resisténcia ao IM nas cé€lulas resistentes ao
farmaco. Assim, foram seleccionadas moléculas alvo envolvidas nos mecanismos de apoptose
e proliferagdo celular que pudessem indicar alteragdes responsdveis pela sobrevivéncia destas
células na presenca de IM. Foram feitos ensaios celulares, quantificacdo da expressdo de
genes e quantificacdo de proteinas. Posteriormente, com o objectivo de determinar se havia
um aumento da instabilidade gendmica nas células resistentes ao IM, foi estudada a producao
endogena de espécies reactivas de oxigénio e alteracdes nos mecanismos de reparagdo de
DNA.

A validagdo de resultados obtidos com o modelo in vitro foi posteriormente, ¢ quando
possivel, efectuada em amostras de doentes sensiveis ao tratamento com IM e em amostras de
doentes que, no decurso da terapéutica, adquiriram resisténcia ao fairmaco.

Pretende-se que este trabalho seja o ponto de partida para um estudo mais aprofundado

do papel das vias de sinalizag@o na resisténcia ao IM.
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2. Materiais e Métodos

2.1. Reagentes, material suplementar e equipamento

Os reagentes, materiais e equipamentos utilizados no decurso do trabalho encontram-

se discriminados no Anexo 1.

2.2. Amostras
2.2.1. Linha Celular K562

Para a realizacdao deste trabalho foi utilizada a linha celular humana K562 (DSMZ,
Alemanha), aqui designada como Wild Type (K562-WT). A linha K562 foi estabelecida a
partir da efusdo pleural de uma doente de 53 anos com LMC em CB (Lozzio e Lozzio, 1975).
O caridtipo das células K562 apresenta alguma complexidade, com vérias alteragdes
cromossémicas quer numéricas, quer estruturais’. Estas células possuem a translocacio
t(9;22) (q34:;ql11) que origina o cromossoma Ph, e por isso, expressam naturalmente o
transcrito de fusdo BCR-ABL (b3a2) que pode ser detectado por PCR em Tempo Real.

Morfologicamente as células K562 possuem uma forma arredondada e podem ter um
tamanho varidvel (Figura 9A). Em cultura encontram-se individualmente em suspensdo e o
tempo de duplicagdo varia entre 30 a 40 horas. A maioria destas células sdo blastos
indiferenciados mononucleados que podem adquirir caracteristicas semelhantes as de células

nas fases iniciais da diferenciagdo mieloide.

A

Figura 9 - A. Fotografia das células K562-WT em cultura captada com um microscopio de inversdo de fases
(TMS, Nixon) com ampliagdo 200x. B. Fotografia das células K562-R em cultura captada com um microscépio
de inversao de fases (TMS, Nixon) com ampliagdo 200x.

' www.dsmz.de
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2.2.2. Linha Celular K562 Resistente a SpM de Imatinib

Com o objectivo de estudar os mecanismos de resisténcia ao IM, antes do inicio deste
trabalho foi seleccionada no laboratério uma subpopulagdo de células K562 resistentes a SuM
de IM (K562-R).

Sucintamente, esta linha foi estabelecida em resultado da exposi¢do cronica a
concentragdes crescentes de IM, desde 0,05uM até a concentragdo de SuM (Figura 10).
Determinou-se que as células atingiam resisténcia a uma determinada concentracdo de IM
quando a taxa de divis@o celular na presenca dessa concentragdo era idéntica a taxa de divisao
das células parentais ndo tratadas com o farmaco. Quando atingida a resisténcia a uma dada
concentracdo de IM, uma parte da populacao de células dava inicio a uma nova subcultura
com uma concentracdo mais elevada do farmaco. Desta forma, estabeleceu-se a linha K562
resistente a SuM IM, utilizada neste trabalho como modelo de células leucémicas resistentes.

Morfologicamente as células K562-R apresentam uma forma irregular ¢ um tamanho
bastante varidvel (Figura 9B). Em cultura estas células encontram-se em suspensao mas, ao
contrario das células K562-WT, observa-se uma tendéncia para a formagao de agregados.

A sequenciacdo do dominio tirosina quinase do gene BCR-ABL foi feita antes do
inicio deste trabalho de acordo com o procedimento descrito no artigo (Branford e Hughes,

2006).

6,0 -

r
5,5 1
5,0 1
4,5 1
4,0 4
3,5 4

"

3,0 -

v

IM (M)

2,5 -

2,0 1
1,5 A
1,0 A

0,5 - ’—!_

0,0

v

1] 25 50 75 100 125 150 175 200 225 250 275 300
Tempo (dias)

Figura 10. Cronologia da selec¢do da linha K562 resistente ao IM. As células foram incubadas com
concentragdes crescentes de IM comegando com 0,05uM até SpM.
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2.2.3. Amostras de doentes

As amostras de doentes estudadas neste trabalho foram gentilmente cedidas pelo
Centro de Genética Clinica (CGC) do Porto. Este estudo foi submetido e aprovado pelo
conselho de ética do CGC e, de acordo com os parametros estabelecidos pelo conselho com
base na Declaragdo de Helsinquia, foi previamente obtido o consentimento informado de
todos os doentes que integram o estudo. O anonimato foi garantido pela codificagao das
amostras dos dadores.

Neste trabalho foram incluidos 22 doentes com LMC Ph', 11 sensiveis ao tratamento
com IM (DS) e 11 resistentes sem mutagao no dominio quinase do gene BCR-ABL nos quais o
mecanismo de resisténcia ao IM ¢ desconhecido (DR). Na tabela 3 encontra-se a informagao
dos doentes relativamente ao género, idade de diagnodstico, transcrito de fusdo e percentagem
de BCR-ABL. Todos os doentes cujas amostras foram seleccionadas encontravam-se na FC
da doenca aquando da colheita.

Tabela 3 - Caracteristicas dos doentes com LMC usados como amostra neste estudo. ID - Identificacdo

codificada da amostra; DS - doentes sensiveis ao tratamento com IM; DR - doentes resistentes ao tratamento
com IM sem mutag@o no dominio tirosina quinase do gene BCR-ABL.

ID Género Idade de Transcrito de %
diagnoético fusao BCR-ABL
DS-1 Q 62 b3a2 0
DS-2 Q 46 b2a2; ela2 2,6
DS-5 g 65 b3a2 0
DS-8 Q 30 b2a2 4.8
DS-10 g 37 b2a2 0,62
DS-12 g 71 b3a2 0,86
DS-14 g 65 b3a2 0
DS-15 Q 68 b3a2 0,17
DS-17 4 74 b2a2 0
DS-18 4 41 b3a2; ela2 0
DS-20 Q 75 b2a2 0
DR-1 4 76 b2a2 100
DR-2 Q 44 b3a2 26
DR-3 4 77 b3a2 72,61
DR-4 Q 67 b3a2 21,85
DR-5 Q 59 b2a2 100
DR-6 g 50 b3a2 100
DR-7 4 48 b2a2 89,20
DR-9 Q ? p210 54,35
DR-11 4 ? p210 100
DR-12 4 ? p210 18,07
DR-14 4 59 p210 100
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2.3. Manuseamento e processamento de amostras
2.3.1. Cultura de células

As células K562-WT e K562-R foram mantidas em cultura com meio RPMI 1640
contendo 10% de soro fetal bovino e 1% de solucdo de penicilina/estreptomicina, numa
atmosfera com 5% CO,, a 37°C. As células K562-R adicionou-se IM numa concentragéo final
de 5uM. O meio foi substituido por meio fresco, duas vezes por semana, € a cultura celular foi

diluida para uma densidade de aproximadamente 0,1-0,5x10° células/ml.

2.3.2. Contagem de células

Apo6s uma centrifugacdo a 400xg (Centric 322, Technica), as células foram
ressuspendidas em 1ml de meio a partir do qual se prepararam duas dilui¢des independentes
com a mesma taxa de diluicdo. As contagens foram feitas com um hematocitdmetro manual
(Camara de Neubauer), por dois operadores distintos, no microscopio optico Dialux 20-Leitz
com uma ampliagdo de 500 vezes.

O nutmero de células contadas na cadmara do hematocitdmetro foi multiplicado pela
taxa de dilui¢io e posteriormente, sabendo que o volume da cdmara é 1x10™ cm’, calculou-se

o numero de células presentes em 1ml de suspensao.

2.3.3. Extraccao de proteinas totais

As células foram lavadas 2 vezes com PBS (Phosphate buffered saline) a 4°C e
posteriormente foi-lhes adicionado a solugdo tampao de lise (Anexo II) numa propor¢ao de
5001 por cada 1x107 células e ressuspendeu-se. Incubou-se em gelo durante 20 minutos e,
apds uma centrifugacdo a 10600xg (Centrifuge 5417R, Eppendorf), voltou-se a incubar
durante 10 minutos a 4°C. O sobrenadante contendo as proteinas em suspensao foi recolhido e

acondicionado a -80°C.

2.3.4. Quantificacido de proteinas

A quantificagdo de proteinas totais foi feita pelo método de Bradford, com o corante
Bio-Rad Protein Assay (Bio-Rad), segundo o protocolo Microassay procedure do fabricante.
Foi utilizada como referéncia uma curva padrdo preparada a partir de uma solucdo stock de

BSA (Bovine serum albumin) (10mg/ml).
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Resumidamente, adicionou-se o corante Bio-Rad Protein Assay a cada amostra numa
proporcao de 1:5. Apds uma incubagdo durante 15 minutos a temperatura ambiente foi lida a
absorvancia no Nanodrop ND 1000 (Thermo Scientific) a 595nm. Cada amostra foi

quantificada 5 vezes.

2.3.5. Extraccdo de RNA

Para a extrac¢ao de RNA de todas as amostras utilizou-se o A//Prep RNA/DNA/Protein
Mini Kit (Qiagen). Inicialmente as células foram lisadas com a solu¢ao tampao RLT
disponibilizada no kit, & qual se adicionou 1% de B-Mercaptoetanol, numa proporc¢ao de 350pl
por cada 5x10° células. A extrac¢do prosseguiu rigorosamente de acordo com o protocolo do
fabricante. Resumidamente, cada amostra foi passada sequencialmente pelas diferentes
colunas com as respectivas solugdes tampao disponibilizadas no kiz. O RNA em solucao foi

acondicionado a -80°C.

2.3.6. Quantificacao de RNA

O RNA foi quantificado por espectrofotometria a 260nm no Nanodrop ND 1000 com
o software Nanodrop 1000 v3.7.1. Para calcular a pureza da amostra foi também lida a
absorvancia a 280nm. Os calculos da concentragdo de RNA bem como da pureza da amostra

foram efectuados automaticamente pelo software.

2.3.7. Sintese de cDNA

A conversao quantitativa de mRNA total para cDNA de cadeia simples foi feita com o
High Capacity ¢cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems), de acordo com o
protocolo do fabricante.

Para cada reacgdo de sintese preparou-se uma mix contendo 2ug de RNA (no caso das
células K562) ou 500ng de RNA (no caso das amostras de doentes) num volume final de 10ul
que se perfez com agua RNase free. A Master Mix contendo RT Buffer, RT Random Primers,
dNTP’s, a enzima MultiScribe Reverse Transcriptase, o inibidor de RNases € a agua RNase
free foi preparada num volume final de 10pul. Por ultimo, adicionou-se aos 10ul da mix de
RNA os 10ul da Master mix (volume reaccional de 20ul) e fez-se a reac¢do de sintese no
termociclador GeneAmp®PCR System 9700 (Applied Biosystems) com as condigdes

discriminadas na tabela 4.
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O cDNA contido nos 20ul de solugdo resultante da reaccdo de Reverse Transcriptase-
PCR (RT-PCR) foi acondicionado a -20°C.

Para cada reac¢do de sintese preparou-se um controlo negativo sem RNA e um
controlo sem a enzima MultiScribe Reverse Transcriptase, de modo a detectar contaminagdes

ou falsos positivos.

Tabela 4 - Condi¢des do RT-PCR para a sintese de cDNA.

N° Ciclos Reaccio T (°C) | t (min)
1 Activacdo da enzima transcriptase reversa 25 10
MultiScribe Reverse Transcriptase
1 Sintese de cDNA 37 120
1 Inactivagdo da enzima MultiScribe 85 5
Reverse Transcriptase
1 Final da reaccdo 4 00

2.4. PCR em Tempo Real

A caracterizagdo do perfil de expressao de varios genes, descriminados na tabela 5.1,
foi feita por PCR em Tempo Real com a tecnologia TagMan®Chemistry. Este método tem por
base, a actividade exonuclease 5°-3° da Taq DNA polimerase. Utiliza-se uma sonda de
oligonucleétidos TagMan, que hibrida com parte da sequéncia do gene de interesse, e primers
especificos para o ¢cDNA alvo. A sonda estd marcada com um fluorocromo reporter na
extremidade 5’ cuja fluorescéncia ¢ absorvida devido a proximidade espacial com um
quencher na extremidade 3°. Durante a extensdo dos primers a Taq DNA polimerase cliva a
sonda libertando o fluorocromo e o guencher. O resultado ¢ um aumento da fluorescéncia
proporcional ao produto de PCR formado, o que permite a sua quantificacdo em tempo real.

O procedimento foi realizado de acordo com as recomendagdes do fabricante. Em
resumo, inicialmente optimizou-se a quantidade de cDNA apropriada para cada Gene
Expression Assay com base na taxa de eficiéncia de amplificacao obtida a partir de uma curva
de calibragdo. Para cada reaccdo preparou-se uma mix de cDNA e agua autoclavada num
volume final de 9ul por amostra. A 10ul de TagMan Gene Expression Master Mix adicionou-
se lul do TagMan Gene Expression Assay, num volume final de 11ul. As duas mix foram
adicionadas a cada poco de uma placa de 96 pocos (o volume reaccional por pogo de 20ul). A
reaccdo de PCR foi feita no ABI PRISM 7300 (Applied Biosystems) com as condigdes

discriminadas na tabela 5.2.
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Tabela 5.1 - Lista dos TagMan Gene Expression Assay e das suas caracteristicas essenciais.

Gene Assay ID Proteina Codificada Marcacgio An(lg::)c 40
MAP2K6 | Hs00992389 ml Mitogen-activated FAM 68
- protein kinase kinase 6
Growth arrest and DNA-
GADD45G Hs00198672 ml1 damage-inducible, FAM 62
gamma
DDIT3 Hs01090850 m1 | DvA-damage-inducible |\ 78
- transcript 3
BCL2 Hs00608023 m1 B-cell CLL/lymphoma2 FAM 81
BCL2L1 Hs00236329 ml BCL2-like 1 FAM 65
BAX Hs99999001_ml1 BCL2-assoclated X FAM 85
- protein
BCR-ABL1 Hs03024541 ft BCR-ABL FAM 154
MBD4 Hs00187498 m1 | MCethyl-CpG binding FAM 55
- domain protein 4
NTH1 Hs00959764 m1 | N end‘l’fl‘(‘;cllease - FAM 62
GusB 4326320E Beta-glucuronidase VIC 81
Glyceraldehyde 3-
GAPDH 4352934E phosphate FAM 122
dehydrogenase

Tabela 5.2 - Condi¢des do PCR em Tempo Real para quantificacdo relativa da expressao de genes.

Ciclos Reaccio T °C tempo
1 Activagdo da enzima Taq polimerase 50 2min

1 Desnaturacao 95 10min
Desnaturacao 95 15seg

0 Annealing e extensao 60 Imin

A quantificacdo da expressdo relativa foi feita pelo método de comparacao dos Cr’s

aqe y . er -AACT
utilizando a formula aritmética: 2724€

. Em resumo, fez-se a normalizagdo da média dos
valores de Ct do gene em estudo em fun¢ao de um gene housekeeping (ACrt). De seguida, fez-

se a normalizacdo dos valores de ACt das amostras em estudo relativamente aos valores de
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uma amostra calibradora de células K562 em Ps (AACry). Por fim, calculou-se o valor de 2AA

T para cada amostra.
Para cada uma das amostras foram feitas 3 experiéncias independentes com trés
replicados em cada uma. Foi sempre feita a reac¢do de PCR para o controlo negativo e para o

controlo sem enzima resultantes da reaccdo de sintese de cDNA.

2.5. RT? Profiler™ PCR Array

Caracterizou-se o perfil de expressdo de diferentes genes com a placa Human DNA
Damage Signaling RT? Profiler™ PCR Array (Qiagen) (a lista dos genes encontra-se no
Anexo III). Esta tecnologia tem por base uma reaccdo de PCR em Tempo Real e permite
estudar a expressdo de 84 genes de interesse, 5 genes housekeeping e de 7 genes controlo para
verificar a qualidade da reac¢do de sintese de cDNA e de PCR em Tempo Real. O protocolo
foi seguido de acordo com as recomendacdes do fabricante.

A sintese de cDNA foi feita com 1,5ug de RNA, num volume reaccional de 20ul, com
0 RT? First-Stand cDNA Synthesis Kit (Qiagen) de acordo com o protocolo do fabricante.
Ap0s a reacgdo de sintese adicionou-se 91l de 4gua ao volume final.

Preparou-se a mix para adicionar a placa R7? Profiler™ PCR Array com os reagentes

discriminados na tabela 6.1.

Tabela 6.1 — Reagentes da reaccdo de PCR em Tempo Real com a placa Human DNA Damage Signaling RT?
Profiler™ PCR Array.

Reagente Volume (pl)
2x SABiosciences RT® gPCR Master Mix 1275
cDNA diluido 102
H,O 1173
Volume total 2550

Adicionou-se 25ul da mix a cada poco da placa e colocou-se a mesma no ABI PRISM
7300 com o programa discriminado na tabela 6.2. Para cada amostra foram feitos 3

replicados.
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Tabela 6.2 - Condig¢des de tempo e temperatura utilizadas na reac¢do de PCR em Tempo Real.

Ciclos Reaccao T (°C) tempo
1 Desnaturacao 95 10min
Desnaturacao 95 15 seg

40
Annealing e extensao 60 Imin

Por fim, os resultados obtidos foram analisados no software RT?> PCR Data Analysis,
disponibilizado online pela Qiagen. A significancia estatistica ¢ calculada automaticamente
pelo software com o teste t de Student. Para efeitos de analise estatistica considerou-se como

amostra controlo, a linha K562-WT e como amostra de teste, a linha K562-R.

2.6. Western Blot
2.6.1. Electroforese SDS-Page

Apo6s a adigdao do Sample Loading Buffer (Anexo II) as proteinas foram desnaturadas
durante 5 minutos a 95°C. A quantidade de proteina por pogo variou entre 30pg e 80ug
consoante a proteina alvo. Para a electroforese foram utilizados géis de acrilamida pre-cast
(Mini-Protean TGX Precast gels, Bio-Rad) com gradiente de concentracdo de 4-15% ou de 4-
20%, consoante o mais adequado para a proteina em estudo. A electroforese foi efectuada a
200 volts com a solugdo tampao de electroforese 1x (Anexo II), durante o tempo necessario a

separac¢do das proteinas (20 a 40 minutos).

2.6.2. Transferéncia

Apo6s a electroforese as proteinas foram transferidas do gel de acrilamida para uma
membrana de PVDF (Millipore), previamente activada com metanol. A transferéncia foi feita

durante 1 hora a 100 volts com a solu¢do tampao de transferéncia 1x (Anexo II).

2.6.3. Imunodeteccao de Proteinas.

A imunodeteccdo das proteinas foi feita com o kit WesternDot™ 625 Goat Anti-Mouse
Western Blot da Invitrogen (quando o anticorpo primario a detectar era de ratinho) ou com o
kit WesternDot™ 625 Goat Anti-Rabbit Western Blot da Invitrogen (quando o anticorpo

primario era de coelho). Com excepcdo dos anticorpos primarios todos os reagentes utilizados
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neste passo sao disponibilizados no kit. As lavagens foram feitas a temperatura ambiente, com
agitacdo orbital, durante 5 minutos com a solugdo tampao de lavagem.

Imediatamente apds a transferéncia a membrana de PVDF foi incubada com o agente
bloqueador (adicionou-se 5% de Amersham ECL Blocking Agent da GE Healthcare quando o
anticorpo primario era policlonal). De seguida, incubou-se com o anticorpo primario (Tabela
7). Lavou-se 3 vezes com a solucao tampao de lavagem. Fez-se a incubagdo com o anticorpo
secundario acoplado a biotina numa diluicdo de 1:2000. Lavou-se 3 vezes. Incubou-se com
estreptavidina, numa dilui¢do de 1:2000, que se encontra acoplada com um Q-Dot que emite
fluorescéncia na presencga de luz ultra violeta (UV). As membranas de PVDF foram irradiadas
com radiacdo UV no transiluminador Fluo.Link da Vilber Lourmat, e fotografadas com a

maquina fotografica Fujifilm 55000 usando um filtro de UV Jessop de 55 milimetros.

Tabela 7 - Lista dos anticorpos primarios, e das suas caracteristicas essenciais, utilizados na técnica Western
Blot. A incubag@o com os anticorpos primarios foi feita durante uma hora a temperatura ambiente com agitacao
orbital.

Anticorpo Primario Peso (Ill(ll(;t)c ular Diluicao Origem Fabricante
p-Crkl ) Coelho ®
(Tyr207): 05-1058 ~39 110001\ ponoclonal | MIFLIPORE
B-Actin (C4): 43 1:1000 Ratinho .Santa Cruz .
sc-47778 ) monoclonal | Biotechnology
c-Abl (24-11): 120 (c-Abl) ' Ratinho Santa Cruz
sc-23 210 (Ber-Abl) 1:250 monoclonal | Biotechnology®
c-Myc (9E10): ) Ratinho Santa Cruz
sc-40 ~67 1:1000 monoclonal | Biotechnology®
PARP (H-250): ~116 (Intacta) 1:1000 Coelho Santa Cruz
sc-7150 ~85 (Clivada) ’ Policlonal Biotechnology™
SURVIVIN (D8): ~16.5 1:500 Ratinho 'Santa Cruz .
sc-17779 ’ ) monoclonal | Biotechnology
MBD4 (H-300): 64 1:1000 Cgelho Santa Cruz R
sc-10753 ) Policlonal Biotechnology
BCL2 (C-2): 96 1:500 Ratinho Santa Cruz .
sc-7382 ) monoclonal | Biotechnology
BCL-XL (H-5): Ratinho Santa Cruz
~32 1:500 . ®
sc-8392 monoclonal | Biotechnology
BAX (2D2): 51 1:500 Ratinho .Santa Cruz .
sc-20067 ) monoclonal | Biotechnology
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2.7. Teste de viabilidade celular — MTS assay

A viabilidade celular foi determinada com o CellT: iter96®AQueouS One Solution Cell
Proliferation Assay da Promega de acordo com o protocolo para micro-placas.

Resumidamente, colocou-se 1x10* células em 95ul de meio por pogo. De seguida,
incubou-se cada pogo com 5Sul das respectivas concentragdes dos quimicos a testar, durante 48
horas, a 37°C, numa atmosfera himida e com 5% de CO,. Para cada placa foi feito um
controlo negativo e um controlo com a concentragao do solvente DMSO.

No fim da incubagdo, aos 100ul de suspensdo de células, adicionou-se 20ul de
CellT iter96®AQueous One Solution Cell Proliferation Assay e fez-se uma nova incubacao
durante 3 horas, nas condi¢des anteriores. A absorvancia foi lida a 490nm no leitor de micro-
placas de 96 pogos ZENYTH 3100 da Anthos. Os valores de absorvancia obtidos sdo
directamente proporcionais ao nimero de células vidveis. Esta experiéncia foi repetida trés

vezes ¢ de forma independente para cada amostra.

2.8. Quantificacdo da Morte Celular

A quantificagdo da percentagem de células em apoptose ou em necrose em cada uma
das linhas celulares foi quantificada pela marcagao simultdnea com Anexina-FITC e Iodeto de
Propidio (IP).

Apos a contagem transferiu-se 1x10° células para um novo tubo e lavou-se duas vezes
com PBS a 4°C. Ressuspendeu-se o pellet em 1ml de solugdo tampao de ligagdo 1x (Anexo
IT). De seguida transferiu-se 200ul de cada uma das suspensdes para novos tubos, aos quais se
adicionou 10pul de Anexina V FITC (BD Pharmingen) e 4ul de IP de uma solugdo stock de
250pg/ml (Millipore). Apos uma incubagdo de 15 minutos, no escuro € a temperatura
ambiente, adicionou-se mais 200ul de solugdo tampao de ligacdo 1x. Fez-se uma nova
incubagdo nas condigdes anteriores, agora durante 45 minutos. Por fim, as amostras foram
lidas no citémetro de fluxo BD FACSCalibur (BD Biosciences) utilizando um laser de Argon
15SmW 488nm, com um filtro de emissdo de 530/30nm (FL1) para a Anexina V-FITC e de
585/42nm (FL2) para o IP. A aquisi¢do dos resultados foi feita com o software CellQuest ¢ a
analise no software WinMDI. Para cada amostra foram feitas duas experiéncias

independentes.
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2.9. Analise do Conteudo de DNA

A anélise do contetido de DNA foi efectuado com recurso ao citometro de fluxo apds
marcagio com IP. Apds a contagem de células transferiu-se o volume equivalente a 1x10’
células para um novo tubo e lavou-se duas vezes com PBS a 4°C. A fixac¢do e permeabilizagao
das células foi feita com etanol a 70% (v/v) em PBS a 4°C, seguida de uma incubagdo de 1
hora a mesma temperatura. As c€lulas foram centrifugadas e adicionou-se a solug¢ao de IP ao
pellet (Anexo II). Apds a incubacdo fez-se a aquisicdo dos valores de fluorescéncia com o
citometro de fluxo BD FACSCalibur. Foram adquiridos cerca de 20000 eventos por amostra.
Utilizou-se um laser de Argon 15mW 488nm com um filtro de emissdo de 585/42nm (FL2).
A aquisicao e analise dos resultados foram feitas com o programa ModFit. Para cada amostra

foram feitas 6 experiéncias independentes.

2.10. Determinacio da producio endogena de espécies reactivas de oxigénio

A producao enddgena de espécies reactivas de oxigénio nas células K562-WT e K562-
R foi determinada com o diacetato de diclorodihidrofluoresceina (DCFH,-DA) da Molecular
Probes.

Inicialmente as células foram lavadas 2 vezes e ressuspendidas em PBS aquecido a
37°C ao qual se adicionou-se DCFH,-DA numa concentracdo final de 10uM. As células
foram incubadas durante 15 minutos, a 37°C, no escuro. Fez-se uma nova lavagem e o pellet
foi ressuspendido novamente em PBS a 37°C e incubado a esta temperatura durante 35
minutos. A aquisicdo dos valores de fluorescéncia foi feita com o citometro de fluxo BD
FACSCalibur usando um laser de Argon 15mW 488nm e um filtro de emissdo de 530/30nm
(FL1). Foram adquiridos cerca de 20000 eventos utilizando o software CellQuest. Os
resultados foram posteriormente analisados com o sofiware WinMDI. A fluorescéncia emitida
pela molécula DCF ¢ um indicador da quantidade de espécies reactivas de oxigénio

intracelular. Neste ensaio foram feitas 4 experiéncias independentes para cada amostra.

2.11. Analise estatistica

A andlise estatistica dos resultados obtidos nos ensaios de expressio de genes,
conteudo de DNA e ROS foi efectuada recorrendo ao teste t de Student, comparando médias

dos valores da linha K562-R e da linha K562-WT e assumindo uma distribui¢ao Normal.
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Nos ensaios de viabilidade celular (MTS) os valores foram tratados recorrendo a um
modelo de fit ndo linear (Graphpad), calculando para cada linha celular o IC50 dos quimicos
utilizados e o p value pelo teste de F. Além disso foi aplicado o teste t de Student para
comparar o valor médio da percentagem de sobrevivéncia de cada linha perante cada uma das

concentragdo em estudo.
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3. Resultados

Com o objectivo de estudar potenciais mecanismos de resisténcia ao IM foi utilizada
uma abordagem comparativa entre as células K562-WT e K562-R. Pretendeu-se, assim,
encontrar diferencas entre as duas linhas que fossem indicativas dos potenciais mecanismos
de resisténcia nas células K562-R. Os mecanismos sugeridos pelas diferengas entre as duas
linhas foram posteriormente, quando possivel, testados em amostras de doentes sensiveis e
resistentes ao tratamento com IM.

Excepto quando mencionado, as células K562-R foram testadas apds exposicao
cronica a SpM de IM, uma vez que ¢é neste contexto que surge a aquisicdo de resisténcia em

doentes submetidos a terapéutica com o farmaco.

3.1- Resisténcia ao Imatinib

Para confirmar a aquisi¢do de resisténcia ao IM nas células K562-R e aferir o nivel de
sensibilidade das células K562-WT ao farmaco foram estudadas as respostas das duas linhas
celulares a diferentes concentragdes de IM.

Os resultados mostram que baixas concentragdes de IM levam a morte das células
K562-WT (IC50=0,59uM), enquanto que a linha K562-R ¢ resistente a concentragdes até
10uM do farmaco (Figura 11). Na tabela 8 encontra-se o valor médio e respectivo desvio
padrdo da percentagem de sobrevivéncia das células K562-WT e K562-R a cada concentragio
de IM. A diferenga entre a resposta de cada linha celular ¢ estatisticamente significativa para
todas as concentragdes testadas. Curiosamente, apesar das células K562-R terem sido
estabelecidas com uma concentracdo maxima em cultura de 5uM de IM, mantém a resisténcia
a concentragdes até duas vezes superiores do farmaco (7,5uM e 10uM). Estes resultados

indicam que a linha K562-R ¢ resistente ao IM.
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Figura 11 - Percentagem de sobrevivéncia das células K562-WT e K562-R apds a incubagdo durante 48 horas
com diferentes concentragdes de IM. As curvas de resposta das duas linhas celulares s@o estatisticamente
diferentes (P<0,0001,Teste F).

Tabela 8 - Média, desvio padrdo e significancia estatistica da percentagem de sobrevivéncia das células K562-
WT e K562-R apds 48 horas de incubagdo com diferentes concentracdes de IM.

Concentracéo de K562-WT K562-R P value
IM (pM) (Média + DP) (Média £ DP) (teste t de Student)
0 100£0 100+ 0 -
0,1 81,24 + 5,81 99,24 = 4,22 <0,05
0,25 71,64 +0,89 97,03 £ 10,60 <0,05
1 21,58 £ 1,61 91,81 + 4,52 < 0,0005
2,5 20,55+ 0,22 86,01 + 10,47 < 0,005
5 20,56 £1,27 85,66 £ 11,14 < 0,005
7,5 15,39 + 5,54 79,62 + 12,51 <0,01
10 18,47+ 1,15 84,79 £ 15,21 < 0,0005

Apo6s confirmagdo da aquisi¢do de resisténcia na linha K562-R estudou-se a hipdtese

de algum dos mecanismos ja descritos na literatura estarem presentes nesta linha celular.
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3.2. Avaliacao dos mecanismos de resisténcia ao IM descritos
3.2.1. BCR-ABL
3.2.1.1. Sequenciacio do dominio tirosina quinase do gene BCR-ABL

A pesquisa de mutagdes pontuais apods a sequenciacdo do dominio tirosina quinase do

gene BCR-ABL mostrou ndo existir qualquer mutagao neste dominio nas células K562-R.

3.2.1.2. Expressao de transcritos do gene BCR-ABL

Os resultados obtidos por PCR em Tempo Real mostraram uma expressdo duas vezes
superior do gene BCR-ABL nas células K562-R comparadas com as células K562-WT
(P<0,005) (Figura 12) .
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Figura 12 — Valores da quantificacdo relativa de mRNA do gene BCR-ABL nas células K562-WT (0,7+0,05) e
K562-R (1,4+0,16) . * P<0,005, teste t de Student comparando K562-R com K562-WT.

3.2.1.3. Expressio de proteina BCR-ABL

Para confirmar que a sobre-expressdao de transcritos do BCR-ABL se traduzia numa

sobre-expressdo da proteina BCR-ABL, fez-se uma analise por Western Blot dos extractos
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proteicos das duas linhas celulares. Observou-se que a quantidade de proteina BCR-ABL nas
células K562-WT e K562-R ¢ semelhante (Figura 13 — linha 1 e 3).

Para estudar o efeito do IM na expressdo da proteina as células K562-WT foram
incubadas com 1uM do farmaco e as células K562-R cultivadas na auséncia do mesmo. A
incubacao das células parentais com IM levou a que ndo fosse possivel observar BCR-ABL
nesta amostra (Figura 13 — linha 2) enquanto que nas células K562-R cultivadas na auséncia

de IM, se observou um ligeiro aumento na quantidade de BCR-ABL (Figura 13 — linha 4).

K562-WT K562-R

1 2 3 4
BCR-ABL [ ‘ o H
B-ACTINA —

Figura 13 — Analise por Western Blot da proteina BCR-ABL em 80pg de lisados totais das células K562-WT
(1) e K562-R (3). O efeito do IM nas células K562-WT foi estudado incubando estas células com 1uM de IM
durante 48 horas (2). O efeito da auséncia de IM na cultura de células K562-R foi estudado ao retirar o farmaco
por um periodo 48h (4). A marcacao da f-ACTINA foi utilizada como controlo da quantidade de proteina.

3.2.1.4. Actividade da proteina BCR-ABL

O estudo da actividade da proteina BCR-ABL em ambas as linhas celulares foi feito
indirectamente pela analise da fosforilagdo da proteina CRKL, um substrato da tirosina
quinase.

Observou-se que as células K562-R, expostas de forma cronica a presenca de IM,
possuiam uma quantidade acentuadamente mais baixa da proteina CRKL fosforilada quando
comparadas com as células da linha parental (Figura 14 — linha 4 e 1, respectivamente).

Colocou-se a hipdtese de que a diminuicdo de p-CRKL observada na linha resistente
seria resultado do efeito inibitorio do IM presente no meio de cultura destas células. Assim, as
células K562-R foram incubadas na auséncia do farmaco durante 6 e 48 horas. Os resultados
corroboram a hipotese anteriormente colocada, uma vez que na auséncia de IM se observou
um aumento acentuado da quantidade de proteina p-CRKL (Figura 14 — linhas 5 e 6,
respectivamente). Tal como previamente descrito, a incubacdo das células parentais com IM
resultou na diminui¢do de p-CRKL em consequéncia da inibi¢do da actividade da BCR-ABL

(Figura 14 — linha 3).
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Figura 14 — Analise por Western Blot da proteina CRKL fosforilada em 30ug de lisados totais das células
K562-WT (1) e K562-R (4). O efeito do IM nas células K562-WT foi estudado incubando estas células com
1uM de IM durante 6 horas (2) ¢ 48 horas (3). O efeito da auséncia de IM na cultura de células K562-R foi
estudado ao retirar o farmaco por um periodo de 6h (5) e 48h (6). A marca¢do da proteina f-ACTINA foi
utilizada como controlo.

O conjunto de resultados anteriores sugeriu estarmos perante um mecanismo de
resisténcia independente da actividade de BCR-ABL. Para testar esta hipotese foram
realizados ensaios celulares em que as duas linhas foram incubadas com inibidores de tirosina
quinase de segunda geracdo, o Nilotinib e o Dasatinib. Durante o periodo de incubagdo com
Nilotinib ou com Dasatinib foi retirado o IM as células K562-R, a fim de evitar a competicao
para os locais de ligagdo ao dominio catalitico da proteina.

A incubagdo com baixas concentracdes quer de Nilotinib (Figura 15A) quer de
Dasatinib (Figura 15B) resultou numa diminui¢do acentuada da sobrevivéncia das células
K562-WT (IC50=0,41uM e ICsp=2nM, respectivamente). Pelo contrario, observou-se
resisténcia aos dois farmacos nas células K562-R sem IM, onde a percentagem de
sobrevivéncia nao desceu além dos 70%, mesmo perante concentracdes ja consideradas
toxicas para as células.

A comparagdo dos valores de sobrevivéncia de cada linha, para cada concentragdo dos
farmacos, ¢ na grande maioria dos casos, estatisticamente significativa (Tabela 9 — Nilotinib;

Tabela 10 — Dasatinib).
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Figura 15- A: Percentagem de sobrevivéncia celular perante diferentes concentracdes de Nilotinib nas células
K562-R e K562-R 48h sem IM. As curvas de resposta das duas linhas celulares sdo estatisticamente diferentes
(P<0,0001,Teste F). B: Percentagem de sobrevivéncia celular perante diferentes concentracdes de Dasatinib nas
células K562-R e K562-R 48h sem IM. As diferengas entre as duas curvas de resposta sdo estatisticamente
significativas (P<0,0001,Teste F).

Tabela 9- Média e desvio padrdo da percentagem de sobrevivéncia das células K562-WT e K562-R sem IM
apos a incubagdo com concentragdes crescentes de Nilotinib.

Concentracao de K562-WT K562-R sem IM P value
Nilotinib (uM) (Média £ DP) | (Média = DP) (teste t de Student)
0 100 100 -
0,1 87,94 + 8,1 102,55+ 6,5 > 0,05
0,25 64,26 + 8,9 90,50 = 13,1 > 0,05
0,5 28,49+ 5.6 77,16 £3,9 <0,01
1 20,21 +4,9 76,03 £1,7 <0,0005
2,5 17,92 £2,7 70,04 £ 1,9 <0,0001
5 17,86 £3,1 67,23 £5,4 <0,01
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Tabela 10- Média e desvio padrdo da percentagem de sobrevivéncia das células K562-WT e K562-R sem IM
apos a incubagdo com concentragdes crescentes de Dasatinib.

Concentracao de K562-WT K562-R sem IM P value
Dasatinib (nM) (Média + DP) (Média + DP) (teste t de Student)
0 100 100 -
0,5 75,77 +4,3 97,48 £4,2 <0,05
1 70,22 £6,7 90,74 £ 1,6 <0,05
2,5 36,59 £ 0,6 88,57 £4,2 < 0,005
5 31,20£7,2 79,81 £1,2 <0,01
10 21,52+ 6 78,16 £4,8 <0,01
25 21,47+6,7 72,24 £ 1 < 0,001

3.2.2. Expressio de LYN quinase

Os resultados anteriores confirmam a existéncia de um mecanismo de resisténcia ao
IM independente do BCR-ABL nas células K562-R. Uma vez que a sobre-expressao de LYN
quinase em células resistentes ao IM ¢ um dos mecanismos de resisténcia independente de
BCR-ABL mais descrito, fomos avaliar a sua expressdo nas duas linhas.

O estudo por Western Blot desta proteina mostrou que as células K562-R expressam
mais LYN quinase que o controlo (Figura 16 — linha 4 e 1, respectivamente).

Similarmente ao observado com a proteina BCR-ABL, a incubagdo das células K562-
WT com 1uM de IM durante 48 horas leva a diminui¢@o da proteina LYN (Figura 16 — linha
3). No entanto, ao contrario do descrito em trabalhos anteriores (Donato et al., 2003), no
nosso modelo a remocdo do IM do meio de cultura das células K562-R resulta também na

diminui¢do de LYN quinase (Figura 16 — linha 6).

K562-WT K562-R
1 2 3 4 5 6
LYN
B-ACTINA — — — — —

Figura 16 — Analise por Western Blot da proteina LYN em 80ug de lisados totais das células K562-WT (1) e
K562-R (4). O efeito do IM nas células K562-WT foi estudado incubando estas células com 1uM de IM durante
6 horas (2) e 48 horas (3). O efeito da auséncia de IM na cultura de células K562-R foi estudado ao retirar o
farmaco por um periodo de 6h (5) e 48h (6). A marcagdo da B-ACTINA foi utilizada como controlo da
quantidade de proteina.
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Para testar se o aumento de LYN quinase ¢ determinante para a sobrevivéncia das
células K562-R na presenga de IM, as células foram incubadas com diferentes concentragdes
do inibidor de SRC quinases SU6656 (Figura 17). Apesar do IC50 do SU6656 paraa LYN
quinase ser 170nM, concentragdes até¢ 800nM do inibidor ndo alteraram a sobrevivéncia das
células de ambas as linhas celulares.

As células K562-R sem IM foram também estudadas para avaliar se a diminui¢do da
quantidade de LYN quinase observada por Western Blot teria efeito ao nivel da
sobrevivéncia. Apesar das diferencas acentuadas na quantidade de proteina LYN entre estas
células e as K562-R na presenca de IM, a percentagem de sobrevivéncia entre as duas
amostras foi muito semelhante (Figura 17).

Na tabela 11, encontram-se os valores médios e desvio padrdo da percentagem de
sobrevivéncia das células K562-WT e K562-R para cada concentracdo de SU6656. Salvo para
uma concentracdo ndo se observam diferencas estatisticamente significativas. O mesmo
acontece quando se comparam as respostas das células K562-R e K562-R sem IM (Tabela

12).
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Figura 17- Percentagem de sobrevivéncia das células K562-WT, K562-R e K562-R sem IM apos 48 horas de
incubacdo com diferentes concentra¢des de SU6656.
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Concentracio de K562-WT K562-R P value
SU6656 (nM) (Média = DP) (Média + DP) (teste t de Student)
0 100,00 100,00 -
25 99,08 + 7 90,12 + 6,5 > 0,05
50 111,90 £4,1 94,28 £4,3 > 0,05
100 112,45 +£3,6 94,09 £ 2,5 <0,05
175 117,17+3,4 99,36 + 7 > 0,05
250 114,74 £59 98,02 + 8,8 > 0,05
500 11529 +7,1 99,95 £9,6 > 0,05
750 108,98 £ 6,2 90,94 £ 17,7 > 0,05

durante 48 horas, perante concentragdes crescentes de SU6656.

Concentracio de K562-R 4811fssgfl;l}M P value
SU6656 (nM) (Média = DP) (Média = DP) (teste t de Student)
0 100 100 -
25 90,12+ 6,5 97,39+0,2 > 0,05
50 94,28 +4,3 100,18 + 1,4 > 0,05
100 94,09 +2.5 98,88 £2,1 > 0,05
175 99,36 + 7 101,36 £ 0,2 > 0,05
250 98,02 +8,8 103,22+ 5.9 > 0,05
500 99,95 +£9,6 107,02 + 14,6 > 0,05
750 90,94 + 17,7 94,76 £ 10,8 > 0,05

Tabela 11- Média e desvio padrio da percentagem de sobrevivéncia das células K562-WT e K562-R perante
concentragdes crescentes de SU6656.

Tabela 12- Média e desvio padrio da percentagem de sobrevivéncia das células K562-R e K562-R sem IM
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3.3. Analise de parametros de sobrevivéncia celular
3.3.1. Quantificacdo da morte basal

A percentagem basal de morte, por apoptose e por necrose, de cada uma das linhas
celulares em estudo foi quantificada por citometria de fluxo pela marcacio com Anexina V
FITC e IP. A figura 18 ¢ representativa de trés experiéncias independentes. Nas células
K562-R o indice de morte, somando células apoptoticas e necréticas, ¢ aproximadamente

5+0,5% superior as K562-WT.
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Figura 18 - Marcagdo das células K562-WT e K562-R com Anexina V-FITC e lodeto de Propidio.
A"/IP"-Células em apoptose tardia marcadas com Anexina V-FITC e lodeto de Propidio; A7/IP-Células
necroticas sem marcagdo com Anexina V-FITC e com marcagdo de lodeto de Propidio; A/IP™- Células viaveis
sem marcagdo com Anexina V-FITC nem lodeto de Propidio; A*/IP- Células numa fase inicial da apoptose
marcadas com Anexina V-FITC e sem marca¢do com lodeto de Propidio.

Para estudar o efeito apoptdtico associado a adi¢do ou remocao de IM nas duas linhas
celulares foi feita a analise por Western Blot da forma intacta e clivada da proteina PARP1
(Figura 19).

Observou-se um ténue aumento da quantidade de proteina PARP1 clivada nas células
K562-R comparativamente com o controlo (Figura 19 — linhas 4 e 1, respectivamente) o que
corrobora os resultados obtidos por citometria. A incubagdo das células parentais com IM
induz apoptose, o que se traduz no acentuado aumento de proteina PARP clivada (Figura 19 —
linha 3). Na linha K562-R sem IM houve um ligeiro decréscimo de proteina PARP clivada em

relagdo as células resistentes incubadas de forma cronica com IM (Figura 19 — linhas 5 e 6).
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K562-WT K562-R
1 2 3

PARP
PARP Clivada
B-ACTINA — —

Figura 19 — Analise por Western Blot da proteina PARP intacta e clivada em 80pg de lisados totais das células
K562-WT (1) e K562-R (4). O efeito do IM nas células K562-WT foi estudado incubando estas células com
1uM de IM durante 6 horas (2) e 48 horas (3). O efeito da auséncia de IM na cultura de células K562-R foi
estudado ao retirar o farmaco por um periodo de 6h (5) e 48h (6). A marcac¢do da proteina B-ACTINA foi
utilizada como controlo.

3.3.2. Expressiao de genes e proteinas envolvidos na apoptose

Dado que a incubagdo das células K562-WT com IM resulta em elevados niveis de
apoptose, ¢ que o mesmo nao acontece nas células K562-R expostas de forma crénica ao
farmaco, colocou-se a hipotese de existirem alteragdes na sinalizagdo anti- e pré-apoptotica

destas células que fossem responsaveis pela resisténcia ao IM.

O estudo da expressao do gene anti-apoptotico BCL2 mostrou que a expressao de
transcritos deste gene ¢ aproximadamente 4,5 vezes inferior nas células K562-R
comparativamente com a linha parental (P<0,0001) (Figura 20).

Com o objectivo de avaliar se a diminuicdo da expressdo deste gene nas células
resistentes era consequéncia da inibi¢do da actividade quinase da proteina BCR-ABL, as
células K562-WT foram incubadas com IM e as células resistentes privadas do contacto com
o farmaco. Nas células K562-WT incubadas com 1uM de IM observou-se uma diminui¢ao da
expressdo do gene de 2,3 vezes (P<0,0001). Por outro lado, quando o IM ¢ removido do meio
de cultura das células K562-R durante 6 e 48 horas, observa-se um aumento de expressao de
2,7 vezes (P<0,05) e 1,7 vezes (P<0,05), respectivamente, quando se compara com as células

K562-R expostas ao IM de forma crénica.
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Figura 20 — Valores da quantificaco relativa da expressdo de mRNA do gene BCL2 nas células K562-WT
(0,274£0,01), K562-WT incubadas 6 horas com I1uM de IM (0,12+0,01), K562-R (0,06+£0,01), K562-R
incubadas na auséncia de IM durante um periodo de 6 horas (0,16+0,03) e 48 horas (0,10+0,01).
* P<0,0001, teste t de Student comparando K562-WT 6h e K562-R com K562-WT. § P<0,05, teste t de Student
comparando K562-R 6h e K562-R 48h com K562-R.

O estudo da proteina BCL2 por Western Blot mostrou que as tendéncias observadas
com as quantidades de mRNA eram na maioria dos casos semelhantes para as quantidades de
proteina. Tal como os resultados anteriores sugeriram, as células K562-R possuem
quantidades inferiores de proteina BCL2 comparativamente as células K562-WT (Figura 23A
— linha 3 e 1, respectivamente). A remoc¢ao do IM do meio de cultura das células K562-R
resulta no aumento da quantidade de proteina BCL2 quer ao fim de 6 horas, onde esta
diferenca ¢ mais intensa (Figura 23A — linha 5), quer ao fim de 48 horas (Figura 23A — linha
6). No entanto, ao contrario do indicado pelos niveis de mRNA, observou-se que as células
K562-WT com 1uM de IM possuem maior quantidade de proteina BCL2 do que o controlo
K562-WT (Figura 23A — linha 1 e 3, respectivamente).

No que diz respeito ao gene anti-apoptotico BCL-XL, comparativamente com as
células parentais, a expressao deste gene foi aproximadamente 2 vezes inferior na linha K562-

R (P<0,0001) (Figura 21).
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A incubagao das células K562-WT com IM resultou numa diminui¢ao da expressao de
BCL-XL de cerca de 5 vezes (P<0,0001) enquanto que, ao remover o IM do meio de cultura
das células K562-R, o resultado foi um aumento de expressio do gene BCL-XL de
aproximadamente 2 vezes (P<0,001) para valores de expressdo idénticos aos das células
parentais.

A quantidade de proteina BCL-XL detectada nas amostras em estudo ¢, em parte,
concordante com os resultados da expressdo do gene. Os niveis de proteina BCL-XL sao
acentuadamente mais baixos nas células K562-R do que nas células K562-WT (Figura 23B —
linha 3 e 1, respectivamente). Nas células resistentes ao IM cultivadas durante 6 horas na
auséncia do farmaco nao ¢ possivel observar alteragdes na quantidade de proteina (Figura 23B
— linha 5), no entanto, tal como acontece ao nivel do mRNA, ao fim de 48 horas de incubagao
a quantidade de proteina BCL-XL aumenta comparativamente com as células resistentes

expostas de forma cronica ao IM (Figura 23B — linha 6).
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Figura 21 — Valores da quantificagdo relativa da expressdo de mRNA do gene BCL-XL nas células K562-WT
(0,94+0,03), K562-WT incubadas 6 horas com 1uM de IM (0,18+0,02), K562-R (0,47+0,01), K562-R incubadas
na auséncia de IM durante um periodo de 6 horas (0,92+0,03) e 48 horas (0,88+0,1). * P<0,0001, teste t de
Student comparando K562-WT 6h e K562-R com K562-WT. § P<0,005, teste t de Student comparando K562-R
6h ¢ K562-R 48h com K562-R.

Apos a caracterizag@o do perfil de expressao dos genes anti-apoptoticos BCL2 e BCL-
XL procedeu-se a quantificacdo relativa da expressdo do gene pré-apoptdtico BAX (Figura
22). A expressdo deste gene ndo apresenta variagdes maiores ou iguais a duas vezes entre as
diferentes amostras em estudo pelo que se considera ndo existirem variagdes significativas na

sua expressao.
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Figura 22 — Valores da quantificag@o relativa da expressio de mRNA do gene BAX nas células K562-WT
(1£0,08), K562-WT incubadas 6 horas com 1pM de IM (0,79+0,09), K562-R (0,81+0,04), K562-R incubadas
na auséncia de IM durante um periodo de 6 horas (0,59+0,04) e 48 horas (0,77+0,06).

Independentemente da presenca ou ndo de IM no meio de cultura das células K562-R,
a quantidade de proteina BAX ¢ acentuadamente maior nestas células do que nas células
K562-WT (Figura 23C). Este resultado ndo reflecte o que acontece ao nivel do mRNA onde

as variagdes entre as duas populagdes de células ndo sdo significativas.

K562-WT K562-R
1 2 3 4 5 6
A) BCL2
B) BCL-XL
C) BAX
B-ACTINA [ s— — — —

Figura 23 — Analise por Western Blot das proteinas BCL2 (A), BCL-XL (B) e BAX (C) em 80ug de lisados
totais das células K562-WT (1) e K562-R (4). O efeito do IM nas células K562-WT foi estudado incubando estas
células com 1pM de IM durante 6 horas (2) e 48 horas (3). O efeito da auséncia de IM na cultura de células
K562-R foi estudado ao retirar o farmaco por um periodo de 6h (5) e 48h (6). A marcagdo da proteina f-
ACTINA foi utilizada como controlo.
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O estudo da regulagdo do mecanismo apoptotico nas células K562-R  foi
complementado com a avaliagdo da expressdao de outros genes envolvidos na sinalizagao
apoptoética (Figura 24). Apesar de varios dos 13 genes estudados apresentarem diferencas de
expressdo estatisticamente significativas entre a linha K562-WT e K562-R, apenas os genes
com diferencas de expressao iguais ou superiores a duas vezes foram considerados relevantes
neste trabalho. Assim, perante esta condicdo, nenhum dos genes estudados apresenta

diferencgas de expressdo entre as duas populacdes de células.
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Figura 24 — Diferencas de expressdo de mRNA nas células K562-R relativamente as K562-WT em diferentes
genes envolvidos na morte celular por apoptose.

A expressao da proteina SURVIVINA da familia das TAP’s (Inhibitor of Apoptosis),
cuja fungdo ¢ inibir a activagdo das CASPASES funcionando assim como um regulador
negativo da apoptose, foi estudada por Western Blot. Os resultados apresentados na figura 25
mostram uma quantidade elevada de proteina SURVIVINA nas células resistentes ao IM
comparativamente com as quantidades observadas nas células parentais. O condicionamento
das linhas celulares com IM ndo altera a quantidade desta proteina o que sugere que a

quantidade de SURVIVINA em cada linha celular ¢ independente da presenga ou auséncia de

IM.
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Figura 25 — Analise por Western Blot da proteina SURVIVINA em 80pg de lisados totais das células K562-WT
(1) e K562-R (4). O efeito do IM nas células K562-WT foi estudado incubando estas células com 1uM de IM
durante 6 horas (2) e 48 horas (3). O efeito da auséncia de IM na cultura de células K562-R foi estudado ao
retirar o farmaco por um periodo de 6h (5) e 48h (6). A marcacdo da proteina B-ACTINA foi utilizada como
controlo.

3.3.3. Estudo da expressao dos genes BCL2 e BCL-XL em doentes

O envolvimento de proteinas anti-apoptéticas nos mecanismos de resisténcia a firmacos
ja foi descrito na literatura. Dado que os resultados obtidos in vifro com os modelos de
células leucémicas sensiveis e resistentes ao IM indicaram diferencas significativas na
expressao dos genes BCL2 e BCL-XL, a expressdo destes genes foi quantificada em amostras
de doentes sensiveis ao farmaco e resistentes sem muta¢do no dominio tirosina quinase do
gene BCR-ABL.

Os resultados da quantificacdo da expressao do gene BCL2 em doentes estdo
representados na figura 26 onde a linha horizontal indica o valor da mediana e os pontos a
distribui¢do dos valores individuais de expressdo de cada doente. Apesar de, como indicaram
os resultados in vitro, o valor da mediana ser mais elevado nos DS ao fdrmaco (mediana=6,2)
do que nos DR (mediana=4,2), as diferengas entre os dois grupos nao sdo estatisticamente
significativas. O padrdo de distribui¢do dos valores individuais dos doentes mostra que dentro

de cada grupo de estudo os niveis de expressdo do gene sdo muito varidveis.
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Figura 26- Quantificacdo da expressdo relativa do gene pro-apoptotico BCL2 num grupo de doentes sensivel ao
tratamento com IM e num grupo de doentes resistentes ao tratamento sem mutagdo no dominio tirosina quinase
do gene BCR-ABL. A figura assinala o valor médio de expressdo em cada grupo de doentes (linha) e a
distribuigdo dos valores individuais de expressdo de cada doente (pontos).

A quantifica¢do da expressdo do gene BCL-XL mostrou que o valor da mediana ¢
também mais elevado no grupo de DS ao tratamento com IM (mediana=0,9) do que nos DR
(0,8). No entanto, devido aos niveis de variagao dentro de cada um dos grupos, as diferencas

observadas ndo sdo estatisticamente significativas (Figura 27).
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Figura 27- Quantificacdo da expressdo relativa do gene pro-apoptdtico BCL-XL num grupo de doentes sensivel
ao tratamento com IM e num grupo de doentes resistentes ao tratamento sem mutagdo no dominio tirosina
quinase do gene BCR-ABL. A figura assinala o valor médio de expressdo em cada grupo de doentes (linha) e a
distribuig@o dos valores individuais de expressdo de cada doente (pontos).
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3.3.4. Analise do conteudo de DNA

Dado o ligeiro aumento do indice de morte basal nas células da linha K562-R, e pelo
facto da monitorizacdo da densidade celular nos frascos de cultura nao indicar uma
diminui¢do do numero de células, levantou-se a hipdtese das células resistentes terem uma
taxa de proliferacdo aumentada, o que compensaria a morte observada.

Inicialmente foi realizada a andlise do conteudo de DNA nas células K562-WT e
K562-R por citometria de fluxo, apds a marcacdo com IP. A figura 28 mostra dois
histogramas representativos da distribuicdo de ambas as amostras de células pelas fases do
ciclo celular. Nas células K562-R observa-se uma diminui¢do da percentagem de células nas
fases GO-G1 e um aumento de células nas fases S e G2-M.

O valor médio, desvio padrdo e respectiva significancia estatistica da percentagem de
células em cada fase do ciclo celular encontram-se indicados na tabela 13. Este resultado
sugere que as células K562-R podem efectivamente possuir uma capacidade proliferativa

aumentada comparando com as células parentais.
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Figura 28 — Histogramas representativos da distribui¢do de células K562-WT e K562-R, pelas diferentes fases
do ciclo celular. As andlises foram repetidas em 6 experiéncias independentes e em cada experiéncia foram
captados aproximadamente 20000 eventos por amostra no citometro de fluxo.
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Tabela 13: Valor médio e respectivo desvio padrao da percentagem de células em cada uma das fases do ciclo
celular. P=significancia estatistica, teste t de Student.

Fases do ° o
Ciclo Celular K562-WT (%) | K562-R (%) P
G0/G1 47,89 + 4,09 40,86 +3,00 | <0,01
S 40,95 £ 5,52 44,78 £8,51 | >0,05
G2/M 9,63 £ 1,86 14,37+ 6.24 | >0,05

3.3.5. Expressao de proteina MYC

Sendo a sobre-expressao da proteina c-MYC um indicador da capacidade proliferativa
das células, foi feita a andlise da quantidade desta proteina por Western Blot. Nao se
observaram alteragdes na expressdo da proteina MYC entre as linhas K562-WT e K562-R
(Figura 29 — linhas 1 e 4). O condicionamento das células K562-WT e K562-R com IM, de
acordo com o descrito anteriormente, também nao afecta os niveis de expressdo da proteina

(Figura 29 — linhas 2, 3, 5 ¢ 6).

K562-WT K562-R

MYC
B-ACTINA

Figura 29 — Analise por Western Blot da proteina MYC em 30ug de lisados totais das células K562-WT (1) e
K562-R (4). O efeito do IM nas células K562-WT foi estudado incubando estas células com 1uM de IM durante
6 horas (2) e 48 horas (3). O efeito da auséncia de IM na cultura de células K562-R foi estudado ao retirar o
farmaco por um periodo de 6h (5) e 48h (6). A marcacdo da proteina B-ACTINA foi utilizada como controlo.

3.3.6. Expressao de genes envolvidos na regulacao do ciclo celular

De modo a complementar o estudo da capacidade proliferativa das células resistentes
foi quantificada a expressdo de genes envolvidos na regulagdo do ciclo celular (Figura 30).
Alguns dos genes discriminados j& foram anteriormente referidos, uma vez que a sua funcao ¢

transversal a mais do que uma das vias em estudo neste trabalho.
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Os genes CHEK2, MAP2K6, MAPKI2, BTG2 e SESNI encontram-se
significativamente sobre-expressos nas células K562-R comparativamente com as células
K562-WT. A expressdao do gene CHEK?2 nas células K562-R ¢ 2,3 vezes superior (P<0,0005)
a expressao nas células K562-WT. No gene MAP2K6 verifica-se um aumento de 9,22 vezes
(P<0,05), no gene MAPK12 de 2,10 vezes (P<0,005), no gene BTG?2 de 2,73 vezes (P<0,005)
e no gene SESNI de 4,15 vezes (P<0,005). Os genes GADD45G, DDIT3 ¢ BCL2 estao sub-
expressos nas células K562-R. O gene GADD45G apresenta um decréscimo de expressao de
4,58 vezes (P<0,005), o gene DDIT3 de 2,22 vezes (P<0,005) e o gene BCL2, como referido
anteriormente, tem a sua expressao reduzida 5,45 vezes (P<0,05) nas células K562-R. Todos

os outros genes analisados ndo apresentam alteragdes de expressao maiores ou menores que

duas vezes.
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Figura 30 — Diferencas na expressdo de mRNA nas células K562-R relativamente as K562-WT em diversos
genes envolvidos nos checkpoints e paragem do ciclo celular. * P<0,05; ** P<0,005; *** P< (0,0005, teste t de
Student.

A anélise do grafico anterior mostra que parte dos genes com valores de expressao
significativamente diferentes nas células K562-R se encontram envolvidos na via das MAP
quinases, mais propriamente na via de transdu¢do de sinal p38. As proteinas desta via
funcionam como um ponto de integracdo de multiplos sinais e estdo envolvidas numa ampla

variedade de processos celulares como proliferagdo, diferenciagdo e regulacao da transcrigao.
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Assim, colocou-se a hipotese de nas células K562-R a activagdo da via p38 estar
envolvida no mecanismo de aquisi¢ao de resisténcia ao IM.

Para testar esta hipotese as células K562-WT e K562-R foram incubadas com
diferentes concentragdes do inibidor da via p38 SB202190 (Figura 31). Apesar do ICs para a
proteina p38 ser 30nM observou-se que concentracdes até 500nM nao afectam a
sobrevivéncia das células K562-R, onde a percentagem de células viaveis expostas ao inibidor
aumenta comparativamente com o controlo. A incubagdo das células K562-WT com o
inibidor resulta numa ligeira diminui¢@o da sobrevivéncia.

O valor médio e respectivo desvio padrao da percentagem de células sobreviventes em
resposta a incubagdo com diferentes concentragdes de SB202190 encontra-se na tabela 14. A
analise estatistica dos resultados mostra que, na maior parte dos casos, as diferencas na

resposta das duas linhas celulares sdo estatisticamente significativas.
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Figura 31- Percentagem de sobrevivéncia das células K562-WT e K562-R apos 48 horas de incubagdo com
diferentes concentragdes de SB202190.
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Tabela 14- Média e desvio padrio da percentagem de sobrevivéncia das células K562-WT e K562-R perante

concentragoes crescentes de SB202190.

Concentracgao de K562-WT K562-R P value
SB202190 (nM) | (Média £ DP) | (Média + DP) | (teste t de Student)
0 100,00 100,00 -
5 92,89 + 1,64 119,35+ 5,8 <0,05
10 99,48 +£ 0,94 117,30 £2.,8 <0,05
25 101,04 +£4,91 | 116,64 + 5,44 > 0,05
50 97,90 £5,70 | 116,64 +2,22 <0,05
100 97,58 +7,17 | 107,92 +0,18 <0,05
250 93,37+2,29 | 110,07 £2,12 <0,05
500 85,23 +3,52 | 102,09 + 0,95 <0,05

3.3.7. Estudo da expressao dos genes MAP2K6, GADD45G e DDIT3 em doentes

Com base nas diferencas observadas in vitro com os modelos de células leucémicas
sensiveis e resistentes ao IM foi quantificada a expressdo dos genes MAP2K6, GADD45G e
DDIT3 em amostras de doentes sensiveis ao farmaco ¢ resistentes sem muta¢ao no dominio
tirosina quinase do gene BCR-ABL.

O estudo da expressdo do gene MAP2K6 por PCR em Tempo Real mostrou que existe
uma grande variagdo nos valores individuais de expressdo dentro de cada grupo de doentes
estudado (Figura 32). Os valores da mediana nos DS (mediana=3920) e nos DR

(mediana=3704) sao muito semelhantes.
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Figura 32- Quantificacdo da expressdo relativa do gene MAP2K6 num grupo de doentes sensivel ao tratamento
com IM e num grupo de doentes resistentes ao tratamento sem mutacdo no dominio tirosina quinase do gene
BCR-ABL. A figura assinala o valor médio de expressdo em cada grupo de doentes (linha) e a distribui¢do dos
valores individuais de expressdo de cada doente (pontos).
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Ao contrario do que indicaram os resultados in vitro verifica-se um ligeiro aumento da
expressao do gene GADD45G nos DR ao IM comparativamente aos DS (Figura 33). Mais
uma vez as diferencas de expressdo deste gene nos dois grupos ndo sdo estatisticamente

significativas devido a variacdo individual de expressdo observada dentro de cada grupo.
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Figura 33- Quantificagdo da expressdo relativa do gene GADD45G num grupo de doentes sensivel ao
tratamento com IM e num grupo de doentes resistentes ao tratamento sem mutagdo no dominio tirosina quinase
do gene BCR-ABL. A figura assinala o valor médio de expressdo em cada grupo de doentes (linha) e a
distribuig@o dos valores individuais de expressdo de cada doente (pontos).

A expressdo de transcritos do gene DDIT3 ¢ idéntica no grupo de DS (mediana=1,22)
e DR (mediana=1,2) ao IM (Figura 34).
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Figura 34- Quantificacdo da expressao relativa do gene DDIT3 num grupo de doentes sensivel ao tratamento
com IM e num grupo de doentes resistentes ao tratamento sem mutagdo no dominio tirosina quinase do gene
BCR-ABL. A figura assinala o valor médio de expressdo em cada grupo de doentes (linha) e a distribui¢do dos
valores individuais de expressdo de cada doente (pontos).
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3.4. Instabilidade genomica

A aquisi¢ao de mutagdes em genes criticos potencialmente envolvidos na progressao
da LMC e na resisténcia ao IM foi associada ao aumento de instabilidade gendmica nas
células. Por este motivo, colocou-se a hipdtese de haver um aumento da produgdo de ROS
endogeno ou alteragdes nos mecanismos de reparacdo das células K562-R que possa ter

resultado na aquisi¢ao de mutacdes e, consequentemente, na aquisi¢ao de resisténcia.

3.4.1. ROS endogeno

Resultados publicados indicam que células que expressam o gene BCR-ABL
apresentam um aumento de producdo de ROS. O aumento de stress oxidativo nas células
pode levar a acumulagdo de mutacdes no DNA e consequentemente a um aumento da
instabilidade gendmica associada a progressdo da doenga e aquisi¢cdo de resisténcia ao IM.

Para avaliar se as células K562-R apresentam variagdes na producdo de ROS,
relativamente as células K562-WT, quantificou-se a producao enddégena de ROS nas duas
linhas celulares. Os resultados, apresentados em unidades relativas de fluorescéncia (u.r.f.),
mostram que a producdo enddgena de espécies reactivas de oxigénio ¢ mais elevada nas
células K562-WT (384,9435,78u.r.f.) do que nas células K562-R (287,8+23,94u.r.f.) (Figura

35). No entanto, esta diferenca ndo ¢ estatisticamente significativa.
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Figura 35 — Quantificacao relativa da produgao de espécies reactivas de oxigénio nas células K562-WT e K562-
R (P>0,05, teste t de Student).
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3.4.2. Expressao de genes das vias de reparaciao de DNA

Para estudar alteragdes nos mecanismos de reparacdo de DNA fez-se um screening
inicial da expressdo de genes envolvidos nas diferentes vias de reparagdo que pudesse indicar
diferencas entre as duas linhas. Os resultados da expressdo dos genes nas células K562-R,
relativamente as células K562-WT, estdo indicados na tabela 15.

Dos 10 genes envolvidos na via de reparacao por excisdo de bases (Base Excision
Repair - BER), verificou-se que 2 apresentam um aumento de expressao nas células K562-R.
O gene MBD4, que esta sobre-expresso 2,18 vezes (P<0,005), e o gene NTHLI que se
encontra sobre-expresso 3,50 vezes (P<0,0001). Os outros genes ndo apresentam diferencas
de expressao superiores ou inferiores a duas vezes.

O gene XRCC6, envolvido na reparacdo homoéloga (Homologous Repair - HR) e ndo
homologa (Non-Homologous End Joining Repair - NHEJ) de quebras de dupla cadeia, tem a
sua expressdo aumentada 2,28 vezes nas células K562-R comparativamente com as células
K562-WT (P<0,001). Nos outros genes em estudo envolvidos nestas duas vias de reparagdo
nao foram detectadas diferencas de expressao relevantes (Tabela 15).

Dos 13 genes estudados envolvidos na via de Reparagdo de Emparelhamentos
Erroneos de Nucleoétidos (Mismatch Repair - MMR), apenas um apresenta alteragdes de
expressao nas células K562-R, o gene MLH3, que se encontra sub-expresso 2,05 vezes (P<
0,001) nestas células.

Por fim, na via de Reparagdo por Excisdo de Nucleotidos (Nucleotide Excision Repair
- NER), identificou-se uma sobre-expressao de 2,26 vezes (P< 0,001) do gene DDBI nas
K562-R. Os outros genes nao apresentam diferengas significativas de expressao entre as duas

linhas celulares em estudo.
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Tabela 15 — Valores de expressdo de genes envolvidos em diferentes vias de reparacdo de DNA, nas células
K562-R relativamente as K562-WT.

Via de Simbolo Razao Via de Simbolo Razao
Reparacdo| do Gene |(R/WT) | Pvalue | Reparac¢io | do Gene | (R/WT) | P value
XRCC6BPI| -1,9 0.0002 0GG1 -1,44 0,0528
CIBI -1.85 | 0.0014 MUTYH' | -1,07 | 03841
RADSILI | 1,54 | (0049 MPG 1,06 0,5436
DMC1 -1,4 0,1761 UNG 1,17 0,1063
XRCC2 | =106 | 0.5893 XRCCI | 121 | 00431
PRKDC’ | -1,04 | (777>
2 APEX] 1,5 0,0056
BRCAI -1,03 | 0,8846 BER ’
FANCG -1.01 0.8519 PNKP 1,57 0,0083
HR b bl
MREIA | 102 | 08567 FENI® 1,59 | 0,136
RADS50 1,24 | 0,1384 MBD4 2,18 0,0031
ERCCI* 1,24 0,1985
cc ’ i NTHLI 0,00004
RADS51
1,49 | 0,0063 MLH3 2,05 | 0,0007
XRCC3 1,52 | 0,0256 PMS2L3 1,7 0,0007
RAD2I 156 | 0,0073 TREX] -1,59 0,0016
N4BP2 -1,33 0,0046
NBN 191 | 0,0043 2 2
ANKRDI7 | -1,08 0,5322
MSH?2 1,19 0,2805
XPC 151 | 00168 | MMR MSH3 1,22 | 0,0973
CCNH | -141 | 0,0213 EXOI 22 0,08
XPA 1 0.0343 PMSI 1,32 0,009
NER 2iois T 125 1 o106s PMS?2 145 | 0,0052
CDK7 13 0.0172 MLHI 1,46 0,0158
LIGI 147 | 0,0081 ABLI 1,46 0,044
DDBI - 0,0004 TP73 1,54 0,1543

Legenda: A expressdo dos genes ¢ marcada com um gradiente de cor vermelho (sub-expressdo) a verde (sobre-
expressdo) proporcional ao niimero de vezes que a expressdo do gene varia nas células K562-R relativamente as
células K562-WT. ' - Indica genes cuja fungio se encontra também envolvida na via MMR; ? — Indica genes cuja
fungdo se encontra também envolvida na via HR; * - Indica genes cuja fungdo se encontra também envolvida na
via NHEJ; * - Indica genes cuja fungdo se encontra também envolvida na via NER. P = significncia estatistica,
teste t de Student.
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3.4.2.1. Expressao da proteina MBD4

A analise dos resultados anteriores indicou um aumento significativo na expressao de
dois genes envolvidos na via de reparacdo BER. Para determinar se os niveis de mRNA eram
consistentes com os niveis de proteina foi feita a imunodeteccdo das proteinas NTHL1 e
MBD4 por Western Blot. Nao foi possivel detectar a proteina NHTL1. O resultado para a
proteina MBD4 mostra que existe consistentemente uma quantidade maior de MBD4 nas
células resistentes ao IM quando comparando com as células K562-WT, independentemente

da presenga ou auséncia do IM em cultura (Figura 36).

K562-WT KS562-R

MBD4
B-ACTINA

Figura 36 — Analise por Western Blot da proteina MBD4 em 80pg de lisados totais das células K562-WT (1) e
K562-R (4). O efeito do IM nas células K562-WT foi estudado incubando estas células com 1uM de IM durante
6 horas (2) e 48 horas (3). O efeito da auséncia de IM na cultura de células K562-R foi estudado ao retirar o
farmaco por um periodo de 6h (5) e 48h (6). A marcacdo da proteina B-ACTINA foi utilizada como controlo.

3.4.2.2. Sobrevivéncia na presenca de H,O,

Para confirmar se o aumento de reparacdo por BER diminuia a sensibilidade das
células resistentes ao stress oxidativo foi determinada a percentagem de sobrevivéncia das
células K562-WT e K562-R sem IM, apo6s a incubagao com diferentes concentragdes de H,O;.
Observou-se que as células K562-WT tém maior sensibilidade a H,O, (IC50=71,31uM) do que
as células K562-R sem IM (ICs5p=215 pM) (P<0,0001) (Figura 37). Os valores médios e
desvio padrdo da percentagem de sobrevivéncia perante cada concentragdio de H,O,

encontram-se discriminados na tabela 16.
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Figura 37 - Percentagem de sobrevivéncia celular perante diferentes concentragdes de H,O, nas células K562-
WT e K562-R sem IM. As curvas de resposta das duas linhas celulares a diferentes concentragoes de H,O, sdo
estatisticamente significativas. P<0,0001, teste F.

Tabela 16- Média e desvio padrdo da percentagem de sobrevivéncia das células K562-WT e K562-R sem IM
perante concentragdes crescentes de HyO,.

Concentracio K562-WT K562-R sem IM P value
de H,O0, (uM) | (Média + DP) (Média + DP) (teste t de Student)
0 100,00 100,00 -
89,42 + 6,5 94,15+2,5 > 0,05
25 63,19 £6,3 81,84 +£2,6 <0,01
50 46,03 £ 6,5 56,42 £ 5,1 > 0,05
100 36,75+ 1,7 48,47+29 < 0,005
175 33,59+1,2 46,87 £2,9 < 0,005
250 32,65+ 1,6 47,34 +23 < 0,0005
500 30,97 £ 0,8 46,95 +£4,6 < 0,005

3.4.3. Expressao dos genes NTHL1 e MBD4 em doentes

Com base nas diferencas observadas in vitro com os modelos de células leucémicas

sensiveis e resistentes ao IM foi quantificada a expressdo dos genes MBD4 e NTHLI em

amostras de doentes sensiveis ao firmaco e resistentes sem mutacdo no dominio tirosina

quinase do gene BCR-ABL.
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Nao se observaram diferengas na expressao do gene NTHLI nem do MBD4 entre os

DS e DR (Figura 38 e 39, respectivamente).
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Figura 38- Quantifica¢do da expressdo relativa do gene NTHLI num grupo de doentes sensivel ao tratamento
com IM e num grupo de doentes resistentes ao tratamento sem mutagdo no dominio tirosina quinase do gene
BCR-ABL. A figura assinala o valor médio de expressdo em cada grupo de doentes (linha) e a distribui¢do dos
valores individuais de expressdo de cada doente (pontos).
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Figura 39- Quantificacdo da expressdo relativa do gene MBD4 num grupo de doentes sensivel ao tratamento
com IM e num grupo de doentes resistentes ao tratamento sem mutacdo no dominio tirosina quinase do gene
BCR-ABL. A figura assinala o valor médio de expressdo em cada grupo de doentes (linha) e a distribuicao dos
valores individuais de expressdo de cada doente (pontos).
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4. Discussao

O IM foi o primeiro inibidor de tirosina quinase utilizado na pratica clinica e
rapidamente se tornou a primeira linha de tratamento para LMC (Druker et al, 2001,
Hochhaus et al., 2009). No entanto, uma parte dos doentes € a partida resistente ao farmaco e
outra parte acaba por adquirir resisténcia no decurso do tratamento (Quintas-Cardama et al.,
2009). Assim, apesar do inicialmente previsto, o IM ndo ¢ um tratamento efectivo para a cura
da LMC, tornando-se por isso, fundamental o estudo e compreensdo dos mecanismos
responsaveis pela resisténcia.

A aquisicao de resisténcia ao IM foi, inicialmente, associada ao restabelecimento da
actividade quinase BCR-ABL por intermédio de mecanismos que impediam a ligacdo do IM a
proteina (Gambacorti-Passerini et al., 2003). Nesta fase foram descritos como mecanismos de
resisténcia a aquisicdo de mutacdes pontuais no dominio quinase da BCR-ABL (Gorre ef al.,
2001), a sobre-expressdo de transportadores membranares € a sobre-expressdo de BCR-ABL
(Mahon et al., 2000). S6 mais tarde surgiram evidéncias de que a resisténcia pode ocorrer nao
s6 em consequéncia da recuperacdo da actividade quinase da proteina, mas também, pela
expansao clonal de células que possuem alteracdoes em vias de transdugao de sinal, que lhes
permitem sobreviver independentemente da actividade da quinase BCR-ABL.

Muitos dos mecanismos de resisténcia encontrados em doentes foram inicialmente
identificados em modelos de linhas celulares resistentes ao IM estabelecidas in vitro. Neste
sentido, para estudar potenciais mecanismos de resisténcia ao IM, estabeleceu-se no nosso
laboratério um modelo de células leucémicas que adquiriram resisténcia ao farmaco em
resultado da exposi¢do cronica. Assim, o primeiro objectivo deste estudo foi determinar se o
mecanismo pelo qual as células adquiriram resisténcia ao IM era algum dos mecanismos ja
descritos.

A andlise da sequéncia do dominio tirosina quinase do gene BCR-ABL das células
resistentes excluiu a hipotese da resisténcia ao IM ser resultado da aquisi¢do de mutagdes
pontuais, 0 mecanismo mais recorrente de resisténcia.

Posteriormente, foi avaliado se a resisténcia seria resultado da sobre-expressdo de
BCR-ABL. Apesar de terem sido detectadas diferengas na quantidade de transcritos do gene
entre as duas linhas (Figura 11), estas diferencas ndo foram observadas ao nivel da proteina
(Figura 12), que na realidade se mantém semelhante. Diversos trabalhos anteriores associam a
sobre-expressdo do gene BCR-ABL a resisténcia ao IM, assumindo a partida que existe uma
relagdo directa entre a sobre-expressio do mRNA e da proteina. Os resultados obtidos
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mostram que esta associagdo pode ndo ser tao linear como se pensava, possivelmente devido a
activacdo de mecanismos de regulacdo pos-transcricional nas células resistentes, realcando
assim a importancia do estudo paralelo dos niveis de expressdo, tanto dos transcritos como da
proteina, em casos de resisténcia. Assim, apesar de haver sobre-expressao de BCR-ABL nas
células resistentes ao IM, esta sobre-expressao nao ¢ responsavel pela resisténcia, uma vez
que nao se traduz no aumento da quantidade de proteina.

A proteina CRKL ¢ um substrato directo da proteina BCR-ABL e ¢ também a
principal fosfo-tirosina detectada no sangue periférico de doentes com LMC (Oda et al., 1994,
Tenhoeve et al., 1994). Dado que esta proteina ¢ constitutivamente fosforilada pela BCR-
ABL, a detec;ao da sua forma fosforilada (p-CRKL) tornou-se o parametro mais
frequentemente utilizado para medir indirectamente a actividade da BCR-ABL (Nichols et al.,
1994, Hamilton et al., 2009).

No presente trabalho, o estudo de p-CRKL por Western Blot mostrou que os niveis de
actividade de BCR-ABL sdao muito baixos nas células K562-R comparativamente ao
observado nas células parentais (Figura 13). No entanto, ao contrdrio do que acontece nas
células K562-WT expostas ao IM, a diminuicdo de actividade da proteina BCR-ABL nas
células K562-R ndo resulta na morte destas células por apoptose (Figura 18). E ainda de
acrescentar que quando o IM ¢ retirado do meio de cultura das células resistentes a actividade
da quinase ¢ restituida. O conjunto destes resultados confirma que a reduzida actividade de
BCR-ABL nas células resistentes expostas ao IM ndo resulta da diminui¢do da quantidade de
proteina, como se mostrou anteriormente, mas sim do facto do IM estar a exercer o seu efeito
inibitorio sobre a quinase.

A capacidade das células resistentes sobreviverem na presenga de IM estando o
farmaco a actuar efectivamente como um inibidor da BCR-ABL mostrou que, no modelo
celular em estudo, a resisténcia ¢ independente da actividade quinase da proteina. Deste
modo, ¢ também possivel explicar o porqué das células K562-R serem resistentes a
concentragdes de IM até duas vezes superiores aquela a que foram estabelecidas em cultura
(Figura 10). Sendo a resisténcia independente da actividade, a concentracdo de IM nao
influencia a sobrevivéncia das células.

O facto das células K562-R serem também resistentes aos inibidores de tirosina
quinase de segunda geragdo Nilotinib e Dasatinib, o que ndo acontece nas células parentais,

constitui mais uma evidéncia de que estas células ndo dependem da actividade tirosina
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quinase da BCR-ABL para sobreviver (Figura 14). Isto porque estes dois inibidores estdo
descritos como sendo mais potentes e mais efectivos na inibi¢do da quinase BCR-ABL.

Estudos anteriores mostraram que em muitos casos de doentes resistentes ao IM, a
substituicdo terapéutica para Nilotinib ou Dasatinib permitia atingir resposta citogenética
major ou mesmo CCR (Shah et al., 2004, Talpaz et al., 2006, le Coutre et al., 2008). Esta
resposta terapéutica ocorre essencialmente em casos de resisténcia resultantes da aquisicao de
mutagdes pontuais no dominio quinase da proteina BCR-ABL ou em casos de sobre-
expressdo do gene (Talpaz et al., 2006, le Coutre et al., 2008). O facto das células K562-R
nao responderem a estes inibidores ¢ mais um indicador de que, tal como se mostrou, estes
ndo sao 0s mecanismos responsaveis pela resisténcia nestas células.

Como referido anteriormente, a remogao do IM do meio de cultura das células K562-R
leva a restituicdo da actividade quinase da proteina BCR-ABL, o que mostra que o IM esté a
cumprir a sua fungdo inibitoria nas células K562-R. Desta forma, este resultado permitiu-nos
excluir também a actividade dos transportadores de influxo e efluxo como mecanismo
responsavel pela aquisicdo de resisténcia. Caso a actividade dos transportadores fosse
importante para a resisténcia das células K562-R, ndo seria expectavel observarem-se
diferengas acentuadas na actividade da proteina quando o IM é removido, uma vez que estes
estariam a impedir a entrada e/ou permanéncia do IM nas células, impedindo que este inibisse
a quinase. Quer nas células K562-WT, quer nas células K562-R, a adi¢do ou remog¢ao de IM
tem o resultado esperado ao nivel da actividade da proteina BCR-ABL.

Outra evidéncia de que o papel dos transportadores ndo ¢ relevante para a resisténcia
nestas cé¢lulas ¢ baseada no facto de, ao contrario do que acontece com o IM e o Dasatinib, o
transporte membranar de Nilotinib ndo depender do transportador de influxo hOCT1, nem dos
transportadores de efluxo ABCB1, ABCC1 e ABCG2 (Hiwase et al., 2008, Davies et al.,
2009). No entanto, o padrao de resposta das células K562-R aos dois inibidores ¢ idéntico, o
que reforca que alteracoes na expressao dos transportadores membranares ndo estdo
envolvidas na resisténcia.

Ainda pouco se sabe sobre os fendmenos de resisténcia ao IM independentes da
actividade da proteina BCR-ABL. Pensa-se que estes ocorram na sequéncia do
estabelecimento de vias de sinalizagdo alternativas que permitem a sobrevivéncia das células
na presenca dos inibidores de BCR-ABL. Tal como acontece com a progressao da LMC,

hipotetizou-se que estas vias alternativas se estabelecam em resultado de mutagcdes em genes
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criticos, que acabam por ser seleccionadas e ganhar representatividade na populacao de
células leucémicas por expansao clonal.

O aumento da expressdao de LYN quinase, em células e doentes com resisténcia ao IM
independente da actividade da BCR-ABL, ¢ um fendmeno ja descrito (Donato et al., 2003,
Donato et al., 2004, Wu et al., 2008, Wu et al., 2008, Pene-Dumitrescu e Smithgall, 2010).
No nosso modelo de células resistentes observou-se um aumento da expressao desta proteina,
quando as células estavam expostas ao IM (Figura 15). No entanto, com base nos resultados
obtidos em estudos de viabilidade com o inibidor de SRC quinases SU6656, esta sobre-
expressdo de LYN ndo parece ser determinante para a sobrevivéncia das células (Figura 16).
Tanto nas células K562-WT como nas K562-R expostas ao IM, a incubacdo com doses
elevadas de SU6656, nao afectou a sobrevivéncia celular. O facto das células K562-R
privadas de IM sofrerem uma diminuicao acentuada de LYN também ndo seria expectavel se
esta via fosse determinante para a resisténcia (Figura 15). Além disso, apesar das diferencas
acentuadas na quantidade de LYN quinase, a percentagem de sobrevivéncia na presenca de
SU6656 ¢ idéntica nas células K562-R e K562-R sem IM (Figura 16).

Uma evidéncia adicional de que a sobre-expressdo de LYN quinase ndo ¢ fundamental
para a resisténcia das células K562-R, tem por base o facto do Dasatinib inibir
simultaneamente a proteina BCR-ABL e proteinas da familia das SRC quinases (Konig ef al.,
2008). Se a actividade da LYN quinase fosse determinante para a sobrevivéncia das células
K562-R, a resposta das células resistentes nao teria sido idéntica com este inibidor e com o
Nilotinib, que inibe apenas BCR-ABL.

Curiosamente, nas cé¢lulas K562-WT os valores de sobrevivéncia na presenca de
SU6656 ultrapassam os valores do controlo. Este fendmeno pode ser explicado pelo facto do
ensaio MTS ndo ter capacidade discriminativa entre sobrevivéncia e proliferagdo celular.
Assim, este resultado sugere que a incubagdo com SU6656 pode estimular a proliferagao das
células K562-WT, no entanto, estudos mais aprofundados teriam de ser realizados para que se
pudessem tirar conclusdes definitivas.

Neste ponto do trabalho sabia-se apenas que o mecanismo de resisténcia nas células
K562-R n3o era nenhum dos previamente descritos e que estas sobreviviam
independentemente da inibi¢do ou nao da actividade tirosina quinase da BCR-ABL. Deste
modo, o mecanismo de resisténcia ao IM deste modelo de células leucémicas é um

mecanismo desconhecido. Assim, delineou-se uma nova estratégia de trabalho para identificar
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diferencas entre as células K562-WT e K562-R que possam indicar vias potencialmente
envolvidas na resisténcia, a fim de direccionar trabalhos futuros.

Foi consistentemente descrito na literatura que a actividade da BCR-ABL aumenta a
sinalizacdo de sobrevivéncia e a proliferacdo das células leucémicas (Deininger et al., 2000,
Quintas-Cardama e Cortes, 2009). Uma vez que se demonstrou que as células resistentes
expostas ao IM tém uma diminuicdo acentuada da actividade BCR-ABL, era fundamental
estudar se existiam alteragdes nestas vias de sinalizagdo, independentes da actividade quinase
da BCR-ABL, que fossem indicativas do mecanismo pelo qual as células resistentes
sobrevivem na presenca de IM.

Numa primeira fase desta abordagem era fundamental determinar se existiam
diferencas ao nivel da morte basal entre as duas linhas celulares. Os resultados mostraram que
a percentagem de morte ¢ apenas 5% mais elevada nas células resistentes expostas ao IM, o
que nao representa uma diferenga acentuada (Figura 17).

Fang et al. descreveram que a incubagdao de células leucémicas com IM induz a
entrada das células em apoptose (Fang et al., 2000). O mesmo aconteceu nas células da linha
K562-WT. Quando incubadas com IM as células entram em apoptose como se observou pelo
aumento da clivagem de PARPI, aqui utilizada como marcador apoptético (Figura 18). Como
esperado, observou-se que apenas uma quantidade residual de células resistentes incubadas
cronicamente com IM entrou em apoptose (Figura 18).

Os resultados anteriores levaram a que fossem estudadas algumas moléculas-chave da
sinalizagdo anti- e pro-apoptotica para verificar se existiam alteragdes nas células resistentes
que fossem indicativas da resisténcia destas células a apoptose.

Varios autores descreveram que o efeito anti-apoptotico da expressao de BCR-ABL
resulta do bloqueio da libertagdo mitocondrial de citocromo-c, um passo crucial para a
activacdo da apoptose (McGahon et al., 1994, Amarante-Mendes et al., 1998, Sonoyama et
al., 2002). Este bloqueio ¢ em parte consequéncia da sobre-expressao das proteinas anti-
apoptoticas BCL2 e BCL-XL, que resulta da activacdo constitutiva das vias RAS e STATS
pela BCR-ABL, respectivamente (Sanchezgarcia e Grutz, 1995, Amarante-Mendes et al.,
1998, Cirinna et al., 2000, de Groot et al., 2000).

Nas cé¢lulas resistentes expostas de forma cronica ao IM observou-se uma diminuigdo
da expressdo de transcritos e de proteina BCL2 e de BCL-XL (Figuras 19, 20, 22). Estes
resultados sdo mais uma evidéncia de que nestas células o IM estd a inibir a actividade

quinase da BCR-ABL, uma vez que actividade desta proteina regula a sobre-expressao BCL2
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e BCL-XL em células leucémicas. Mais uma evidéncia de que a sub-expressao de BCL2 e
BCL-XL resulta da inibi¢ao da actividade da BCR-ABL ¢ o facto de, quando o IM ¢ retirado
do meio de cultura das células resistentes, se observar, paralelamente a restituicdo da
actividade de BCR-ABL, um aumento da expressdo de transcritos e de proteina BCL2 e BCL-
XL. No caso da proteina BCL-XL, enquanto que o aumento de expressao do gene ¢ visivel ao
fim de 6 horas, so se observa um aumento da proteina ao fim de 48 horas.

A morte das células sensiveis ao IM por apoptose foi descrita como uma consequéncia
do bloqueio da activacdo constitutiva da via que leva a sobre-expressdo da proteina anti-
apoptdtica BCL-XL (Horita et al., 2000). Com efeito, nas células parentais incubadas com IM
observou-se, concomitantemente com aumento da clivagem de PARPI1, uma diminui¢ao da
expressao dos transcritos e da proteina BCL-XL.

O conjunto destes resultados levou-nos a concluir que as proteinas anti-apoptdticas
BCL2 ¢ BCL-XL sao reguladas nas células resistentes pela expressdo de BCR-ABL e, por
1sso, ndo sdo determinantes para a sobrevivéncia destas células, na presenca de IM. Apenas
com base nestes resultados seria expectavel que a exposicao destas células ao IM resultasse na
morte das células por apoptose, uma vez que, os niveis de proteinas anti-apoptdticas, sao
muito semelhantes nas células resistentes e nas células parentais expostas ao IM.

Até a data da realizagdo deste trabalho ndo foram encontrados trabalhos anteriores que
relacionassem a expressdo de BCR-ABL com a regulagdo de BAX. Curiosamente, apesar de
ndo terem sido encontradas diferencas ao nivel da expressdo deste gene, observou-se uma
quantidade de proteina consistentemente mais elevada nas células resistentes do que nas
parentais. Este resultado ¢ mais um indicador do aumento da sinalizagdo apoptodtica nestas
células.

A SURVIVINA ¢ uma proteina pertencente a familia das IAP’s (Inhibitor of
Apoptosis) que se demonstrou estar envolvida tanto na inibicdo da morte celular por apoptose
como na indugdo da proliferacao celular (Ambrosini ef al., 1998, Li et al., 1998, Tamm et al.,
1998, Li et al., 1999, Carter et al., 2003). Esta IAP ¢ pouco expressa nos tecidos normais de
adultos, no entanto, a sua sobre-expressdo ¢ frequentemente descrita como importante em
diversas neoplasias (Mori et al., 2002, Oto et al., 2007), e por isso, cada vez mais tem vindo a
ser proposta como um alvo terapéutico (Langemeijer et al., 2008, Ryan et al., 2009).

No modelo de células resistentes ao IM estudado verificou-se uma sobre-expressao
constitutiva de SURVIVINA, comparativamente com o que acontece nas células parentais,

onde ndo foi possivel detectar esta proteina (Figura 24). Assim, a expressao de SURVIVINA
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parece ser independente da actividade de BCR-ABL, uma vez que esta quinase ndo esta activa
nas células K562-R expostas ao IM onde a sobre-expressao de SURVIVINA ¢ bastante
elevada. A remoc¢do do IM do meio de cultura das células K562-R, o que envolve o
restabelecimento da actividade da BCR-ABL, também ndo parece afectar a expressdo de
SURVIVINA. Por fim, nas células parentais com actividade constitutiva de BCR-ABL nao
foi possivel detectar expressao da proteina. O conjunto destes resultados mostra que a sobre-
expressdo de SURVIVINA nas células resistentes ¢ independente de BCR-ABL.

Um dado curioso ¢ o facto da sobre-expressdo de SURVIVINA em LMC ser descrita
principalmente em doentes em FA ¢ CB (Badran et al., 2003, Conte et al., 2005, Hernandez-
Boluda et al., 2005). Diversos estudos demonstraram precisamente que doentes em fases
avancadas da doenga sdo, a partida, resistentes ao IM ou tém respostas apenas de curta
duracdo, pelo que, de futuro, seria interessante tentar determinar se existe alguma relacao
entre a condicdo refractaria de doentes em CB e a sobre-expressdo de SURVIVINA. O
aumento da expressao da proteina anti-apoptotica SURVIVINA nas células resistentes ao IM
pode, deste modo, estar envolvido na capacidade das células sobreviverem na presenca do
farmaco.

Apesar da sub-expressdo das proteinas anti-apoptdticas BCL2 e BCL-XL, e da sobre-
expressao da proteina pro-apoptotica BAX, as células K562-R nao entram em apoptose, o que
pode ser explicado pelo facto da SURVIVINA estar a inibir a activagdo das CASPASES. No
entanto, para que se possam tirar conclusdes sobre a importincia da SURVIVINA na
resisténcia ao IM, mais ensaios terdo de ser realizados.

Pelo facto de ndo se observarem diferengas na densidade populacional entre as células
K562-WT e K562-R, apesar da taxa de morte basal ser 5% mais elevada nas células K562-R,
colocou-se a hipotese de haver um aumento da capacidade proliferativa nas células resistentes
ao IM, o que acabaria por compensar a morte.

A primeira abordagem para testar esta hipotese foi determinar o conteido de DNA de
cada uma das linhas (Figura 28). Observou-se um decréscimo da quantidade de células nas
fases GO/G1l do ciclo celular (DNA=2n) na linha resistente ao IM. Uma vez que este
decréscimo de células em GO/G1 se reflectiu num aumento do nimero de células, tanto na
fase S (onde ocorre a sintese de DNA) como nas fases G2/M (onde se dd a mitose), e nao
apenas em G2/M sugerindo que estaria a haver paragem do ciclo celular nesta fase, este
resultado indica que pode efectivamente haver um aumento do nimero de células em divisdo

nesta linha.
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Como descrito acima, para além do seu efeito anti-apoptdotico a SURVIVINA também
induz a proliferacdo celular. Deste modo, a sobre-expressao desta proteina nas células K562-
R pode também traduzir-se num aumento da capacidade proliferativa destas células,
contribuindo, deste modo, para a resisténcia.

Por outro lado, para além ter fungdo anti-apoptdtica, a proteina BCL2 tem também um
efeito anti-proliferativo, uma vez que inibe a passagem das células de GO para G1 ¢ induz a
paragem do ciclo celular (Janumyan et al., 2003). Assim, o facto de haver sub-expressdo de
BCL2 nas células resistentes, pode também contribuir para o aumento da proliferacdo celular.

A proteina ¢c-MYC ¢ codificada por um oncogene frequentemente sobre-expresso em
diversos tipos tumorais. Entre outros efeitos, o aumento da sobre-expressdao de c-MYC esta
intimamente relacionado com o aumento da capacidade proliferativa das células. No entanto,
ndo foram observadas diferengas na expressao desta proteina nas duas linhas celulares (Figura
29). Além disso, observou-se um ligeiro aumento da expressdo do gene BCTG2, que codifica
uma proteina com efeito anti-proliferativo, nas células (Rouault et al., 1996) (Figura 30).

Apesar da andlise da densidade populacional e do estudo do contetdo de DNA das
células sugerir um aumento da capacidade proliferativa das células K562-R, estes resultados
ndo sdo conclusivos. A confirmar-se o aumento da capacidade proliferativa nas células
resistentes, mais estudos terdo de ser feitos no sentido de determinar quais os mecanismos
moleculares responsaveis pelo aumento.

O estudo da expressdo de genes envolvidos na regulagdo do ciclo celular mostrou que
as alteragdes significativas de expressao ocorreram maioritariamente em genes que codificam
proteinas relacionadas com a via p38 (GADD45y, MAP2K6, MAPK12 e DDIT3) (Figura 30).
Esta ¢ uma via de sinalizacdo celular complexa que se encontra envolvida em diversos
processos celulares como diferenciacdo, resposta imune, proliferacdo celular e apoptose (Ono
e Han, 2000, Cuadrado e Nebreda, 2010). As consequéncias celulares da activacio da via p38
dependem da integracao de varios sinais bioquimicos e do tipo de tecido, uma vez que, a
expressao das diferentes isoformas da p38 ndo ¢ igual em todas as células. Alguns trabalhos ja
tentaram estabelecer o papel da via p38 na LMC e na resisténcia ao IM, mas os resultados
obtidos sdo, em alguns casos, contraditorios (Kambhampati, 2009).

Uma vez que os niveis de transcritos dos genes podem nado corresponder linearmente
aos niveis de proteina, tentou-se quantificar a expressao das proteinas por Western Blot. No
entanto, possivelmente devido aos baixos niveis de expressao, ndo se detectaram as proteinas

acima referidas nem nas células K562-WT, nem nas K562-R.
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Para avaliar se a activagdo desta via era determinante para o mecanismo de resisténcia
utilizou-se o inibidor da via p38 SB202190 (Figura 31). Os resultados mostram que a inibi¢ao
desta via ndo afecta a sobrevivéncia de nenhuma das linhas celulares sugerindo que a via ndo
¢ importante para a resisténcia das células ao IM. No entanto, este ensaio deve ser repetido
com outros inibidores uma vez que o SB202190 ndo inibe a isoforma p38y (MAPK12) cujo
gene se encontra sobre-expresso nestas células.

Como referido anteriormente, a aquisi¢do de formas de resisténcia independentes da
actividade da quinase BCR-ABL, tém vindo a ser associadas a aquisicdo de mutagdes em
genes criticos, que podem estabelecer a activagdo constitutiva de vias alternativas, permitindo
a sobrevivéncia das células. Por este motivo, foram estudadas as duas principais origens de
instabilidade gendémica descritas em LMC: o aumento da produg¢do enddgena de ROS e
alteracdes nos mecanismos de reparacdo de DNA.

Curiosamente, observou-se uma ligeira diminuicdo dos niveis de ROS nas células
K562-R, o que pode ser explicado pela diminui¢do da actividade quinase da proteina BCR-
ABL (Figura 35).

O estudo da expressdo de genes envolvidos nas principais vias de reparagdo do DNA
ndo mostrou diferengas, entre as duas linhas celulares, que indicassem alteracdes na
capacidade de reparacdo que pudessem predispor a linha resistente para a aquisi¢ao de
mutag¢des. Normalmente, o aumento da taxa de mutacdo encontra-se associado a sobre-
activacdo de vias de reparacdo menos fidedignas, o que ndo se verifica neste caso (Figura 36).

O conjunto destes resultados levanta a hipdtese de algumas células da linha K562 ja
possuirem a partida mutagdes que podem ser responsaveis pela resisténcia ao IM, e que foram
seleccionadas na linha K562-R pela exposicao crénica ao farmaco.

Apesar do aumento da capacidade das células K562-R para reparar lesdes por BER
ndo ser relevante para a aquisi¢do de mutagdes, uma vez que esta ¢ uma via de reparacao
bastante fidedigna, observa-se que estas células perdem sensibilidade a agentes genotdxicos
oxidantes, o que em ultima anélise, pode ter implicag¢des a nivel terapéutico.

Os resultados obtidos com os modelos celulares sugeriam a possibilidade de algumas
das variacoes ocorrerem em doentes resistentes ao IM. Assim, foram seleccionados doentes
sensiveis ao IM, com niveis de expressao de BCR-ABL muito reduzidos ou mesmo nulos, ¢
doentes resistentes ao IM, mas sem mutagdo no dominio quinase da BCR-ABL e com niveis

de expressdo de BCR-ABL entre 18,7 ¢ 100% (Tabela 3).

75



Devido a limitagdes de material bioldgico, apenas foi possivel testar alteracdes ao
nivel da expressao de genes em doentes, uma vez que nao havia quantidade suficiente de
proteina para testar por Western Blot.

Curiosamente, os padroes de expressdo dos genes em estudo sdo muito semelhantes
entre doentes sensiveis, sem transcritos BCR-ABL, ¢ em doentes resistentes, com elevada
expressao de BCR-ABL. Isto acontece mesmo em genes como o BCL2 e o BCL-XL cuja
expressdo ¢ descrita na literatura, e demonstrou-se no presente trabalho, como sendo regulada
pela actividade da proteina BCR-ABL. Uma informagao essencial, da qual ndo dispomos, ¢ a
medicagdo que os doentes resistentes sem mutagdo faziam a data da recolha da amostra, pois
caso ainda estivessem a fazer tratamento cronico com um dos inibidores de tirosina quinase,
uma hipdtese plausivel seria estar-se perante casos de resisténcia independentes da actividade
de BCR-ABL, o que explicaria os niveis de expressdo dos genes estudados serem tao
semelhantes. No entanto, com os dados que possuimos, € com uma amostra tdo reduzida de

doentes, ndo nos ¢ possivel tirar qualquer conclusao destes resultados.
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5. Consideracdes finais e perspectivas futuras

Os resultados obtidos com este trabalho permitem concluir que o mecanismo que torna
as células leucémicas K562-R resistentes ao IM, ndo ¢ nenhum dos previamente descritos na
literatura. Trata-se de um modelo de células em que a resisténcia ¢ independente da actividade
da proteina BCR-ABL, no entanto, o mecanismo que permite as células sobreviverem na
presenca de IM, ndo ¢ ainda conhecido.

Identificou-se um aumento da expressdo da proteina SURVIVINA nas células
resistentes ao IM que pode estar envolvido na resisténcia das células. No entanto, para
determinar a importancia da SURVIVINA na resisténcia, mais ensaios terdo de ser realizados.
Uma vez que esta proteina inibe a activagdo das CASPASES, inicialmente ¢ necessario
estudar se nas cé¢lulas resistentes o IM leva a libertacao do citocromo ¢ da mitocondria. Se tal
se confirmar, posteriormente sera necessario verificar se nestas células ocorre, ou nao, a
activacdo das CASPASES e se podera haver o envolvimento de outras IAP’s. Paralelamente,
terd de se inibir a actividade da SURVIVINA nas células, tanto com inibidores, como pelo
silenciamento do gene. Este conjunto de resultados d4 nos uma perspectiva mais clara da
importancia da sobre-expressao de SURVIVINA na resisténcia.

Para confirmar o aumento da capacidade proliferativa das células sera inicialmente
utilizada a marcagdo com diacetato de carboxifluoresceina. Caso este aumento se confirme,
devem ser estudados novos alvos moleculares uma vez que, nos nossos resultados, as
alteracdes na expressao de genes envolvidos na regulagdo do ciclo celular, ndo sdo
significativas.

Além disso, apesar de ndo se terem detectado diferengas na expressao do supressor de
tumor GADD45y entre doentes sensiveis e resistentes ao IM, deve ser aprofundado se a sub-
expressao deste gene nas células K562-R esta envolvido na resisténcia.

Para esclarecer o potencial envolvimento da via p38 na resisténcia ao IM deverao ser
realizados ensaios com novos inibidores e feito o silenciamento da via.

Em conclusdo, este estudo ¢ um contributo para o estudo dos mecanismos de
resisténcia ao IM independentes da actividade da quinase BCR-ABL. Uma vez que pouco se
sabe sobre esta forma de resisténcia, tentou-se com este trabalho encontrar indicadores de vias

alteradas no modelo de células resistentes, que pudessem servir de base para trabalhos futuros.
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Anexos

Anexo I. Reagentes, Material suplementar e Equipamento

Tabela I — Lista de reagentes e material complementar utilizados no decurso do trabalho.

Reagentes e Material Complementar Fabricante
2',7'- Diclodihidrofluoresceina Molecular probes
Acido Cloridrico Merck
Albumina de soro bovino 10mg/ml Bio-Rad
AllPrep DNA RNA Protein Mini Kit Quiagen
Anexina V FITC BD Pharmingen
Amersham ECL Blocking Agent GE Healthcare
Ar contendo 5% CO, AIR LIQUID
Azul de Bromofenol Difco

BD FACSFlow Sheath Fluid

BD Biosciences

Bio-Rad Protein Assay Bio-Rad
CellTiter96AQueous One Solution Cell Proliferation

Promega
Assay
Cloreto de Célcio Merck
Cloreto de Sodio Merck

Toronto Research

Dasatinib Chemicals,Inc
DMSO Sigma-Aldrich
EDTA Sigma-Aldrich
Etanol Merck

Frascos de Cultura Sarstedt
Glicerol (87%) Merck

Glicina (97%) Sigma-Aldrich
Hematocitometro Optik Labor




Hepes Sigma-Aldrich
Hidréxido de Sodio Merck
High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit Applied Biosystems
Human DNA Damage Signaling RT? Profiler™ PCR .

Quiagen

Array

Imatinib Santa Cruz Biotechnology
Inibidor de Protease Roche

Iodeto de Propidio (250ug/ml) MILLIPORE

Meio RPMI 1640 Sigma-Aldrich
Membrana de PVDF MILLIPORE

Metanol Merck

Microplacas de 96 pocos para PCR em tempo real Applied Biosystems
MINI- PROTEAN TGX,4-15% (4561083) Precast Gels | Bio-Rad

MINI- PROTEAN TGX,4-20% (4561093) Precast Gels | Bio-Rad

Nilotinb

Toronto Research
Chemicals,Inc

N-laurosilsarcosina

Sigma-Aldrich

Nonidet P-40

USB Corporation

PageRuler™ Prestained Protein Ladder

Fermentas

PBS

Sigma-Aldrich

Peréxido de hidrogénio

Sigma-Aldrich

Placas de cultura de 96 pogos Costar

RNase A Roche

RT? First-Stand cDNA Synthesis Kit Quiagen

SDS Bio-Rad
Solugdo de Estreptomocina/Penicilina Sigma-Aldrich

Soro Fetal Bovino

Sigma-Aldrich

Tampas adesivas para Microplacas

Applied Biosystems




TagMan Gene Expression Assay

Applied Biosystems

TagMan Gene Expression Master Mix

Applied Biosystems

Trizma Base

Sigma-Aldrich

Trizma HCL

Sigma-Aldrich

Triton X-100

Sigma-Aldrich

WesternDo 625 Goat Anti-Mouse Western Blot Kit

Invitrogen

WesternDo 625 Goat Anti-Rabbit Western Blot Kit

Invitrogen

-Mercaptoetanol

Sigma-Aldrich

Tabela II — Lista de equipamento utilizado no decurso do trabalho.

Equipamento

Fabricante

Agitador orbital

New Brunswick G25 Shaker Incubator, Global Medical
Instrumentation, Inc

Aparelho PCR em tempo real

ABI PRISM 7300, Applied Biosystems

Banho seco

Grant

Camara de Fluxo Laminar

BIOAIR

Centrifuga

Centric 322, Technica

Centrifuga (extrac¢ao de
proteinas)

Centrifuge 5417R, Eppendorf

Citometro de Fluxo

BD FACSCalibur™, BD Biosciences

Leitor de Micro-placas

ZENYTH 3100, Anthos

Maquina Fotografica

Fujifilm 55000, Fujifilm

Microscéopio Optico

Dialux 20, Leitz

Microscépio de Inversdo de
Fases

TMS, Nixon

Nanodrop ND 1000

Thermo Scientific

Sistema Western Blot

Mini-PROTEAN , Bio-Rad

Termociclador

GeneAmpPCR Sustem 9700 Thermal Cycler, Applied
Biosystems




Transiluminador

Fluo.Link, Vilber Lourmat

Tubos Citometria Fluxo

BD Biosciences




Anexo II. Solucoes

Tabela III - Composi¢do da Solucdo de Lise utilizada na extrac¢@o de proteinas totais. Tanto o Nonidet P-40,

como o Inibidor de Protease, sdo adicionados ao tampao imediatamente antes da sua utilizagdo. O tampao tem
pH=8 e é armazenado a 4°C.

Tampao de Lise
Reagente Concentracio

Trizma Base 50mM
NaCl 150mM
EDTA SmM
Nonidet P-40 1% (v/v)
Inibidor de Protease 1% (v/v)
PMSF ImM

Tabela IV - Composi¢ao do Sample Loading Buffer utilizado para desnaturar e carregar as amostras de proteinas

totais no gel de electroforese. O tampao tem pH=8 e ¢ armazenado a -20°C para evitar a evaporagdao do B-
Mercaptoetanol.

Sample Loading Buffer (4ml)
Reagente Volume (pl)
H20 1940
Solugao Trizma 1M (pHS8) 250
Solugao SDS 10% 800
B-Mercaptoetanol 200
Solug¢ao Azul de Bomofenol 1% 200




Tabela V - Composigdo da solugdo tampdo de electroforese' utilizado na eletroforese SDS Page, na técnica
Western Blot. O tampao tem pH=8,3 ¢ é armazenado a 4°C.

Tampao de Electroforese S5x (1L)
Reagente Massa (g)
SDS 5
Trizma Base 15,14
Glicina 93,84

Perfazer com dgua nanopura para um volume de 1L.

Tabela VI - Composi¢do do tampdo de transferéncia utilizado na transferéncia das proteinas do gel de
acrilamida para a membrana de PVDF na técnica Western Blot. O tamp&o tem pH=8,3 ¢ é armazenado a 4°C.

Tampao de Transferéncia 5x (1L)

Reagente Massa (g)
SDS 1,85
Trizma Base 29.25
Glicina 14,6

Adicionar 500ml de agua nanopura ¢ 500ml de Metanol

Tabela VII - Composi¢do do tampdo de ligagdo utilizado na marcagdo com anexina para leitura por citometria
de fluxo. O tampéo tem pH=7,4 e ¢ armazenado a 4°.

\

Tampao de Ligacao 10x
Reagente Concentracio
Hepes 0,1 M
NaCl 1,4M
CaCl, 25mM




Tabela VIII - Composi¢ao da solugdo de iodeto de propidio utilizada na marcacdo do conteudo de DNA para
leitura por citometria de fluxo. Esta solugdo ¢é preparada imediatamente antes de utilizar.

Soluc¢io de Iodeto de Propidio
Reagente Concentracio (mg/ml)
RNase A 0,02

Iodeto de Propidio 0,05

il



Anexo III. Lista dos genes estudados com a placa Human DNA Damage Signaling RT?2

Profiler™ PCR Array

Tabela IX — Lista dos genes, e respectiva fungdo, cujo perfil de expressdo de mRNA foi estudado com a placa

Human DNA Damage Signaling RT2 Profiler™ PCR Array.

Simbolo do Gene
ABLI1 Apoptose; MMR
BRCAl Apoptose; Checkpoint celular; HR
CIDEA Apoptose
GADD45A Apoptose; Paragem do ciclo celular
GADDA45G Apoptose
GML Apoptose; Paragem do ciclo celular
1P6K3 Apoptose
PCBP4 Apoptose; Paragem do ciclo celular
AIFM1 Apoptose
PPPIRISA Apoptose; Paragem do ciclo celular
RAD21 Apoptose; HR
TP53 Apoptose; Checkpoint celular
TP73 Apoptose; MMR
CHEK1 Paragem do Ciclo Celular
CHEK2 Paragem do Ciclo Celular
DDIT3 Paragem do Ciclo Celular
GTSEI Paragem do Ciclo Celular
HUSI Paragem do Ciclo Celular
MAP2K6 Paragem do Ciclo Celular
MAPK12 Paragem do Ciclo Celular
RADI17 Paragem do Ciclo Celular
RADYA Paragem do Ciclo Celular
SESN1 Paragem do Ciclo Celular
BTG2 Paragem do Ciclo Celular
ZAK Paragem do Ciclo Celular
ATR Checkpoint celular
ATM Checkpoint celular
FANCG Checkpoint celular; HR
NBN Checkpoint celular; HR
RADI Checkpoint celular
RBBPS8 Checkpoint celular
SMCIA Checkpoint celular
MBD4 BER
MPG BER
MUTYH BER; MMR

Vil




NTHL1 BER
0GGl1 BER
UNG BER
XRCC1 BER
APEX1 BER
PNKP BER
FENI BER; HR
CIB1 HR
XRCC6 HR; NHEJ
XRCC6BP1 HR
MREI1A HR
PRKDC HR; NHEJ
RADS50 HR
XRCC3 HR
XRCC2 HR
RADSIL1 HR
RADS5I1 HR
ERCC1 HR; NER
DMCl1 HR
ANKRDI17 MMR
EXOl1 MMR
MLHI1 MMR
MLH3 MMR
MSH?2 MMR
MSH3 MMR
N4BP2 MMR
PMS1 MMR
PMS2 MMR
PMS2L3 MMR
TREX1 MMR
CCNH NER
CDK7 NER
DDBI NER
ERCC2 NER
LIGI NER
RADIS NER
XPA NER
XPC NER

Legenda: MMR - Reparacao de Emparelhamentos de Nucleotideos Errados; HR — Reparagdo Homoéloga; BER
— Reparacdo por Excisdo de Bases; NHEJ — Reparagdo ndo Homologa; NER — Reparagdo por Excisdo de
Nucledtidos.





