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RESUMO 
 
A resistência a múltiplas drogas é uma das maiores causas para a falha 
do tratamento das leucemias agudas (LA). A resistência adquirida ou 
intrínseca a múltiplas drogas (MDR) depende de muitas variáveis 
biológicas e é principalmente caracterizada pela resistência cruzada a 
uma ampla variedade de fármacos não relacionados estrutural e 
funcionalmente. Vários mecanismos podem estar envolvidos no 
fenômeno MDR, como o mecanismo de efluxo de drogas através da 
membrana plasmática e as alterações nos mecanismos que regulam a 
morte celular por apoptose. Assim, o objetivo desse trabalho foi analisar 
o perfil de expressão das proteínas relacionadas à resistência a múltiplas 
drogas (ABCB1, ABCC1 e LRP) e à apoptose (Bcl-2) em células 
blásticas de pacientes com leucemia aguda (LA), ao diagnóstico, 
atendidos pelo Serviço de Hematologia do Hospital Universitário da 
Universidade Federal de Santa Catarina (HU-UFSC) e pelo Serviço de 
Oncologia do Hospital Infantil Joana de Gusmão (HI-Florianópolis) no 
período de Janeiro de 2008 a Dezembro de 2009. Para tanto, as células 
blásticas dos adultos e crianças com LA foram separadas por gradiente 
de densidade com Ficoll-Hypaque e a expressão dos genes e das 
proteínas de resistência foram avaliadas por RT-PCR semiquantitativo e 
citometria de fluxo, respectivamente. A média da expressão relativa de 
todas as amostras foi utilizada como ponto de corte para superexpressão. 
Tanto os pacientes adultos quanto as crianças apresentam uma ampla 
variedade de expressão para as proteínas estudadas. Os pacientes adultos 
com LA apresentaram correlação significativa entre a expressão dos 
genes abcb1 e lrp e a expressão das proteínas ABCB1 e ABCC1, 
ABCB1 e Bcl-2, e ABCC1 e Bcl-2 e nos pacientes pediátricos com LA 
não houve correlação significativa entre os níveis de expressão de dos 
genes e proteínas estudados. Nos pacientes adultos com LA, houve 
correlação positiva entre a expressão do gene abcb1 e a idade dos 
pacientes, e a concentração de LDH, enquanto nos pacientes pediátricos 
com LA, houve correlação positiva entre a expressão do gene abcc1 e a 
expressão de CD34, entre a expressão da proteína LRP e a idade, e entre 
a expressão da proteína ABCB1 e a leucometria ao diagnóstico. Esses 
resultados sugerem que a análise da expressão gênica de abcb1 está mais 
relacionada com um pior prognóstico nos pacientes adultos com LA, 
enquanto que nos pacientes com LA infantil, é a expressão conjunta das 
proteínas ABCB1, ABCC1 e LRP que parece estar relacionada com um 
pior prognóstico. Além disso, os resultados também indicam que a 
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determinação do perfil de expressão da ABCB1, ABCC1 e LRP pelo 
método do RT-PCR semiquantitativo é mais significativa nos casos de 
LA em adultos e a determinação do perfil de expressão dessas proteínas 
por citometria de fluxo é mais significativa nas LAs em crianças. 
 
Palavras-chave: Resistência a múltiplas drogas. Leucemia Aguda. 
Proteínas de resistência. Proteínas antiapoptóticas. 
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ABSTRACT 
 
Multidrug resistance (MDR) is one of the greatest causes of acute 
leukemia (AL) treatment failure. Acquired or intrinsic MDR depends on 
numerous biological variables and is mainly characterized by a cross 
resistance to a wide variety of drugs that are structurally and 
functionally unrelated. Many mechanisms may be involved in MDR 
phenomenon, such as drug efflux across the plasmatic membrane and 
changes in mechanisms that regulate cell death by apoptosis. Therefore, 
the aim of the present study was to analyze the expression profile of 
multidrug resistance proteins (ABCB1, ABCC1, and LRP) and of 
proteins related to apoptosis (Bcl-2) in blast cells from patients with AL 
at diagnosis from the Serviço de Hematologia do Hospital Universitário 
da Universidade Federal de Santa Catarina (HU-UFSC) and from the 
Serviço de Oncologia do Hospital Infantil Joana de Gusmão (HI-
Florianópolis) between January 2008 and December 2009. In order to 
achieve this, blast cells from adult and pediatric AL patients were 
separated by density gradient with Ficoll-Hypaque, while genes and 
protein expression were evaluated by semi-quantitative RT-PCR and 
flow cytometry, respectively. The mean value of relative expression for 
all samples was used as cutoff for superexpression. Both adult and 
pediatric patients showed highly variable expression of the proteins in 
question. Adult patients with AL presented a significant correlation 
between abcb1 and lrp gene expression, between the expression of 
ABCB1 and ABCC1, ABCB1 and Bcl-2, and ABCC1 and Bcl-2 
proteins, while pediatric patients with AL showed no significant 
correlations between multidrug resistance genes and protein expression. 
Adult patients presented a significant correlation between abcb1 gene 
expression and patient age, and LDH levels, while pediatric patients 
with AL presented a positive correlation between abcc1 gene expression 
and CD34 expression, between LRP protein expression and age, and 
between ABCB1 protein expression and white blood cell count upon 
diagnosis. These results suggest that the expression of the abcb1 gene is 
more closely related to a worse prognosis in adult patients with AL, 
while in children with AL the combined expression of ABCB1, ABCC1, 
and LRP proteins appears to be related to a worse prognosis. Moreover, 
the results also indicate that the determination of ABCB1, ABCC1, and 
LRP expression profile by semi-quantitative RT-PCR is more significant 
for adult AL cases and the determination of the expression profile for 
these proteins by flow cytometry is more significant in pediatric AL 
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cases. 
 
Keywords: Multidrug Resistance, Acute Leukemia, Proteins of 
resistance, Antiapoptotic proteins. 
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A modulação da homeostase nos organismos multicelulares 
requer a combinação de diferentes sistemas regulatórios altamente 
eficientes para controlar os mais diversos processos fisiológicos, 
incluindo proliferação e diferenciação celular. A existência de processos 
de controle e sinalização é fundamental para manter a identidade e 
integridade do organismo. Quando esses mecanismos de controle são 
subvertidos, ocorrem processos degenerativos e, dentre eles, o mais 
conhecido exemplo é o câncer (LODISH et al., 2000; WEINBERG, 
2000). 

Atualmente, mais de 12 milhões de pessoas por ano são 
diagnosticadas com câncer. Ele é a maior causa de morte no mundo, 
sendo responsável pela morte de 7,9 milhões de pessoas por ano, o que 
é, aproximadamente, 13% dos óbitos no mundo. Estima-se que em 2030 
o câncer será responsável pela morte de 12 milhões de pessoas (WHO, 
2010). Em 2007, o Sistema de Informações sobre Mortalidade notificou 
que desde 2003, as neoplasias malignas constituem a segunda causa de 
morte na população, representando quase 17% dos óbitos de causa 
conhecida no Brasil. Em 2010, são esperados 236.240 casos novos para 
o sexo masculino e 253.030 para sexo feminino. As estimativas para o 
ano de 2010, que serão válidas também para o ano de 2011, apontam 
para a ocorrência de 489.270 casos novos de câncer. Dentre os casos de 
câncer diagnosticados, as leucemias encontram-se entre os dez tipos 
mais freqüentes, somente superadas pelos cânceres de próstata e de 
pulmão no sexo masculino e os cânceres de mama e do colo do útero no 
sexo feminino. As estimativas para 2010 são de 9.580 novos casos de 
leucemia no Brasil, com 360 novos casos no estado de Santa Catarina 
(INCA, 2007).  

Os custos financeiros para o diagnóstico e o tratamento das 
neoplasias são exorbitantes, e, considerando que no Brasil, cerca de 80% 
do sistema de saúde, inclusive a assistência oncológica, é financiado por 
recursos públicos, o câncer consolida-se como um importante problema 
de saúde pública (KLIGERMAN, 2002). Sendo assim, o aumento da 
eficácia dos tratamentos com o uso de protocolos terapêuticos 
individualizados e específicos pode resultar na diminuição do tempo de 
internação hospitalar, diminuição de custos para o SUS e melhora na 
qualidade de vida desses pacientes.  

O tratamento das leucemias envolve radioterapia, quimioterapia, 
imunoterapia, transplante de medula óssea ou uma combinação dessas 
(GOL B et al., 2001; BRAUNWALD et al., 2002). A aplicação das 
atuais técnicas de tratamento permite a remissão completa de mais de 



 
 

30 

50% dos pacientes com câncer diagnosticado (BRAUNWALD et al., 
2002). No entanto, a grande maioria dos pacientes recidivam e morrem 
dois anos após atingirem a remissão (SHIPLEY e BUTERA, 2009). O 
transplante de medula óssea é considerado uma importante ferramenta 
terapêutica para a remissão completa das leucemias, mas apresenta 
restrições clínicas e sócio-econômicas para o paciente. Sendo assim, a 
quimioterapia ainda é a terapia antileucêmica de escolha, devido ao seu 
fácil acesso (GOL B et al., 2001; LUQMANI, 2005). Em vários casos, a 
leucemia pode ser refratário ao tratamento, resultando numa perda de 
resposta aos fármacos citotóxicos ou em uma conseqüente recidiva. A 
resistência ao tratamento pode ser explicada por duas prováveis causas: 
i) as células tumorais podem ser inerentemente resistentes, 
possivelmente devido a algumas características genéticas; ou ii) elas 
podem adquirir uma resistência devido à exposição aos fármacos 
(LUQMANI, 2005).  

A resistência à quimioterapia frequentemente resulta da 
superexpressão de uma classe de proteínas transportadoras de 
membrana, conhecidas como ABC-transportadoras (bombas de efluxo 
de drogas dependentes de ATP), as quais levam à diminuição da 
concentração intracelular de fármacos e ocasionam o fenômeno 
denominado de resistência a múltiplas drogas (MDR) (BORST et al., 
2000; JORDAN e WILSON, 2004). Além dessas proteínas, outros 
mecanismos podem estar envolvidos na MDR, como a alteração na 
regulação da apoptose com o envolvimento das proteínas da família Bcl-
2 e p53; a superexpressão de gama-glutamiltranspeptidase (γ-GT) e o 
aumento dos níveis de glutationa reduzida (GSH) (KRISHNA e 
MAYER, 2000). 
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Objetivo geral 
 
 

Analisar o perfil de expressão das proteínas relacionadas à 
resistência a múltiplas drogas (ABCB1, ABCC1 e LRP) e à apoptose 
(Bcl-2) em células blásticas de pacientes com leucemia aguda (LA), 
antes da primeira terapia, atendidos pelo Serviço de Hematologia do 
Hospital Universitário da Universidade Federal de Santa Catarina (HU-
UFSC) e pelo Serviço de Oncologia do Hospital Infantil Joana de 
Gusmão (HIJG-Florianópolis) no período de Janeiro de 2008 a 
Dezembro de 2009. 

 
 
Objetivos específicos 
 
 

• Padronizar a técnica de extração de RNA total; 
• Padronizar a técnica de Transcriptase Reversa-Reação em 

Cadeia da Polimerase (RT-PCR) semi-quantitativa; 
• Investigar, por RT-PCR semi-quantitativa, o perfil de expressão 

dos genes de resistência a múltiplos fármacos abcb1, abcc1 e 
lrp nos blastos leucêmicos dos pacientes com LA, antes da 
primeira terapia, atendidos no HU-UFSC e no HIJG-
Florianópolis; 

• Investigar, por citometria de fluxo, o perfil de expressão das 
proteínas de resistência a múltiplos fármacos ABCB1, ABCC1 
e LRP e da proteína anti-apoptótica Bcl-2 nos blastos 
leucêmicos dos pacientes com LA, antes da primeira terapia, 
atendidos no HU-UFSC e no HIJG-Florianópolis; 

• Correlacionar os níveis de expressão dos genes (abcb1, abcc1 e 
lrp) e das proteínas (ABCB1, ABCC1, LRP e Bcl-2) de 
resistência à quimioterapia com os fatores prognósticos, como a 
idade, a leucometria, o imunofenótipo, a porcentagem de 
blastos CD34+, a expressão de CD34, a concentração de lactato 
desidrogenase (LDH) e o status vital em pacientes com LA, 
antes da primeira terapia, atendidos no HU-UFSC e no HIJG-
Florianópolis. 
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1.1 Leucemias Agudas 
 
 

As leucemias constituem um grupo de neoplasias malignas 
caracterizado pela proliferação descontrolada de células hematopoiéticas 
na medula óssea e/ou nos tecidos linfóides, que, posteriormente, atingem 
a circulação periférica e podem se infiltrar em outros sistemas orgânicos 
(SWERDLOW et al., 2008). 

O clone leucêmico origina-se a partir de uma mutação somática 
em uma célula primordial (stem cell). A tumorigênese é um processo de 
múltiplos passos, em que cada passo reflete uma alteração genética 
sofrida pela célula. Cada mudança genética sucessiva confere à célula 
um ou outro tipo de vantagem de proliferação em relação às células 
normais, o que permite o desconhecimento dos circuitos regulatórios da 
proliferação celular normal e homeostasia. Com isso, ocorre a conversão 
progressiva de uma célula normal em uma célula neoplásica 
(HANAHAN e WEINBERG, 2000; BRAUNWALD et al., 2002). 
Acredita-se que os diversos genótipos das células neoplásicas 
representam a manifestação de seis alterações essenciais na fisiologia 
celular que coletivamente ditam a proliferação maligna. Esses fatores 
são: i) auto-suficiência dos sinais de crescimento; ii) insensibilidade aos 
sinais inibidores do crescimento; iii) evasão da morte celular 
programada (apoptose); iv) potencial de replicação ilimitado; v) 
angiogênese sustentada; e vi) invasão de tecidos e metástase 
(HANAHAN e WEINBERG, 2000). 

A transformação leucêmica pode ocorrer em diferentes fases da 
diferenciação de precursores linfóides ou mielóides, o que a caracteriza 
como uma doença heterogênea, sob o aspecto biológico e morfológico 
(PUI e EVANS, 1998; BAIN, 2003). Dessa forma, as leucemias podem 
ser divididas em linfóides e mielóides; em agudas e crônicas (BAIN, 
2003). Nas leucemias agudas há predomínio de células imaturas ou 
blásticas, denominadas de linfoblastos e mieloblastos. Esses blastos são 
incapazes de se diferenciar em células maduras, devido a um bloqueio 
de maturação, o que consiste no marco fisiopatológico das leucemias 
agudas (LAs) (WANG e CHEN, 2000; BENE et al., 2001). 

O diagnóstico das LAs é dado pela avaliação conjunta das 
características clínicas e laboratoriais apresentadas pelo indivíduo no 
momento do diagnóstico (KEBRIAEI, ANASTASI e LARSON, 2003). 
As manifestações clínicas são bastante variáveis e a sintomatologia 
geralmente está associada aos órgãos envolvidos (PUI e EVANS, 1998; 
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BAIN, 2003; ZAGO, FALCÃO e PASQUINI, 2005). A proliferação 
acelerada de células leucêmicas e a infiltração da medula óssea resultam 
na inibição da produção das células hematopoiéticas normais, como os 
leucócitos, os eritrócitos e as plaquetas. Em decorrência da não 
funcionalidade das células leucêmicas, os indivíduos com diagnóstico de 
LA freqüentemente apresentam sintomas como: fadiga, astenia e 
palidez, em virtude da anemia; sangramento gengival e outras 
manifestações hemorrágicas, resultantes da plaquetopenia; e febre, 
devido a complicações infecciosas associadas à neutropenia ou à 
liberação de citocinas secretadas pelas células leucêmicas (BAIN, 2003; 
BASSAN et al., 2004; GUIMARÃES, 2004). Nesses pacientes, pode-se 
observar linfadenopatia generalizada, esplenomegalia e hepatomegalia, 
devido à infiltração das células leucêmicas nos diferentes tecidos do 
organismo (PEJOVIC e SCHWARTZ, 2002). 

O diagnóstico laboratorial das LAs inicia-se com a observação 
de 20% ou mais de blastos neoplásicos no exame morfológico de 
esfregaços de sangue periférico e/ou medula óssea (PEJOVIC e 
SCHWARTZ, 2002; BAIN, 2003). O fato de a leucemia ser uma doença 
genética faz com que a identificação das alterações nas células blásticas 
seja imprescindível para a escolha do tratamento mais adequado. Neste 
sentido, houve a necessidade de agrupar casos biologicamente 
semelhantes, para uma melhor compreensão do processo de 
transformação leucêmica, prognóstico e conduta terapêutica. No entanto, 
a diferenciação entre linfoblastos e mieloblastos pela microscopia óptica 
é difícil e pouco precisa e portanto não é recomendada. Por isso, após a 
detecção de blastos no esfregaço, outras análises laboratoriais, como 
análise citoquímica, citogenética e imunofenotípica, são necessárias para 
a exata classificação, diferenciação e caracterização da célula neoplásica 
encontrada (SWERDLOW et al., 2008). 

Durante muitos anos, a classificação para leucemias proposta 
pelo grupo FAB (French-American-British Coooperative Group), em 
1976 (BENNETT et al., 1976) e modificada em 1982 e 1991 
(BENNETT et al., 1982; BENNETT et al., 1991), foi utilizada. Nessa 
classificação, baseada no aspecto morfológico e nas características 
citoquímicas dos blastos leucêmicos, as leucemias mielóides agudas 
(LMAs) foram divididas em oito subtipos (M0 a M7) e as leucemias 
linfóides agudas (LLAs), em três subtipos (L1 a L3). Com a finalidade 
de superar as limitações da classificação FAB, em 2001, a Organização 
Mundial de Saúde (OMS), publicou uma nova classificação para as 
neoplasias do sistema hematopoiético e linfóide, levando em 
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consideração não só as características morfológicas e citoquímicas, mas 
também as imunofenotípicas e genético-moleculares dos blastos (JAFFE 
et al., 2001). Em 2008, a OMS em conjunto com a Sociedade de 
Hematologia Americana e a Associação Européia de Hematologia 
publicou uma nova classificação para neoplasias do sistema 
hematopoiético e linfóide. Nessa classificação, foram criadas sete 
subcategorias para a LMA, como segue: LMA associada a 
anormalidades genéticas recorrentes, LMA com alterações relacionadas 
com mielodisplasia, neoplasias mielóides associadas ao tratamento, 
LMA não categorizada nos itens anteriores, sarcoma mielóide, 
proliferação mielóide relacionada com síndrome de Down e neoplasia de 
células blásticas dendríticas plasmocitóides. As LLAs foram 
subdivididas em três subgrupos: Leucemia/linfoma linfoblástica B com 
anormalidades genéticas recorrentes, Leucemia/linfoma linfoblástica B 
não categorizada nos itens anteriores e Leucemia/linfoma linfoblástica T 
(SWERDLOW et al., 2008). 

Por constituírem um grupo heterogêneo de doenças, as LMAs e 
as LLAs diferem, não só, quanto à etiologia e patogênese, mas também, 
quanto ao prognóstico e resposta ao tratamento (PUI e EVANS, 1998; 
BAIN, 2003). Os índices de remissão e sobrevida livre dessas doenças 
dependem de vários fatores, incluindo a idade dos pacientes, alterações 
citogenéticas, outras alterações moleculares relacionadas ao clone 
leucêmico, desordens prévias na medula óssea e comorbidades 
associadas (BASSAN et al., 2004; SWERDLOW et al., 2008; SHIPLEY 
e BUTERA, 2009). 

O prognóstico do paciente e a genética estão amplamente 
relacionadas nas LAs e estratificações de risco baseadas em alterações 
citogenéticas são realizadas para a classificação dos pacientes em três 
grandes grupos: risco favorável, intermediário e desfavorável (Tabela 1). 
Além das altereções citogenéticas básicas, novos marcadores 
moleculares vêm ajudando no refinamento dos grupos prognósticos. 
Dentre esses marcadores, incluem-se mutações no gene FLT3 (FMS-like 
tyrosine kinase 3), c-KIT e NPM1 (nucleophosmin member 1) 
(FROHLING et al., 2002; BIENZ et al., 2005; VERHAAK et al., 2005; 
CAIROLI et al., 2006; PASCHKA et al., 2006; SCHNITTGER et al., 
2006; FALINI et al., 2007). Os dois marcadores moleculares mais 
comuns são a duplicação interna de tandem do gene FLT3 (FLT3-ITD) e 
as mutações no gene NPM1. Ambas as mutações podem ser encontradas 
isoladamente ou em conjunto em pacientes com cariótipo normal. 
Isoladamente, a mutação no gene NPM1 confere uma melhora na 
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sobrevida de pacientes com cariótipo normal, tornando-a similar a 
sobrevida dos pacientes com alterações citogenéticas favoráveis 
(VERHAAK et al., 2005; FALINI et al., 2007). Mutações do tipo FLT3-
ITD são preditores independentes de sobrevida livre de recidiva, uma 
vez que pacientes com essa alteração genética apresentam maiores 
chances de recaída em cinco anos (FROHLING et al., 2002; BIENZ et 
al., 2005). Os riscos de recidiva também podem ser significativamente 
maior em indivíduos com cariótipo favorável que apresentam alterações 
em c-KIT (CAIROLI et al., 2006; PASCHKA et al., 2006; 
SCHNITTGER et al., 2006).  

 
 

Tabela 1. Extratificação de Risco para as Leucemias Mielóides Agudas 
e Leucemias Linfóides Agudas Baseada na Citogenética 

 
 Risco Favorável Risco Intermediário Risco Desfavorável 

L 
M 
A 

t(15;17)(q22;q12-21) 
t(8;21)(q22;q22) 
inv(16)(p13q22)/ 
t(16;16)( p13 ;q22) 

Cariótipo normal 
t(9;11)(p22;q23) 
del(7q) 
del(9q) 
del(11q) 
del(20q) 
-Y 
+8 
+11 
+13 
+21 

Cariótipo complexo 
inv(3)(q21q26)/t(3;3)
(q21;q26) 
t(6;9)(p23;q34) 
t(6;11)(q27;q23) 
t(11;19)(q23;p13.1) 
del(5q) 
-5 
-7 

L 
L 
A 

del(12p) 
t(12p) 
Alta hiperploidia 
t(10;14) 
t(14q11-q13) 

Cariótipo normal 
Outras alterações 
não 
favoráveis/desfavor
áveis 

t(9;22) 
t(4;11) 
−7 
+8 
Anormalidades 
(11q23) 
Hipoploidia 

LMA – Leucemia Mielóide Aguda; LLA – Leucemia Linfóide Aguda; del – 
Deleção; t – Translocação; inv – Inversão. 
Adaptado de: BASSAN et al., 2004; SHIPLEY e BUTERA, 2009.  
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 As alterações citogenéticas também apresentam uma grande 
relação com a idade do paciente, uma vez que a ocorrência de 
anormalidades citogenéticas aumenta com o avanço da idade. Dessa 
forma, dentro de cada grupo de risco citogenético, o prognóstico piora 
com o aumento da idade. De forma geral, são considerados de pior 
prognóstico, pacientes com diagnóstico de LMA maiores de 60 anos e 
com diagnóstico de LLA maiores de 50 anos (BASSAN et al., 2004; 
SHIPLEY e BUTERA, 2009). No entanto, sabe-se que a idade 
influencia na sobrevida na forma de uma variável contínua e, portanto, 
independente do ponto de corte, considera-se que quanto mais idoso o 
paciente, pior o prognóstico (BACCARANI et al., 1982; TAYLOR et 
al., 1992; PERENTESIS, 1997; CHESSELLS et al., 1998; STILLER et 
al., 1999; LEVI et al., 2000). 

Outro fator prognóstico de importância clínica é a leucometria 
ao diagnóstico (SWERDLOW et al., 2008). O uso da leucometria ao 
invés da contagem absoluta de blastos baseia-se no fato de que a 
discriminação morfológica entre os verdadeiros blastos leucêmicos e as 
células mononucleares atípicas não leucêmicas é muito difícil, o que 
implica numa alta probabilidade de um erro na contagem de blastos. 
Portanto, uma alta leucometria no momento do diagnóstico é 
considerado um fator prognóstico desfavorável, uma vez que essa reflete 
uma elevada massa tumoral (BASSAN et al., 2004). Dessa forma, são 
considerados de pior prognóstico, leucometrias superiores a 10.000/mm3 
em indivíduos com LMA e superiores a 20.000/mm3 em indivíduos com 
LLA (BASSAN et al., 2004; SHIPLEY e BUTERA, 2009).  Assim 
como a idade, os pontos de corte para a leucometria não estão 
firmemente definidos e considera-se quanto maior o número de 
leucócitos ao diagnóstico, pior o prognóstico do paciente (BASSAN et 
al., 2004). 

 Além das alterações citogenéticas, a expressão de 
imunofenótipos aberrantes também está relacionada como um fator 
prognóstico a ser considerado no momento da determinação da conduta 
terapêutica do paciente. Fenótipos aberrantes são aqueles em que uma 
célula de uma determinada linhagem expressa antígenos característicos 
de outra linhagem, ou seja, antígenos que em circunstâncias normais não 
seriam encontrados nesse tipo celular. Em alguns subtipos de LMA, a 
expressão de CD56, um marcador típico dos linfócitos natural killer, 
está associada a um pior prognóstico e uma menor chance de cura  
(SWERDLOW et al., 2008). Já a expressão de antígenos mielóides, 
como o CD13 e o CD33, em células leucêmicas de indivíduos com LLA 
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parecem conferir um pior prognóstico. Aparentemente, a expressão de 
CD34 nas LLAs, um marcador de stem-cells, também se apresenta como 
um fator prognóstico negativo, muito provavelmente porque a expressão 
desse antígeno está comumente associada à t(9;22), uma alteração 
citogenética considerada de prognóstico desfavorável nessa doença 
(BASSAN et al., 2004). 

Apesar dos fatores clínicos e laboratoriais citados acima 
possuírem grande influência no resultado do tratamento, uma das 
determinantes primárias para a sobrevida do paciente é a sensibilidade 
da doença à quimio-radioterapia. Pacientes com LMA ou LLA que 
atingem remissão completa após o primeiro ciclo de quimioterapia ou 
após 4-5 semanas de tratamento, respectivamente, são considerado bons 
respondedores e, portanto, são classificados como de melhor 
prognóstico (BASSAN et al., 2004; SHIPLEY e BUTERA, 2009).  

Os conceitos da terapêutica moderna são baseados no 
diagnóstico e tratamento individualizados. O aperfeiçoamento da terapia 
e cura alcançado nos últimos 20 anos inclui um diagnóstico completo, a 
classificação exata do subtipo da leucemia aguda e uma correta 
estratificação dos fatores prognósticos (HAFERLACH et al., 2005; 
LUQMANI, 2005). Essa ampla variedade de fatores faz com que os 
procedimentos terapêuticos para pacientes com leucemia ainda não 
apresentem um consenso, o que faz com que variem amplamente entre 
os diversos centros de tratamento (LUQMANI, 2005). 

O objetivo da terapia antineoplásica é destruir as células 
leucêmicas, causando o menor dano possível aos tecidos normais 
(LUQMANI, 2005). Existem diferentes tipos de tratamentos 
antileucêmicos, no entanto, entre estes, a quimioterapia é a mais 
utilizada (GOL B et al., 2001). A quimioterapia consiste na utilização de 
uma ampla variedade de fármacos citotóxicos que objetivam promover a 
morte celular por apoptose ou modificar processos intracelulares que 
convergem a ela (HERR e DEBATIN, 2001; LUQMANI, 2005). A 
apoptose induzida por quimioterápicos tem a finalidade de danificar o 
DNA, os componentes lipídicos de membranas celulares e as proteínas 
celulares, causando um desbalanço na homeostase celular (Quadro 1) 
(HERR e DEBATIN, 2001).  
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Quadro 1. Sítios de ação dos agentes citotóxicos. 
Adaptados de: LUQMANI, 2005. 

 
 

O tratamento das LAs é dividido em quimioterapia de indução e 
terapia de pós-remissão ou consolidação (BASSAN et al., 2004; 
SHIPLEY e BUTERA, 2009; NCCN, 2010). A fase de indução consiste 
numa terapia “agressiva” que visa alcançar uma remissão completa, ou 
seja, fazer com que a medula óssea apresente menos de 5% de blastos e 
que o sangue periférico atinja valores normais de leucócitos, neutrófilos, 
plaquetas e hemoglobina. A terapia de pós-remissão ou consolidação é 
utilizada assim que a remissão completa é alcançada e objetiva evitar 
uma recidiva da doença, diminuindo a quantidade de células leucêmicas 
a quantidades não detectadas laboratorialmente (ZAGO, FALCÃO e 
PASQUINI, 2005). Mesmo reconhecendo a importância da fase inicial 
do tratamento quimioterápico para a obtenção da remissão e o controle 
inicial da doença, é igualmente importante que o paciente termine a fase 
de indução em condições de tolerar maiores doses subseqüentes de 
tratamento na fase de consolidação, para que dessa forma a remissão 
atingida seja mais duradoura, uma vez que pacientes que não conseguem 
receber a terapia pós-remissão tendem a recidivar em 6 a 9 meses 
(NCCN, 2010). 
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Atualmente, o número de pacientes que atingem remissão 
completa após a quimioterapia é de 32% a 80% em adultos com 
diagnóstico de LMA e de 60% a 85% dos adultos diagnosticados com 
LLA (ZAGO, FALCÃO e PASQUINI, 2005; SWERDLOW et al., 
2008). Já os pacientes pediátricos apresentam uma remissão completa 
em 40% a 60% dos casos de LMA e em mais de 95% dos casos de LLA. 
Apesar das elevadas taxas de remissão completa, aproximadamente 35% 
e 40% dos pacientes adultos com LMA e LLA, respectivamente, 
recidivam; enquanto as taxas de recidiva nos paciente pediátricos com 
LMA e LLA são de 50% e 25%, respectivamente (PUI e CRIST, 1995; 
ZWAAN e KASPERS, 2004; KARDOS et al., 2005; KASPERS e 
CREUTZIG, 2005; RIBEIRO et al., 2005; PUI e EVANS, 2006; 
SWERDLOW et al., 2008). 

A resistência ao tratamento é um dos fatores que podem ser 
responsáveis pelo insucesso no tratamento de LA (ESTEY, 2001; 
LUQMANI, 2005). A resistência adquirida ou intrínseca a múltiplas 
drogas (MDR) é o maior obstáculo clínico no tratamento de neoplasias 
hematológicas (GOLDIE, 2001; OZBEN, 2006) e é caracterizada pela 
resistência cruzada a uma ampla variedade de fármacos não relacionados 
estrutural e funcionalmente (ENDICOTT e LING, 1989; BORST, 1991; 
KRUH, 2003). Vários mecanismos podem estar envolvidos no 
fenômeno MDR, como o mecanismo de efluxo de drogas através da 
membrana plasmática, as alterações nos mecanismos que regulam a 
morte celular por apoptose e a resposta gênica, como a superexpressão 
de proteínas de resistência (KARAKAS et al., 1998; LUQMANI, 2005; 
VAN DEN HEUVEL-EIBRINK et al., 2007). 

 
 

1.2 Bombas de Efluxo de Drogas 
 
 
Provavelmente, uma das mais significantes formas de 

resistência a múltiplos fármacos antineoplásicos é através da ação de um 
grupo de proteínas de membrana, consideradas como bombas de efluxo 
de drogas, as quais transportam para fora da célula moléculas 
citotóxicas, mantendo as concentrações intracelulares de 
quimioterápicos abaixo das concentrações citotóxicas desejadas 
(LUQMANI, 2005). Duas famílias de proteínas são as principais 
implicadas no fenômeno de MDR: a superfamília das ATP-binding 
cassette (transportadoras ABC) e a família das human major vault 
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proteins (MVP) (BORST et al., 2000; SONNEVELD, 2000; DURDUX 
et al., 2004; JORDAN e WILSON, 2004; VALERA et al., 2004; HUH et 
al., 2006; KOURTI et al., 2007; VAN DEN HEUVEL-EIBRINK et al., 
2007). 

Muitos membros da superfamília das ATP-binding cassette são 
bombas de efluxo de drogas dependentes de ATP envolvidas nos 
processos de absorção, distribuição e excreção de vários compostos 
farmacológicos e endógenos (DEAN e ALLIKMETS, 2001; 
LUQMANI, 2005; VAN DER DEEN et al., 2005). Baseado na 
organização genômica, na ordem dos domínios e na homologia das 
sequências, essa superfamília foi dividida em 7 subclasses, que vão de 
ABCA à ABCG (DEAN, HAMON e CHIMINI, 2001; LUQMANI, 
2005). Dentre os diversos membros dessa superfamília, a Glicoproteína-
P (ABCB1/Pgp/MDR1) e a Proteína Associada à Resistência a 
Múltiplos Fármacos 1 (ABCC1/MRP1) são as mais bem estudadas e 
estão amplamente relacionadas com um prognóstico desfavorável em 
várias neoplasias hematológicas (MARTINEZ et al., 1997; COVELLI, 
1999; LEITH et al., 1999; TSIMBERIDOU et al., 2002; VALERA et al., 
2004; SCHAICH et al., 2005; VAN DEN HEUVEL-EIBRINK et al., 
2007; LOURENCO et al., 2008; CORTEZ et al., 2009). 

As proteínas da família das MVP são os componentes 
predominantes de organelas denominadas de vaults (ROME, 
KEDERSHA e CHUGANI, 1991; SCHEFFER et al., 1995). Essas 
organelas estão localizadas principalmente em vesículas citoplasmáticas, 
mas uma pequena fração também pode ser encontrada na membrana 
nuclear e nos complexos de poros nucleares (CHUGANI, KEDERSHA 
e ROME, 1991; IZQUIERDO et al., 1998; SWERTS et al., 2006). A 
função exata das proteínas que compõem a família das MVP ainda é 
desconhecida, mas a sua localização sugere que elas sejam responsáveis 
por um transporte bidirecional de uma variedade de substratos entre o 
núcleo e o citoplasma (CHUGANI, KEDERSHA e ROME, 1991; 
ROME, KEDERSHA e CHUGANI, 1991; IZQUIERDO et al., 1998). 
Dentre os membros dessa família, a Proteína Associada à Resistência 
Pulmonar (LRP) é a única que já foi relacionada ao fenômeno de MDR 
(SCHEPER et al., 1993; SCHEFFER et al., 1995; VALERA et al., 
2004). 
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1.2.1 Glicoproteína-P (ABCB1/Pgp/MDR1) 
 
 

A proteína ABCB1 é codificada pelo gene abcb1 que se localiza 
no cromossoma 7q21.12 (DEAN, HAMON e CHIMINI, 2001; VAN 
DER DEEN et al., 2005). Ela é uma proteína glicosilada de 170 kDa, 
composta por duas metades simétricas, cada uma constituída de um 
domínio transmembrana N-terminal e um domínio citosólico C-terminal 
ligante de ATP (Quadro 2). Cada domínio transmembrana possui seis 
segmentos abrangentes que estão envolvidos no reconhecimento e na 
ligação com o substrato (GOTTESMAN e PASTAN, 1993; 
AMBUDKAR et al., 1999; EJENDAL e HRYCYNA, 2005; 
LUQMANI, 2005).  

 
 

N C
ATP

ATP
Sítio ligação

Sítio ligação

Meio Extracelular

Meio Intracelular

Santos-Silva 2005

N C
ATP

ATP
Sítio ligação

Sítio ligação

Meio Extracelular

Meio Intracelular

Santos-Silva 2005

N C
ATP

ATP
Sítio ligação

Sítio ligação

Meio Extracelular

Meio Intracelular

Santos-Silva 2005

 
Quadro 2. Estrutura da Glicoproteína-P (ABCB1/Pgp/MDR1). 
Adaptado de: ENDICOTT e LING, 1989. 

 
 
A ABCB1 é um dos membros mais estudados da superfamília 

das ATP-binding cassette. Ela é uma proteína capaz de se ligar e 
hidrolisar ATP, a energia resultante é utilizada para a translocação de 
substratos através da membrana celular (EJENDAL e HRYCYNA, 
2005; SHIPLEY e BUTERA, 2009). Dessa forma, a proteína ABCB1 
possui um papel fisiológico na defesa da célula contra estímulos 
externos (DUHEM, RIES e DICATO, 1996; VAN DER DEEN et al., 
2005), sendo responsável, principalmente, pelo transporte de substâncias 
hidrofóbicas neutras ou fracamente positivas (TSURUO, 1988; 
DUHEM, RIES e DICATO, 1996; VAN DER DEEN et al., 2005; 
KOURTI et al., 2007; HEMBRUFF et al., 2008). Além da função de 
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proteção, a proteína ABCB1 também apresenta papel fundamental na 
regulação da diferenciação, proliferação e sobrevivência celular. Alguns 
polimorfismos de ABCB1 estão relacionados com a liberação de 
diversas citocinas, como a interleucina-2 e -4, interferon-γ e o fator de 
necrose tumoral α (TNF-α) (BUDA et al., 2008). A proteína ABCB1 
parece também exercer um papel no transporte de fosfolipídios através 
da membrana celular e também pode atuar como uma molécula 
antiapoptótica, através da inibição da ativação das caspases 8 e 3 
(SCOTTO e JOHNSON, 2001; BUDA et al., 2008).   

Tipicamente, a ABCB1 é expressa em órgãos relacionados com 
as funções de absorção e excreção, como o fígado e o intestino; em 
órgãos com função de barreira sanguínea, como a barreira 
hematoencefálica, o endotélio capilar e a placenta; e no sistema 
hematopoiético, como nos precursores hematopoiéticos e linfócitos 
(DUHEM, RIES e DICATO, 1996; VAN DER DEEN et al., 2005). 
Apesar de ser encontrada em vários tecidos, os níveis de expressão de 
ABCB1 são altamente variáveis entre os diferentes tecidos e indivíduos 
e é dependente, tanto de característica genotípicas, quanto de condições 
gerais de metabolismo e meio ambiente, o que inclui exposição a 
choques térmicos, irradiação, estresse genotóxico e estímulos 
antiinflamatórios (SCOTTO e JOHNSON, 2001; LUQMANI, 2005). 

A proteína ABCB1 está bem caracterizada como uma bomba de 
efluxo capaz de extruir para fora da célula diversos fármacos e 
quimioterápicos (Tabela 2) (TSURUO, 1988; KOURTI et al., 2007; 
HEMBRUFF et al., 2008; SHIPLEY e BUTERA, 2009). Com isso, uma 
alta expressão de ABCB1 tem sido associada à resistência à 
quimioterapia (TSURUO, 1988; SCOTTO e JOHNSON, 2001; VAN 
DER DEEN et al., 2005; KOURTI et al., 2007; HEMBRUFF et al., 
2008). Curiosamente, altos níveis de expressão dessa proteína são 
comumente observados em células tumorais que não foram tratadas, 
mesmo quando o tecido de origem exibe uma pequena ou nenhuma 
expressão constitutiva de ABCB1, o que sugere que a expressão desse 
gene deve ser influenciada por componentes envolvidos na 
transformação maligna (SCOTTO e JOHNSON, 2001). 
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Tabela 2. Lista de Fármacos que são Extruídos pela ABCB1 
 

Antineoplásicos Inibidores de Proteases do 
HIV 

Doxorubicina Amprenavir 

Daunorubicina Indinavir 

Vinblastina Nelfinavir 

Vincristina Ritonavir 

Actinomicina D Saquinavir 

Paclitaxel Fármacos Cardíacos 
Teniposide Digoxina 

Etoposide Quinidina 

Imunossupressores Anti-Eméticos 
Ciclosporina A Ondansetrona 

FK506 Antibióticos 

Esteróides Eritromicina 

Aldosterona Anti-Helmínticos 
Hidrocortisona Ivermectina 

Cortisol Antagonistas da Dopamina 
Corticoesterona  

Dexametasona  
Adaptado de: LUQMANI, 2005. 

 
 
A função a nível celular da ABCB1 em células neoplásicas tem 

sido extensivamente investigada (FOJO et al., 1987; LEGRAND, 
ZITTOUN e MARIE, 1999; MAHJOUBI et al., 2008; HIROSE, 2009). 
A atividade e a expressão da ABCB1 representa um fator de risco 
independente na falha do tratamento quimioterápico (TSIMBERIDOU 
et al., 2002; MAHADEVAN e LIST, 2004; LOURENCO et al., 2008; 
SHIPLEY e BUTERA, 2009) e um aumento da atividade ou da 
expressão têm sido associado a menores taxas de remissão completa e 
menor sobrevida livre de doença em pacientes tratados com regimes 
terapêuticos padrão (MUSTO et al., 1991; PIRKER et al., 1991; 
CAMPOS et al., 1992; WOOD et al., 1994; ZOCHBAUER et al., 1994; 
GUERCI et al., 1995; LEITH et al., 1997; LEITH et al., 1999; KOURTI 
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et al., 2007). Estudos demonstraram que pacientes adultos com LMA e 
LLA que não superexpressam ABCB1 ao diagnóstico apresentam uma 
taxa de remissão completa após a terapia de indução de 89% e 93%, 
respectivamente; enquanto apenas 53% e 56% dos pacientes que 
expressam ABCB1 e possuem LMA e LLA, respectivamente, atingem 
remissão completa após terapia de indução (DUHEM, RIES e DICATO, 
1996). Os níveis de expressão de ABCB1 parecem também estar 
correlacionados com diversas variáveis prognósticas clínicas e 
biológicas, como idade, imunofenótipo  (SAMDANI et al., 1996), 
contagem de leucócitos ao diagnóstico (VAN DEN HEUVEL-EIBRINK 
et al., 2007), expressão de CD34 (SAMDANI et al., 1996; VAN DEN 
HEUVEL-EIBRINK et al., 2007) e resposta à terapia de indução (LIST 
et al., 1996). No entanto, muitos desses estudos são controversos e, 
apesar de alguns estudos relatarem que a ABCB1 possui um significado 
prognóstico em certos tipos de neoplasias (VAN DEN HEUVEL-
EIBRINK, SONNEVELD e PIETERS, 2000; WUCHTER et al., 2000; 
PENSON et al., 2004), muitos outros comumente falham em demonstrar 
uma correlação com a resposta clínica do paciente (KUMTA et al., 
2001; CONSOLI et al., 2002; LEONESSA e CLARKE, 2003), o que 
leva a uma controvérsia em relação a relevância do papel da ABCB1 na 
resistência a drogas (LUQMANI, 2005). Apesar dos dados 
contraditórios, muitos centros de tratamento utilizam os níveis de 
expressão de ABCB1 como um fator prognóstico e um indicador para a 
necessidade de utilização de um protocolo de tratamento mais agressivo, 
com quimioterápicos de segunda ou terceira linha (DUHEM, RIES e 
DICATO, 1996). 

 
 

1.2.2 Proteína associada à resistência a múltiplos fármacos 1 
(ABCC1/MRP1) 

 
 
ABCC1 é uma proteína transmembrana, dependente de ATP e 

pertencente à subfamília ABCC (BORST et al., 2006; DEELEY e 
COLE, 2006; HUANG e SADEE, 2006). O gene abcc1, que codifica a 
proteína ABCC1, localiza-se no cromossoma 16p13.12 (DEAN, 
HAMON e CHIMINI, 2001; VAN DER DEEN et al., 2005). 
Estruturalmente, a proteína ABCC1 possui dois domínios abrangentes 
de membrana (MSD1 e MSD2), que contém seis hélices 
transmembranares cada e um terceiro domínio abrangente de membrana 
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(MSD0), com aproximadamente 200 aminoácidos, que é formado por 
cinco hélices transmembranares, com uma região amino (NH2) terminal 
(Quadro 3) (BAKOS et al., 1996; KAST e GROS, 1997; COLE e 
DEELEY, 2006; DEELEY e COLE, 2006). Evidências indicam que a 
ligação de substratos ocorra pela interação entre estas hélices 
transmembranares (ZHANG, COLE e DEELEY, 2001; HAIMEUR et 
al., 2004). Na porção citoplasmática da proteína, há dois sítios de 
ligação de nucleotídeos (NBDs) (FLENS et al., 1994; COLE e 
DEELEY, 2006). Estes sítios não são funcionalmente equivalentes, de 
forma que o NBD1 possui uma maior afinidade de ligação para ATP do 
que o NBD2; no entanto, o NBD2 possui maior capacidade de hidrolisar 
o ATP (COLE e DEELEY, 2006). 

 
 

 
Quadro 3. Estrutura da Proteína associada à resistência a múltiplos 
fármacos 1 (ABCC1/MRP1). 
Adaptado de: DEELEY, WESTLAKE e COLE, 2006. 

 
 
A expressão de ABCC1 é variável entre os diferentes tecidos e 

os indivíduos. Essa proteína é altamente expressa nos pulmões, 
testículos, rins, esqueleto, músculo cardíaco e placenta (LESLIE, 
DEELEY e COLE, 2005; COLE e DEELEY, 2006; DEELEY, 
WESTLAKE e COLE, 2006). Comparado com outros órgãos, o pulmão 
é o órgão sólido que mais expressa essa proteína. A ABCC1 é 
principalmente expressa no lado basolateral das células epiteliais dos 
brônquios e nos macrófagos alveolares (DEAN, HAMON e CHIMINI, 
2001; VAN DER DEEN et al., 2005). Na maioria dos outros tecidos, a 
ABCC1 também está localizada na superfície celular basolateral, o que 
resulta no efluxo de substratos para a circulação sangüínea (LESLIE, 
DEELEY e COLE, 2005; COLE e DEELEY, 2006). No cérebro, a 
ABCC1 encontra-se na região apical da célula (GRAFF e POLLACK, 
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2004) e serve como uma barreira de permeabilidade de compostos entre 
o sangue e o fluido cerebroespinhal (COLE e DEELEY, 2006). 
Curiosamente, a ABCC1 é muito pouco expressa no fígado adulto, no 
entanto possui altos níveis de expressão em hepatócitos em proliferação 
e linhagens de células tumorais (DEELEY, WESTLAKE e COLE, 
2006). 

A função fisiológica da proteína ABCC1 é de proteger a célula 
contra o acúmulo de substâncias tóxicas, bem como de promover o 
transporte de sinais de transdução através da membrana celular (DEAN, 
HAMON e CHIMINI, 2001; LESLIE, DEELEY e COLE, 2005). A 
ABCC1 é capaz de transportar um amplo espectro de substratos 
aniônicos hidrofóbicos através da membrana celular, no entanto, seus 
principais substratos fisiológicos são o leucotrieno C4 e a glutationa 
oxidada (GSSG) (LOE, DEELEY e COLE, 1996; VAN DER DEEN et 
al., 2005). Essa proteína também é capaz de transportar conjugados de 
GSH, o que a torna uma transportadora de conjugados de GSH e/ou 
transportadora de anions orgânicos (LOE, DEELEY e COLE, 1996). No 
entanto, a interação entre GSH e ABCC1 é complexa e não está 
completamente esclarecida. A GSH parece interagir com a ABCC1, por 
meio de pelo menos quatro diferentes mecanismos (Quadro 4): i) a GSH 
por si só é substrato de baixa afinidade para ABCC1; ii) a GSH é 
requerida para o co-transporte de alguns substratos para ABCC1; iii) a 
GSH estimula o transporte de alguns compostos através da ABCC1, mas 
ela não é co-transportada; iv) o transporte da GSH pode ser intensificado 
por certos compostos, os quais não são substratos para ABCC1 
(BALLATORI et al., 2005). Além da função de transporte, a ABCC1 
parece estar envolvida na regulação de canais endógenos e de outros 
transportadores (LOE, DEELEY e COLE, 1996). 
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Quadro 4. Possíveis mecanismos de interação entre ABCC1 e GSH. (A) 
GSH como substrato para ABCC1; (B) A GSH como co-transportador de 
alguns substratos para ABCC1; (C) GSH como estimulador do transporte 
de certos compostos pela ABCC1, porém, a GSH não é co-transportada; 
(D) O transporte da GSH é acelerado por certos compostos, mas estes não 
são transportados pela ABCC1. 
Adaptado de: BALLATORI et al., 2005. 

 
 
Estudos demonstraram que a expressão de ABCC1 confere um 

perfil de resistência in vitro muito similar ao conferido pela proteína 
ABCB1 (LAUTIER et al., 1996; LOCKHART, TIRONA e KIM, 2003; 
HEMBRUFF et al., 2008). Apesar das similaridades, existem algumas 
diferenças no perfil de resistência oferecido por essas duas proteínas. 
Por exemplo, enquanto a proteína ABCB1 possui uma avidez pelo 
paclitaxol e a colchicina, o que fornece uma grande resistência a esses 
compostos, a ABCC1 não tem uma boa capacidade de extrusão dos 
mesmos, o que faz com que uma expressão de ABCC1 confira apenas 
uma pequena resistência ao paclitaxol e a colchicina (LOE, DEELEY e 
COLE, 1996). Alguns dos substratos mais conhecidos da ABCC1 são: 
as antraciclinas, os alcalóides da vinca, os etoposídeos, o metotrexato, a 
doxorubicina e a daunorubicina (KRUH, 2003; COUTURE, NASH e 
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TURGEON, 2006). O mecanismo mais aceito para explicar a resistência 
conferida pela ABCC1 é o de que a GSH forme complexos com esses 
agentes quimioterápicos, o que possibilita a ABCC1 extruir esses 
compostos para fora da célula (ZAMAN et al., 1995; BORST et al., 
2006; COLE e DEELEY, 2006). Essa hipótese é corroborada por 
estudos que demonstraram que há uma correlação direta entre o aumento 
da expressão de ABCC1 e de GSH em células tumorais (ISHIKAWA et 
al., 1996; KUO et al., 1998). Além disso, está demonstrado que a 
redução da concentração de GSH diminui a resistência mediada pela 
ABCC1, contra alcalóides da vinca e antraciclinas (ISHIKAWA et al., 
1996; KUO et al., 1998; BORST et al., 2000). 

A determinação do significado clínico de expressão de ABCC1 
nas LAs tem sido complicada pelo fato de que todas as linhagens de 
células hematopoiéticas normais possuem uma expressão constitutiva 
dessa proteína. Devido a essa constatação, muitos resultados 
demonstrados na literatura são discordantes  (DEELEY, WESTLAKE e 
COLE, 2006; HIROSE, 2009). Enquanto alguns estudos relatam que a 
alta expressão de ABCC1 é um fator de prognóstico desfavorável em 
diferentes neoplasias hematológicas não tratadas e refratárias à 
quimioterapia, incluindo as LMAs e LLAs (BURGER et al., 1994; 
SCHNEIDER et al., 1995; PLASSCHAERT et al., 2005; SCHAICH et 
al., 2005), outros autores  não encontram correlação entre os níveis de 
expressão de ABCC1 e o desfecho do paciente (DEN BOER et al., 
1998; LEITH et al., 1999; TSIMBERIDOU et al., 2002). Outro desafio 
na interpretação do valor prognóstico da ABCC1 é a possibilidade de 
que as células leucêmicas expressem múltiplos transportadores de 
membrana (DEELEY, WESTLAKE e COLE, 2006). Por exemplo, 
estudos demonstraram que a co-expressão de ABCB1 e ABCC1 em 
células leucêmicas tem um forte impacto negativo na resposta ao 
tratamento e na sobrevida dos pacientes (LEGRAND, ZITTOUN e 
MARIE, 1999; SONNEVELD e LIST, 2001); no entanto, essa 
resistência preditiva não é encontrada quando as proteínas são 
consideradas separadamente (LEGRAND, ZITTOUN e MARIE, 1999).  

 
 

1.2.3 Proteína associada à resistência pulmonar (LRP) 
 

 
A proteína LRP foi inicialmente identificada em células de 

linhagem de câncer de pulmão resistentes a antraciclinas que não 
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apresentavam um aumento de expressão de ABCB1. O gene lrp, que 
codifica a proteína LRP, está localizado na região cromossomal 
16p11.2, próximo ao gene da proteína ABCC1 (IZQUIERDO et al., 
1998; SWERTS, 2006). Diferentemente das proteínas ABCB1 e 
ABCC1, essa proteína de 100 kDa não possui fragmentos 
transmembrana ou sítios de ligação de ATP, não sendo, portanto, 
considerada um membro da superfamília ATP-binding cassette 
(IZQUIERDO et al., 1998; MOSSINK et al., 2003; DURDUX et al., 
2004; SWERTS et al., 2006). A LRP é membro da família MVP e é o 
principal componente das organelas ribonucleoprotéicas denominadas 
de vaults (ROME, KEDERSHA e CHUGANI, 1991; SCHEFFER et al., 
1995; SWERTS et al., 2006). 

O papel funcional dessa proteína ainda não está bem 
esclarecido, mas acredita-se que ela esteja envolvida no transporte de 
substâncias para fora do núcleo e/ou para dentro de vesículas, o que 
sugere que ela exerça um papel nos processos de detoxificação 
(SWERTS et al., 2006). Além disso, a LRP também parece estar 
envolvida no transporte intracelular de substâncias para o 
funcionamento normal da célula, como por exemplo, hormônios, 
ribossomos e RNA mensageiro (mRNA) (LU e SHERVINGTON, 2008; 
KUO, 2009). 

A LRP é expressa em uma variedade de tecidos humanos 
normais. Seus níveis de expressão são variáveis entre os diferentes 
tecidos e indivíduos, altos níveis de expressão são observados no tecido 
epitelial dos brônquios e trato digestivo, bem como nos queratinócitos, 
córtex adrenal e macrófagos (SWERTS et al., 2006). Uma 
superexpressão de LRP também é encontrada em uma variedade de 
células de linhagem tumoral caracterizadas por uma quimioresistência 
intrínseca ou adquirida, o que indica que a regulação positiva do gene 
lrp pode ser uma forma de reação dessas linhagens à exposição a 
agentes citotóxicos (SCHEPER et al., 1993; MULLER et al., 1994; 
IZQUIERDO et al., 1998; MOSSINK et al., 2003; DURDUX et al., 
2004; SWERTS et al., 2006). 

O mecanismo de ação da LRP no fenótipo MDR ainda não está 
completamente compreendido. Baseado na sua função de transporte e na 
sua distribuição celular, um dos mecanismos propostos é que as MVPs 
agem como transportadores de drogas associados à membrana 
citoplasmática e/ou nuclear, transportando os agentes antineoplásicos 
para longe de seus sítios de ação subcelular através de extrusão das 
drogas do núcleo e/ou seu seqüestro em vesículas exocitóticas (Quadro 
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5) (MOSSINK et al., 2003; SWERTS et al., 2006). Apesar de seus 
mecanismos de ação não estarem completamente elucidados, a 
superexpressão de LRP está associada com uma resistência intrínseca a 
vários agentes quimioterápicos, como a doxorubicina, a vincristina, a 
mitoxantrona, o etoposide e os compostos de platina (SCHEPER et al., 
1993; SCHEFFER et al., 1995). 

 
 

 
Quadro 5. Mecanismos de ação propostos para as MVPs. As MVPs podem 
atuar na: 1 e 2 – na compartimentalização intracelular e/ou transporte de 
biomoléculas; 2 – no transporte de fármacos para longe do seu sítio de ação, 
por exemplo o núcleo; 3 – no transporte de fármacos para bombas de efluxo; 
4 – no transporte de fármacos para vesículas exocitóticas. 
Adaptado de: MOSSINK et al., 2003. 

 
 
O resultado da expressão da LRP em células leucêmicas agudas 

ainda é controverso, pois, enquanto alguns trabalhos associam a LRP 
com uma resistência ao tratamento e uma menor sobrevida dos pacientes 
(VALERA et al., 2004; HUH et al., 2006), outros afirmam que a 
expressão de LRP ao diagnóstico não tem um impacto negativo na 
resposta clínica do paciente (DEN BOER et al., 1998; KAKIHARA et 
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al., 1999; SONNEVELD e LIST, 2001). De 26% a 91% dos pacientes 
com LMA superexpressam LRP ao diagnóstico (LIST et al., 1996; 
BORG et al., 1998; FILIPITS et al., 1998; LEITH et al., 1999; 
MICHIELI et al., 1999; MOSSINK et al., 2003). No entanto, quando 
comparada com o momento do diagnóstico, a expressão de LRP nos 
casos de recidiva e refratariedade não está elevada (MOSSINK et al., 
2003). Já nos casos de LLA, a expressão de LRP vai de 10% a 47%, ao 
diagnóstico, para 68% nos casos de recidiva, sugerindo que a expressão 
de LRP pode ser induzida tanto durante a quimioterapia quanto por 
seleção positiva após um tratamento prévio (DEN BOER et al., 1998; 
KAKIHARA et al., 1999; MOSSINK et al., 2003).  
 
 
1.3 Mecanismos de regulação da morte celular por apoptose 
 
 

A apoptose ou morte celular programada é um processo de 
morte celular altamente regulado, fundamental para o controle da 
fisiologia celular e dos tecidos, em resposta a estímulos internos e 
externos, os quais levam à morte celular em poucas horas (TESTA e 
RICCIONI, 2007). Este evento celular caracteriza-se morfologicamente 
pela condensação da cromatina, perda do volume celular, aumento da 
granulosidade citoplasmática e formação de pregas na membrana 
plasmática, culminando na fragmentação celular em corpos apoptóticos 
e fragmentação do DNA em 180 e 200 pares de base, por DNases 
endógenas em oligonucleossomas; entretanto, há a manutenção da 
estrutura das organelas (COULTAS e STRASSER, 2003; SHIOZAKI e 
SHI, 2004; CONRADT, 2009).  

Os mecanismos que regulam a apoptose são complexos e 
consistem na ativação de numerosas vias de sinalização e de 
componentes inibitórios, que compõem vários sistemas paralelos ou 
inter-relacionados, os quais culminam na autodestruição celular (Quadro 
6). Quando esses mecanismos são alterados em favor da sobrevivência 
das células, eles contribuem para o desenvolvimento e persistência do 
câncer (REED, 2000; NOTARBARTOLO et al., 2004; GOELLNER et 
al., 2006). 
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Quadro 6. Vias da apoptose: intrínseca (mitocondrial) e extrínseca 
(receptores de morte). Bax, Bad, Bid, Bik, Bim, proteínas da família Bcl-2 
apoptóticas; Bcl-2, Bcl-xL. Proteínas da família Bcl-2 antiapoptóticas; 
p53, proteína p53; AIF, fator indutor da apoptose; Smac/DIABLO, 
ativador secundário da caspase derivado da mitocôndria; IAP, proteína 
inibidora da apoptose; Apaf-1, fator ativador de caspase; FLIP, proteína 
inibitória associada a Fas; Fas, receptor de superfície celular; FasL, ligante 
de Fas; FADD, proteína associada ao Fas com um domínio de morte. 
Adaptado de: CORRY e ADAMS, 2002. 

 
 
A apoptose é acionada apenas na presença de sinais específicos. 

Vários sinais, externos e internos, podem desencadear um processo 
apoptótico. Como sinais externos, pode-se incluir a ausência de um fator 
de crescimento presente no soro, ou a ligação de um “sinal de morte”, 
por exemplo os quimioterápicos, que induzem a produção de um ligante 
Fas(Fas ligand), que ativam do receptor Fas (KAUFMANN e 
EARNSHAW, 2000). Os sinais internos compreendem aqueles que 
surgem quando, durante o processo de replicação do DNA, acontecem 
muitos erros e danos a essa macromolécula e o sistema de reparo do 
DNA não consegue repará-los (LODISH et al., 2000; WEINBERG, 
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2000). Outro fator que inicia a apoptose é a liberação do citocromo C 
pelas mitocôndrias, resultante da transição de permeabilidade da 
membrana, que pode ativar as caspases, que são as executoras da 
apoptose (KANNAN e JAIN, 2000; SARASTE e PULKKI, 2000). As 
caspases têm um papel preponderante na apoptose. Elas são cisteíno-
proteases, que estão presentes na forma de zimogênio (forma inativa) e 
são ativadas em cascatas proteolíticas. A ativação das pró-caspases 
iniciadoras (procaspases 8, 9 e 10) induz a ativação das caspases 
efetoras (caspases 3, 6 e 7), as quais quebram substratos específicos, 
como a laminina, proteínas do citoesqueleto e o inibidor de CAD 
(DNAase ativada por caspase) (TESTA e RICCIONI, 2007; DEL 
POETA et al., 2008). 

A apoptose pode ser inibida ao nível de pró-caspases iniciadoras 
ou caspases efetoras, servindo como “pontos de verificação” durante o 
processo de ativação das caspases. Por exemplo, a família das proteínas 
antiapoptóticas ADEDs (assim denominadas pela sua função 
antiapoptótica e pela presença de um domínio efetor de morte) bloqueia 
a apoptose pela supressão das caspases iniciadoras, as quais são ativadas 
pelos 8 receptores de fator de necrose tumoral (TNF). Outro grupo de 
proteínas antiapoptóticas que inibe as caspases iniciadoras é o da família 
da proteína Bcl-2. Essas proteínas são moduladoras centrais da apoptose 
na via mitocondrial, regulando a liberação do citocromo c para o citosol, 
que, por sua vez, se liga ao fator ativador de caspase Apaf-1, 
promovendo alterações conformacionais que permitem a ativação da 
caspase 9 e, subseqüentemente, a ativação em cascata das caspases. A 
família é constituída de proteínas com funções opostas, isto é, enquanto 
algumas proteínas inibem a apoptose, como a Bcl-2, Bcl-x, Bcl-xL, A1 e 
Mcl-1, outras a ativam, como é o caso da Bax, Bik, Bak, Bad e Bcl-xS. 
Sob circunstâncias normais, o delicado equilíbrio entre as duas classes 
de proteínas influencia no resultado final, no qual a célula é induzida à 
apoptose ou não (KUSENDA, 1998; RUVOLO, DENG e MAY, 2001). 

O desequilíbrio entre Bcl-2 e Bax leva à resistência ou à 
sensibilização por estímulos de morte, como os quimioterápicos. No 
câncer, o desequilíbrio é em favor da inibição da apoptose, como pode 
ser observado nos linfomas, cuja translocação dos cromossomas 14;18 
resulta na superexpressão de Bcl-2. A superexpressão de Bcl-2 tem 
emergido como um fator de mau prognóstico nos pacientes com 
leucemia aguda (KUSENDA, 1998; CAMPOS et al., 1999; ONG et al., 
2000; RUVOLO, DENG e MAY, 2001; SUAREZ et al., 2001). Estudos 
com linfócitos normais e células de linfomas demonstraram que uma 
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superexressão de Bcl-2 inibe a apoptose induzida por radiação e 
antineoplásicos e promove um maior tempo de vida da célula, bem 
como uma expansão clonal continuada (STRASSER et al., 1994; 
SCHMITT, ROSENTHAL e LOWE, 2000). Vários estudos 
correlacionam altos níveis de expressão de Bcl-2 com uma pior resposta 
à quimioterapia e um reduzido tempo de sobrevida global (CAMPOS et 
al., 1993; MAUNG et al., 1994; BRADBURY e RUSSELL, 1995; 
LAURIA et al., 1997; KARAKAS et al., 1998; MENENDEZ et al., 
2004). Além disso, com relativa freqüência, pacientes com LMA 
apresentam uma expressão aumentada de Bcl-2 associada a uma 
positividade para CD34, pior resposta à quimioterapia e uma 
sobrevivência significativamente mais curta (BRADBURY e 
RUSSELL, 1995; CAMPOS et al., 1999; SHIKAMI et al., 1999; 
WUCHTER et al., 1999; TOTHOVA et al., 2002).  

A proteína Bcl-2 possui em sua estrutura um domínio 
transmembrana que permite a sua fixação nas membranas do retículo 
endoplasmático e mitocondrial, locais onde permanecem continuamente 
fixas e exercem a sua função protetora contra a morte celular (PATEL e 
GORES, 1995; CORY e ADAMS, 2002). Como todos os membros da 
sua família, a proteína Bcl-2 possui um domínio protéico comum, 
denominado BH3. A Bcl-2 também possui outros três domínios 
homólogos, conhecidos como domínios BH1, BH2 e BH4 (Quadro 7). O 
domínio BH4 está presente apenas nos membros com função 
antiapoptótica, como a Bcl-2, o que sugere que esse domínio esteja 
diretamente relacionado com essa atividade (SCHULZE-BERGKAMEN 
e KRAMMER, 2004). Por outro lado, o domínio BH3 parece estar 
relacionado com a função pró-apoptótica dessas proteínas (KELEKAR e 
THOMPSON, 1998), uma vez que alguns membros da família Bcl-2, 
conhecidos como BH3-only, não apresentam os domínios BH1, BH2 ou 
BH4 e exercem uma atividade pro-apoptótica importante (SCHULZE-
BERGKAMEN e KRAMMER, 2004). Já os domínios BH1 e BH2 
mostram uma atividade relacionada com a formação de canais iônicos, 
regulando a liberação de citocromo C pela mitocondria (KLUCK et al., 
1997; YANG et al., 1997). 
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Quadro 7: Proteína Bcl-2. Adaptado de: CORY e ADAMS, 2002. 
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CAPÍTULO 2: PADRONIZAÇÃO DA 
TRANSCRIÇÃO REVERSA – REAÇÃO 

EM CADEIA DA POLIMERASE 
SEMIQUANTITAVA (RT-PCR 

SEMIQUANTITATIVA) 
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2.1 Cultura de células 
 
 

Para a padronização da extração de RNA total, foram utilizadas 
células de linhagem de LLA de origem murina L-1210. Para a 
padronização da RT-PCR, foram utilizadas células de linhagem de LMA 
de origem humana K562-Lucena, que expressam abcb1 (VALERA et 
al., 2004);  e células de linhagem de LLA de origem humana Jurkat, que 
expressam abcc1  e lrp  (HAMMOND et al., 2007).  As células foram 
mantidas em garrafas plásticas para cultura celular contendo meio 
DMEM ou RPMI suplementado com 10% de soro fetal bovino, 100 
U/ml de penicilina, 100 µg/ml de estreptomicina e 10 mM de tampão 
HEPES em pH 7.4. As células foram mantidas em estufa úmida a 37ºC 
contendo 5% de CO2. Para a realização dos experimentos, o número de 
células viáveis foi avaliado pelo método de exclusão do corante Azul de 
Trypan (0,5%). 
 
 
2.2 Obtenção das células leucêmicas de pacientes 
 
 

As amostras de sangue periférico ou medula óssea dos pacientes 
com diagnóstico de LMA ou LLA foram colhidas com EDTA e 
processadas em até 30 minutos. As amostras foram diluídas em tampão 
fosfato (PBS) numa proporção de 1 mL de amostra para 0,5 mL de PBS. 
Após diluição, a amostra foi colocada sobre 4 mL de Ficoll-Hypaque 
(densidade 1.077 g/m3; Sigma-Aldritch, St. Louis, USA) e centrifugada 
a 300 x g por 30 minutos. A interfase com as células mononucleadas foi 
transferida para um tubo cônico, ressuspendida em 10 mL de tampão 
PBS e centrifugada a 200 x g por 10 minutos. Após a centrifugação, o 
sobrenadante foi descartado e as células foram novamente lavadas com 
PBS e centrifugadas. Ao fim da última lavagem, as células foram 
ressuspendidas em 1 mL de PBS e o número de células viáveis foi 
avaliado pelo método de exclusão do corante Azul de Trypan (0,5%). 
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2.3 Padronização da extração do RNA total 
 
 
Para a padronização da extração de RNA total, foram utilizadas 

células de linhagem L-1210. Os métodos testados foram os de 
isotiocianato de guanidina-fenol-clorofórmio (SAMBROOK e RUSSEL, 
2001) e de isotiocianato de guanidina não baseado em fenol 
(GERSTEIN, 2001). 

A extração com isotiocianato de guanidina-fenol-clorofórmio 
utilizou os seguintes reagentes: TRIzol (Invitrogen, Carlsbad, CA, 
USA), clorofórmio, isopropanol, água dietil pirocarbonato (DEPC) 
(Sigma-Aldritch, St. Louis, USA), etanol 75% e solução precipitante de 
RNA (NaCl 1,2M:Citrato de Sódio 0,8M). Para a padronização do 
método, foi adicionado 1 mL de TRIzol para cada 1 x 106 de células L-
1210. Após a adição do TRIzol, a amostra foi homogeneizada com a 
própria pipeta e incubada à temperatura ambiente por 5 minutos, logo 
em seguida, foram adicionados 200 µL de clorofórmio e o tubo foi 
homogeneizado com vortex (Vortex Mixer, Vision Scientific Co.) por 15 
segundos. A amostra foi centrifugada a 10000 x g por 15 minutos a 4ºC 
e a fase aquosa foi transferida para um tubo de 1,5 mL, onde foram 
adicionados 250 µL de isopropanol e 250 µL de solução precipitante de 
RNA. A amostra foi incubada por 10 minutos à temperatura ambiente. 
Após incubação, a amostra foi centrifugada a 15000 x g por 10 minutos 
a 4ºC e o sobrenadante foi retirado com auxílio de pipeta. O sedimento 
restante no fundo do tubo foi lavado duas vezes com 500 µL de etanol 
75% e centrifugado novamente a 15.000 x g por 10 minutos a 4ºC. Após 
a segunda lavagem, o sobrenadante foi retirado com auxílio de pipeta e o 
sedimento foi secado. Após secagem do sedimento, foram adicionados 
50 µL de água DEPC e dissolvido em banho-maria a 56ºC por 10 
minutos.  

A extração com isotiocianato de guanidina não baseado em 
fenol utilizou os seguintes reagentes: solução de isotiocianato de 
guanidina 5M, solução de dióxido de sílica acidificada, solução de 
lavagem de isotiocianato de guanidina, acetona, água dietil 
pirocarbonato (DEPC) (Sigma-Aldritch, St. Louis, USA) e etanol 75%. 
Para a padronização do método, foi adicionado 1 mL de solução de 
isotiocianato de guanidina 5M para cada 1 x 106 de células L-1210. 
Após a adição da solução de isotiocianato de guanidina 5M, a amostra 
foi homogeneizada com a própria pipeta e incubada a 15ºC over night. 
Após incubação, foram adicionados 50 µL de solução de dióxido de 
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sílica acidificada e o tubo foi homogeneizado com vortex por 2 minutos. 
A amostra foi centrifugada a 300 x g por 1 minuto à temperatura 
ambiente e o sobrenadante foi descartado. À sílica, foram adicionados 
500 µL de solução de lavagem de isotiocianato de guanidina e o tubo foi 
novamente centrifugado a 300 x g por 1 minuto à temperatura ambiente. 
O sobrenadante foi descartado e a lavação com solução de lavagem de 
isotiocianato de guanidina foi repetida mais uma vez. Logo após, a sílica 
foi lavada duas vezes com 500µL de etanol 75% e, após cada lavagem, 
centrifugada a 300 x g por 1 minuto à temperatura ambiente. 
Posteriormente, foi realizada uma última lavagem com 500 µL de 
acetona, seguida de secagem em termobloco por 10 minutos a 56ºC. 
Depois de seca, a sílica foi reidratada com 50 µL de água DEPC e 
incubada por 10 minutos a 56ºC. Após incubação, o tubo foi 
centrifugado a 10000 x g por 5 minutos e o sobrenadante contendo o 
RNA total foi transferido para um tubo de 1,5 mL. 

 Ao término das extrações, a integridade das amostras de RNA 
total e a verificação de possível contaminação com DNA foram 
analisadas por eletroforese em gel de agarose 1% (60 volts/30 minutos) 
corado com brometo de etídio. Foram aplicados no gel 5 µL de cada 
amostra e as bandas de RNA ribossomal 28S e 18S foram visualizadas 
em transiluminador (HOEFER-MacroVue UV-20) sob luz UV de 320 
nm (Figura 1). Todas as amostras foram armazenadas em freezer -70ºC 
até posterior utilização. 
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Figura 1. Géis de integridade de RNA total para a padronização da extração de 
RNA total. Linha 1 – RNA total extraído de 1 x 106 células L-1210 pelo método 
de isotiocianato de guanidina-fenol-clorofórmio; Linha 2 – RNA total extraído 
de 1 x 106 células L-1210 pelo método de isotiocianato de guanidina não 
baseado em fenol. 
 
 

Com ambas as metodologias obteve-se quantidades de RNA 
total suficiente. No entanto, como pode ser observado na Figura 1, linha 
2, o método de isotiocianato de guanidina não baseado em fenol 
apresentou uma grande contaminação com DNA, além de uma grande 
degradação do RNA. Dessa forma, a metodologia de extração escolhida 
foi a de isotiocianato de guanidina-fenol-clorofórmio, utilizando-se o 
reagente comercial TRIzol.   
 
 
2.4 Padronização do número de células blásticas de pacientes 
 
 

Para a padronização do número de células blásticas de pacientes 
com LA a ser utilizada na extração de RNA total com TRIzol, foram 
utilizadas células blásticas de pacientes com diagnóstico de LMA ou 
LLA, separadas por gradiente de densidade. 

Foi adicionado 1 mL de TRIzol em tubos contendo entre 1 x 106 
e 3 x 106 células blásticas de pacientes. A extração foi realizada 
conforme protocolo descrito no item 2.3. A integridade das amostras de 
RNA total e a possível contaminação com DNA foram analisadas por 
eletroforese em gel de agarose 1% (60 volts/30 minutos) corado com 
brometo de etídio. Foram aplicados no gel 5 µL de cada amostra e as 

  Linha       1         2         

28S 

18S 

DNA 
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bandas de RNA ribossomal 28S e 18S, foram visualizadas em 
transiluminador sob luz UV de 320 nm (Figura 2). Todas as amostras 
foram armazenadas em freezer -70ºC até posterior utilização. 

 

 
Figura 2. Géis de integridade de RNA total para a padronização do número de 
células blásticas. Linha 1 – RNA total extraído de 1 x 106 células blásticas de 
paciente com leucemia aguda; Linha 2 – RNA total extraído de 2 x 106 células 
blásticas de paciente com leucemia aguda; Linha 3 – RNA total extraído de 2,7 
x 106 células blásticas de paciente com leucemia aguda; Linha 4 – RNA total 
extraído de 3 x 106 células blásticas de paciente com leucemia aguda. 

 
 
A extração, feita com 1 x 106 células blásticas de paciente, 

obteve uma pequena quantidade de RNA total, sendo possível observar 
apenas uma fraca banda na altura de 28S (Figura 2, linha 1). Todas as 
outras quantidades de células blásticas de pacientes forneceram 
quantidade apreciáveis de RNA total e ausência de contaminação com 
DNA. Como a extração de RNA total com 3 x 106 células blásticas de 
paciente com LA apresentou as bandas com maior intensidade (Figura 2, 
linha 4), determinou-se esta como a quantidade de células blásticas a ser 
utilizada nos demais experimentos. 
 
 
2.5 Síntese de cDNA complementar (primeira fita) 
 
 

A síntese de DNA complementar (cDNA) foi feita através da 
reação de transcriptase reversa utilizando-se a enzima SuperScript III 

  Linha       1         2        3         4        
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(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). Todos os demais reagentes também 
foram adquiridas da Invitrogen (Carlsbad, CA, USA). 

A quantificação e verificação da qualidade do RNA foram 
realizadas utilizando-se uma programação de leitura de RNA (a 260 nm 
e 280 nm) em um espectrofotômetro (BioPhotometer plus, Eppendorf). 
Para a leitura da densidade óptica, 2 µL de cada amostra foram diluídos 
em 98 µL de água DEPC. Para o cálculo da concentração de RNA, 
considerou-se que, no comprimento de onda de 260 nm, o valor de 
absorbância de 1 é igual a 38 µg/mL de RNA. A qualidade do RNA foi 
avaliada pela razão dos valores de absorbância em 260 nm e 280 nm, e 
foram concideradas de boa qualidade amostras com uma razão superior 
a 1,8 (SAMBROOK e RUSSEL, 2001).  

O protocolo para a síntese do cDNA foi dividido em três fases. 
Na primeira fase, foi realizada a desnaturação na qual de 1 µg a 5 µg de 
RNA total foram adicionados em tubos de 200 µL e completou-se o 
volume para 10 µL com água DEPC. Os tubos foram colocados no 
termociclador (Mastercycler Personal, Eppendorf) utilizando-se um 
programa de 70ºC por 5 minutos em seguida os tubos foram retirados do 
termociclador e incubados no gelo por 5 minutos. Para a segunda fase, 
foi preparada uma solução mix com volume suficiente para o número de 
amostras. Para cada amostra, foram adicionado à solução mix 5 µL de 
tampão first strand, 2 µL de DTT (0,1M), 2 µL de random hexamers 
(100 ng/µL), 0,4 µL de dNTP mix (100 mM cada), 0,5 µL de 
RNAseOUT (40 U/µL), 0,5 µL de Super Script III (200 U/µL) e água 
DPEC q.s.p. para 50 µL. A cada tubo contendo o RNA total 
desnaturado, foi adicionado 15 µL da solução mix. Após a adição da 
solução mix, as amostras foram levadas ao termociclador utilizando-se 
um programa de 25ºC por 5 minutos, então 37ºC por 60 minutos, 
seguida de uma inativação da enzima a 90ºC por 5 minutos. Após a 
inativação, foi realizada uma última fase de incubação no gelo por 5 
minutos. Após essa fase, completou-se a síntese de cDNA e as amostras 
foram dosadas e armazenadas em freezer a -20ºC. 

 
 

2.6 Quantificação de cDNA 
 
 
A quantificação de cDNA foi realizada utilizando-se uma 

programação de leitura de RNA (a 260 nm) em um espectrofotômetro 
(BioPhotometer plus, Eppendorf). Para a leitura da densidade óptica, 2 
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µL de cada amostra foram diluídos em 98 µL de água DEPC. Para o 
cálculo da concentração de cDNA, considerou-se que, no comprimento 
de onda de 260 nm, o valor de absorbância de 1 é igual a 38 µg/mL de 
cDNA. A qualidade do cDNA foi avaliada pela razão dos valores de 
absorbância em 260 nm e 280 nm, e foram concideradas de boa 
qualidade amostras com uma razão superior a 1,8 (SAMBROOK e 
RUSSEL, 2001). 

O espectrofotômetro foi zerado com água DEPC para excluir 
qualquer interferência da água no momento da leitura das amostras.  
 
 
2.7 Padronização da reação em cadeia da polimerase (PCR) 
 
 

As reações de PCR foram realizadas utilizando-se a Taq DNA 
polimerase (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). Todos os demais reagentes 
também foram adquiridos da Invitrogen (Carlsbad, CA, USA).  

Os pares de oligonucleotídeos iniciadores ou primers (Tabela 3) 
utilizados para avaliar a expressão de abcb1, abcc1 e lrp foram 
previamente descritos por Valera et al. (2004) e a expressão de 
gliceraldeídao-3-fosfato desidrogenase (GAPDH) foi utilizada para a 
normalização das bandas. 
 
 

Tabela 3. Sequência dos Oligonucleotídeos Iniciadores ou Primers 
 

Gene Sequência 
Tamanho 

do 
produto 

sense 5’–CCCATCATTGCAATAGCAGG–3’ 
abcb1 

antisense 5’–GTTCAAACTTCTGCTCCTGAG–3’ 
157pb 

sense 5’–TGGGACTGGAATGTCACG–3’ 
abcc1 

antisense 5’–AGGAATATGCCCCGACTTC–3’ 
260pb 

sense 5’–GTCTTCGGGCCTGAGCTGGTGTCG–3’ 
lrp 

antisense 5’–CTTGGCCGTCTCTTGGGGGTCCTT–3’ 
240pb 

sense 5’–CGTCTTCACCACCATGGAGAA–3’ 
GAPDH 

antisense 5’–GAGGCAGGGATGATGTTCTG–3’ 
330pb 
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Para a padronização da PCR, as células de linhagem de LMA de 
origem humana K562-Lucena foram utilizadas como controle positivo 
de expressão para os pares de primers abcb1 e GAPDH; as células de 
linhagem de LLA de origem humana Jurkat foram utilizadas como 
controle positivo de expressão para os pares de primers abcc1 e lrp. As 
células foram cultivadas e contadas; e a partir de amostras contendo 3 x 
106 células, foram realizadas a extração de RNA total e a síntese de 
cDNA. A temperatura de pareamento dos primers foi calculada pelo 
BioPHP - Melting Temperature (Tm) calculation software 
(insilico.ehu.es, Espanha) e as condições da reação foram ajustadas de 
forma que todas as temperaturas de pareamento (melting) ficassem 
abaixo de 65ºC. As temperaturas de pareamento utilizadas foram as 
seguintes: 53ºC para abcb1, 60ºC para abcc1, 64ºC para lrp e 60ºC para 
GAPDH. 

Todas as reações foram preparadas com um volume final de 
50µL. As reações de PCR com os primers para abcb1 e lrp, foram 
padronizadas nas seguintes condições: 1 µg de cDNA, 5 µL de tampão 
10X concentrado para Taq DNA polimerase (20mM Tris-HCl, pH 8.4; 
50mM KCl), 0,75 µL de MgCl2 (50 Mm), 0,4 µL de dNTP mix (100 mM 
de cada), 1 µL de primer sense e antisense (10 mM cada), 0,4 µL de Taq 
DNA polimerase (5 U/µL) e água ultra-pura q.s.p para 50µL. As 
condições das reações com os primers  para abcc1 e GAPDH foram 
iguais as dos outros primers com exceção da quantidade de MgCl2, que 
foi de 1,5 µL (50 mM). 

As condições de reação foram: desnaturação inicial a 94ºC por 
5 minutos, pareamento inicial nas respectivas temperaturas de 
pareamento de cada par de primer por 2 minutos, seguido de 30 ciclos 
de desnaturação a 94ºC por 1 minuto, 1 minuto de pareamento nas 
respectivas temperaturas de pareamento de cada par de primer, e 
extensão a 72ºC por 1 minuto e uma extensão final a 72ºC por 10 
minutos. O produto das PCRs foram submetidas à eletroforese em gel 
de agarose a 2% a 100 volts por 30 minutos e coradas com brometo de 
etídio. As bandas foram visualizadas em transiluminador sob luz UV de 
320 nm (Figura 3). O tamanho dos fragmentos foi estimado, por 
comparação, com o marcador de tamanho molecular 50pb. 
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Figura 3. Gel apresentando a padronização da reação em cadeia da polimerase 
(PCR). Linha 1 – Marcador de tamanho molecular 50pb; Linha 2 – Produto da 
PCR com os primers para GAPDH (330pb); Linha 3 – Produto da PCR com os 
primers para abcb1 (157pb); Linha 4 – Produto da PCR com os primers para 
abcc1 (260pb); Linha 5 – Produto da PCR com os primers para lrp (240pb); 
Linha 6 – Marcador de tamanho molecular 50pb.   
 
 
2.8 Padronização do número de ciclos 
 
 

Para padronização do número de ciclos, as PCRs foram 
realizadas conforme protocolo adotado e cada grupo de reações foi 
interrompida após 20, 25, 30 e 35 ciclos. Após o término dos ciclos, os 
produtos das PCRs foram submetidas à eletroforese em gel de agarose 
2% a 100 volts por 30 minutos e coradas com brometo de etídio. As 
bandas dos géis foram visualizadas em transiluminador sob luz UV de 

Linha           1     2    3    4     5    6 

250pb 
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320 nm e submetidas a um programa de análise digital (NIH ImageJ1.40 
software, National Institute of Health website) no qual foi avaliada a 
intensidade média de cada banda (Figura 4). 

 
 

 
Figura 4. Representações gráficas dos resultados de intensidade média das 
bandas em função da variação do número de ciclos. Painel A - Intensidade 
média das bandas para abcb1. Painel B - Intensidade média das bandas para 
abcc1. Painel C - Intensidade média das bandas para lrp. Painel D - 
Intensidade média das bandas para GAPDH. Cada ponto representa a Média 
± EPM (n=3). 

 
 
Dessa forma, foi possível padronizar o 25º ciclo para os primers 

abcb1 e GAPDH e o 30º ciclo para os primers abcc1 e lrp, pois nesses 
ciclos, essas reações apresentaram um aumento linear da intensidade 
média de suas bandas. 
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CAPÍTULO 3: PERFIL DE EXPRESSÃO 
DAS PROTEÍNAS DE RESISTÊNCIA A 

MÚLTIPLAS DROGAS EM PACIENTES 
RECÉM DIAGNOSTICADOS COM 

LEUCEMIA AGUDA 
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As LAs apresentam características clínicas, prognósticas e de 
resposta ao tratamento diferentes entre pacientes adultos e crianças 
(SCHRAPPE et al., 2000; GOKBUGET e HOELZER, 2002). Enquanto 
a LLA é a leucemia mais comum na infância, nos adultos ela é 
responsável por apenas 20% dos casos de LA. Atualmente, 60% a 80% 
dos adultos com LLA podem atingir remissão completa, mas apenas 
30% a 40% apresentam sobrevida livre de doença de dois anos (ZAGO, 
FALCÃO e PASQUINI, 2005; SWERDLOW et al., 2008). Essas taxas 
de sobrevida contrastam com os mais de 80% de crianças com LLA que 
atingem remissão completa (KRAILO et al., 1993; ZAGO, FALCÃO e 
PASQUINI, 2005; SWERDLOW et al., 2008). Assim como na LMA 
infantil, os casos de LMA em adultos são de difícil tratamento e a 
maioria dos pacientes recidivam e morrem após dois anos em remissão 
(SHIPLEY e BUTERA, 2009). O prognóstico para pacientes acima de 
50 anos é ainda pior e estes podem apresentar sobrevida livre de doença 
de apenas 9 a 12 meses, raramente chegam a dois anos em remissão 
(LEITH et al., 1997; KUENDGEN e GERMING, 2009). 

A resistência à quimioterapia é considerada uma das principais 
responsáveis pelo insucesso no tratamento das LAs (ESTEY, 2001) e 
representa o maior obstáculo clínico no tratamento de neoplasias 
hematológicas (COVELLI, 1999). A resistência à quimioterapia 
frequentemente resulta da superexpressão de proteínas transportadoras 
de membrana, como a ABCB1, ABCC1 e LRP ou de alterações na 
regulação da apoptose, com o envolvimento das proteínas da família 
Bcl-2 (KRISHNA e MAYER, 2000). Estudos têm demonstrado que 
essas proteínas encontram-se relacionadas com a resistência ao 
tratamento nas LAs, pior resposta à terapia de indução e uma redução da 
sobrevida livre de doença (ONG et al., 2000; SUAREZ et al., 2001; 
TSIMBERIDOU et al., 2002; MAHADEVAN e LIST, 2004; VALERA 
et al., 2004; KOURTI et al., 2007; LOURENCO et al., 2008; CORTEZ 
et al., 2009). No entanto, outros estudos não encontraram esse impacto 
adverso da expressão dessas proteínas nas LAs (DEN BOER et al., 
1998; KAKIHARA et al., 1999). Apesar do grande número de trabalhos 
até agora publicados, a importância clínica das proteínas de resistência a 
múltiplas drogas em pacientes com LA ainda não está esclarecida e os 
resultados permanecem controversos. 

Acredita-se que possam existir diferenças celulares intrínsecas 
entre as células blásticas dos adultos e das crianças, o que poderiam 
explicar os diferentes perfis de sensibilidade a fármacos e prognósticos 
(STYCZYNSKI et al., 2000). Considerando as peculiaridades entre as 
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LAs em adultos e crianças, dividimos o presente estudo em duas 
vertentes. Um trabalho avaliou a importância da ABCB1, ABCC1, LRP 
e Bcl-2 no diagnóstico e prognóstico das LAs pediátricas e outro em 
adultos.  
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Abstract 
Clinical resistance to chemotherapy in acute leukemia (AL) is often 
associated with the overexpression of membrane transport-associated 
multidrug resistance (MDR) proteins or alterations in the expression of 
members of the bcl-2 family. The aim of the present study was to assess 
the expression profile of MDR-related proteins ABCB1, ABCC1, LRP, 
and Bcl-2 in terms of clinical and biological variation in adults with 
acute leukemia. The levels of MDR gene mRNA expression at diagnosis 
were analyzed by semi-quantitative PCR and the expression levels of 
MDR proteins were analyzed by flow cytometry using the mean values 
as cutoff points in consecutive samples from 29 adults with AL. All 
proteins studied presented wide variability of expression. ABCB1 and 
ABCC1 gene expression and protein expression showed no significant 
correlation. Higher expression levels of the abcb1 gene were associated 
with older age (P = 0.003) and lower levels of LDH (P = 0.02). The 
present data suggest that an abcb1 gene overexpression can be 
associated with a poor prognostic and that the method of choice to 
evaluate chemotherapy resistance-related proteins is a major variable, 
which difficult the use of these proteins as reliable markers for clinical 
MDR. 
 
Keywords: Adult AML. Adult ALL. Multidrug resistance. 
Antiapoptotic proteins. 
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Introduction 
 
Clinical resistance to chemotherapy in acute myeloid and 

lymphoid leukemia (AML and ALL) is often associated with the 
overexpression of membrane transport-associated multidrug resistance 
(MDR) proteins [1,2]. Such overexpression leads to lower intracellular 
drug accumulation and hence reduce cellular toxicity of 
chemotherapeutic agents [1]. The permeability glycoprotein 
(ABCB1/Pgp/MDR1) is a well characterized efflux pump of several 
first-line drugs used in leukemia chemotherapy, such as vinca alkaloids, 
anthracyclines, and epipodophyllotoxins [1,3]. At the cellular level, the 
function of ABCB1 has been extensively researched in many types of 
cancer cells [4,5]. In leukemia patients, cellular drug resistance profiles 
determined in vitro at the time of presentation showed a strong 
correlation with the outcome [2,6]. ABCB1 activity and expression 
represent independent risk factors for treatment failure in acute myeloid 
leukemia [7] and has been associated with lower complete remission 
(CR) rates and, in some studies, shorter overall survival for patients 
treated with standard therapeutic regimens [6,8]. However, other reports 
found no such correlations [7,9]. Multidrug Resistance-Related Protein 
(ABCC1/MRP1) was subsequently identified in cell lines displaying a 
typical MDR phenotype without elevated ABCB1 levels [4]. Several 
studies have shown that ABCC1 and ABCB1 expression confers in vitro 
resistance to a wide range of anticancer drugs, including methotrexate 
[3]. However, the role of ABCC1 in inducing the MDR phenotype in 
cancer patients is still controversial and its expression at diagnosis was 
usually not correlated with the outcome in patients with leukemia 
[6,7,9], although ABCC1 gene expression has been reportedly correlated 
with clinical response and survival in leukemia cases [2]. Thus, the role 
of ABCC1 in determining the prognosis for patients with leukemia 
remains to be understood [4]. Another protein associated with an MDR 
phenotype that does not belong to the ABC protein family is the lung 
resistance protein (LRP). It is a human major vault protein (MVP) 
whose overexpression is correlated with intrinsic resistance to 
doxorubicin, vincristine, mitoxantrone, etoposide, and platinum 
compounds [10]. While the exact cellular function of MVP remains to 
be elucidated, its expression closely reflects the chemoresistance profile 
of many tumor cell lines and untreated cancers [10,11]. LRP gene 
expression at diagnosis appeared to be associated with resistance to 
induction chemotherapy in acute leukemia patients and was strongly 



 
 

82 

related to poorer event-free survival [12,13]. However, other studies did 
not detect an adverse impact from LRP expression upon diagnosis 
[9,14]. Although MDR phenotype is often associated with the efflux of 
chemotherapeutic agents mediated by membrane transporter proteins, 
the overexpression of genes encoding anti-apoptotic proteins is also 
known to promote the survival of leukemic cells by inhibition of 
apoptotic mechanisms and therefore to therapeutic failure [15]. It has 
been suggested that the expression of members of the bcl-2 family is 
involved in the cellular mechanisms contributing to chemotherapeutic 
resistance in AML [16,17]. Experiments with normal lymphocytes and 
lymphomas have demonstrated that Bcl-2 overexpression inhibits 
radiation- and anti-cancer drug-induced apoptosis in short-term assays 
and promotes long-term survival and continued clonogenic growth [18]. 
In several studies, high Bcl-2 expression levels correlated with a poor 
response to chemotherapy and reduced overall survival in AML [19,20]. 
Despite the overwhelming evidence that drug transporters and anti-
apoptotic proteins can confer resistance to a variety of chemotherapy 
agents in tumor cells in vitro, attempts to use their expression as 
definitive biomarkers for the identification of drug resistant tumors have 
achieved mixed success [3]. The aim of the present study was to 
simultaneously analyze the expression of genes and proteins related to 
multidrug resistance (ABCB1, ABCC1, and LRP) and apoptosis (Bcl-2) 
in the blast cells of 29 patients with acute leukemia at diagnosis, and 
evaluate whether any correlation exists between the expression of these 
proteins and established prognostic factors. 
 
Patients and methods 
 
Patients and leukemic cells 

 
A total of 29 consecutive patients (16 males and 13 females; 

median age of 44 years, ranging from 15 to 84 years old) diagnosed with 
either AML (n=19) or ALL (n=10) were included in the present study.  
The diagnosis was made by standard morphological analysis and by 
flow cytometry immunophenotyping. The distribution of patients 
according to the WHO [21] criteria was as follows: acute promyelocytic 
leukaemia with t(15;17), 6 cases; AML with minimal differentiation, 1 
case; AML without maturation, 1 case; AML with maturation, 5 cases; 
acute myelomonocytic leukaemia, 1 case; erythroleukemia, 1 case; 
AML secondary to a myelodysplastic syndrome, 3 cases; AML 
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secondary to a myeloproliferative neoplasia, 1 case; B-derived ALL, 7 
cases, and T-derived ALL, 3 cases. Unfavorable events occurred in 17 
patients (59%). Of these, 2 relapsed and 15 died during induction or in 
clinical remission. In these patients all deaths were associated with 
treatment complications. 

Bone marrow (BM) and peripheral blood (PB) samples were 
obtained at diagnosis and before treatment. In all cases, BM or PB 
samples were collected in EDTA anticoagulant after informed consent 
was given according to the local Ethics Committee (CEPSH-UFSC/ 
nº238/03) and analyzed as described below. Leukemic cells were 
isolated by density gradient centrifugation in Ficoll-Hypaque (density 
1.077 g/m3; Sigma-Aldritch, St. Louis, USA). 
 
Semi-quantitative reverse transcription-polymerase chain reaction (RT-
PCR) 
 

All RT-PCR reagents were purchased from Invitrogen 
(Carlsbad, CA, USA). Total RNA was isolated using the TRIzol™ 
Reagent following instructions by the manufacturer. RNA samples were 
analyzed for RNA integrity by gel electrophoresis. The reverse 
transcription reaction was performed using 5 µg of total RNA and up to 
10 µL of DEPC treated water (0.1% v/v). The mixture was heated for 5 
min at 70 ºC and quick chilled in ice for 5 min, then 5 µL of first strand 
buffer, 2 µL of DTT Molecular Grade (0.1 M), 2 µL of random 
hexamers (100 ng/µL), 0.4 µL of dNTP mix (100 mM each), 0.5 µL of 
RNAseOUT (40 U/µL), and 0.5 µL of SuperScript III Reverse 
Transcriptase (200 U/µL) were added to it. The mixture was incubated 
at 25 ºC for 5 min, then heated for 60 min at 37 ºC and the reaction was 
inactivated at 90 ºC for 5 min. The cDNAs were stored at -20 ºC until 
the PCR reaction was done. The expression of abcb1, abcc1, and lrp 
gene was then assessed by RT-PCR in 50 µL volume reaction, 
containing 1 µg of cDNA, 5 µL of 10X PCR buffer, 0.4 µL of dNTPmix 
(100 mM each), 1 µL of sense and antisense primers (10 mM each), 0.4 
µL of Taq DNA Polymerase (5 U/µl), and 1.5 µL of MgCl2 (50 mM) for 
GAPDH and abcc1 or 0.75 µL for abcb1 and lrp. GAPDH gene 
expression served as an endogenous control. Primer sequences, 
annealing temperatures, and thermal cycles were previously described 
elsewhere [13]. All RT-PCR reactions were performed in duplicate. The 
PCR products were visualized on 2% agarose gel with ethidium bromide 
staining and analyzed densitometrically with NIH ImageJ1.40 software. 
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The intensity of the bands was quantified under ultraviolet light and 
normalized according to those for glyceraldehyde-3-phosphate 
dehydrogenase (GAPDH) mRNA. 
 
Detection of ABCB1, ABCC1, and Bcl-2 expression and flow cytometry 
analysis 

 
Erythrocyte-lysed, freshly obtained BM or PB samples 

(approximately 1×106 cells in 100 µL/test) were analyzed using a three-
color direct immunofluorescence technique. The following combinations 
of monoclonal antibodies (MoAb) were used (FITC, PE, PerCP): --
/CD34/CD45; ABCB1/CD34/CD45; ABCC1/CD34/CD45; Bcl-
2/CD34/CD45. Each of these 3-color combinations allowed the specific 
identification of the whole CD34 cell population present in the BM and 
PB samples analyzed.  

Multidrug resistance and apoptosis-related proteins were 
analyzed with the following MoAb reagents for the detection of 
intracellular proteins: anti-ABCB1-FITC (clone 17F9; BD 
Pharmingen™, San Jose, CA, USA), anti-ABCC1-FITC (clone QCRL-
3; BD Pharmingen™, San Jose, CA, USA), anti-LRP (clone LRP-56; 
Millipore™, Molsheim, France), and anti-Bcl-2-FITC (clone 100; 
Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). MoAbs directed against surface 
antigens used for the identification of blast cells, and their 
discrimination from normal residual cells included CD34-PE and CD45-
PerCP from BD Biosciences (San Jose, CA, USA). 

For surface staining, 100 µL of sample per tube were incubated 
for 15 min with the appropriate combination of MoAb at room 
temperature (RT) in the dark. Once this incubation period was finished, 
1 mL of FACS lysing solution (BD Biosciences, San Jose, CA, USA) 
diluted 1:10 (vol/vol) in distilled water was added in order to lyse 
erythrocytes. After another 10 min incubation period in the dark (RT), 
cells were centrifuged (5 min at 540 x g) and the cell pellet washed with 
1 mL of PBS. Finally, cells were resuspended in 1 mL of PBS until 
analysis by flow cytometry. Intracellular detection of ABCB1, ABCC1, 
and Bcl-2 proteins was performed after staining for surface proteins 
using a direct immunofluorescence technique. For that the BD 
Cytofix/Cytoperm™ kit (San Diego, CA, USA) was used, strictly 
following manufacturer recommendations. After staining for 
cytoplasmic antigens, cells were washed and resuspended in 1 mL of 
PBS until analysis by flow cytometry. Appropriate isotype-matched 
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negative controls were used for each of the techniques described above. 
In all cases, data acquisition was performed in a FACScalibur flow 
cytometer (Becton Dickinson), using the CellQuest software (Becton 
Dickinson). A total of 10,000 PB events were acquired for each 3-color 
staining. The Infinicyt software program (Cytognos, Salamanca, Spain) 
was used for data analysis. For each individual apoptosis and MDR-
associated marker, antigen expression was analyzed and reported as its 
relative fluorescence intensity (RFI), calculated as the ratio between the 
mean fluorescence intensity (MFI) of the tested cells for the 
corresponding protein and MFI of corresponding controls. For all 
proteins, the control was based on the MFI of the corresponding blast 
cell in the isotype-matched negative control tube. 
 
Statistical analysis 

 
To analyze a possible correlation between the relative 

expression of multidrug resistance proteins and factors such as patient 
age, white blood cell (WBC) count at diagnosis, immunophenotype, 
percentage of CD34+ blasts, CD34 expression, and lactate 
dehydrogenase (LDH), patients were divided into two groups using the 
mean value of the relative expression of the respective genes and 
proteins as cutoff between low and high expression. 

The correlation between the expression values of the genes 
and proteins studied and between the variables analyzed was determined 
by the Spearman correlation coefficient. The association between the 
variables analyzed and protein expression levels was evaluated using the 
Chi-square test. The level of significance was set to P≤ 0.05 for all 
analyses. 
 
Results 
  

All proteins studied by RT-PCR and flow cytometry presented 
wide variability of relative expression (Table 1). High gene expression 
of abcb1, abcc1, and lrp was found in 11 patients (46%), 17 patients 
(71%) and 16 patients (67%), respectively (n=24). High protein 
expression of ABCB1, ABCC1, and Bcl-2 was found in 4 patients 
(22%), 8 patients (44%), and 6 patients (33%), respectively (n=18). 
High coexpression of abcb1 and lrp genes was found in 1 patient (4%), 
and a high coexpression of abcc1 and lrp was found in 8 patients (33%). 
One patient displayed high coexpression of ABCB1 and Bcl-2 (6%), and 
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another patient presented a high coexpression of ABCC1 and Bcl-2 
(6%). High coexpression of the three MDR genes was present in 6 
patients (25%), while 3 patients presented a high expression of ABCB1, 
ABCC1, and Bcl-2 proteins. No one displayed high expression of all 
genes and proteins studied simultaneously.  
     
 
Table 1. Mean ± Standard Deviation (SD) and Range of Relative 
Expression Values for the Different Drug Resistance Proteins Evaluated 
by Semi-Quantitative RT-PCR and Flow Cytometry in Acute Leukemias 
 
Method Protein Mean ± SD (range) 

abcb1 0.38 ± 0.46 (0.00 – 1.32) 
abcc1 0.68 ± 0.38     (0.00 – 1.09) RT-PCR 

lrp 0.53 ± 0.40     (0.00 – 1.12) 
ABCB1 20.17 ± 8.06 (1.34 – 116.15) 
ABCC1 1.57 ± 0.16     (0.61 – 3.02) 

Flow 
cytometry 

Bcl-2 57.90 ± 16.82 (1.79 – 246.27) 
 
Analysis of relative gene expression and relative protein 

expression displayed no significant correlation between the two methods 
of ABCB1 and ABCC1 detection (P > 0.05). Significant positive 
correlations in multidrug resistance genes and protein expression were 
found between abcc1 and lrp gene expression (P = 0.009), ABCB1 and 
ABCC1 protein expression (P = 0.048), ABCB1 and Bcl-2 protein 
expression (P = 0.010) and ABCC1 and Bcl-2 protein expression (P = 
0.007). The Chi-square test failed to demonstrate any association in the 
relative expression of proteins.   

The analysis of a possible correlation between the relative 
expression of multidrug resistance proteins and age, white blood cells 
(WBC) count at diagnosis, immunophenotype, percentage of CD34+ 
blasts, and LDH showed that only abcb1 gene expression displayed 
some significant correlation (Table 2). A higher expression of abcb1 
gene was observed in patients over 50 years old with AML and in 
patients over 60 years old with ALL (P = 0.003). A higher expression of 
abcb1 gene was also found in patients with low levels of LDH (P = 
0.02).  

Nine of the 17 patients that died or relapsed during induction or 
while in clinical remission superexpressed abcb1 gene. Of these 9 
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patients, 2 coexpressed lrp gene with the abcb1 gene, and 3 patients 
coexpressed abcc1 and lrp genes with the abcb1 gene.   
 
 

Table 2. Level of Significance for the Expression of the Different 
Drug Resistance Genes and Proteins and Clinical Features of 
Acute Leukemia 
 

 abcb1 abcc1 lrp ABCB1 ABCC1 Bcl-2 

Age 
Poor prognosis 

Good prognosis 

0.003* 
(N=24) 

0.204 
(N=24) 

1.000 
(N=24) 

0.883 
(N=18) 

0.805 
(N=18) 

0.436 
(N=18) 

WBC count at 
diagnosis 

High count 
Low count 

0.351 
(N=24) 

0.140 
(N=24) 

1.000 
(N=24) 

0.388 
(N=18) 

0.680 
(N=18) 

0.514 
(N=18) 

Immunophenotype 
AML 
ALL 

0.286 
(N=24) 

0.968 
(N=24) 

0.214 
(N=24) 

0.891 
(N=18) 

0.819 
(N=18) 

0.718 
(N=18) 

Percentage of 
CD34+ Blast 

0.139 
(N=21) 

0.755 
(N=21) 

0.073 
(N=21) 

0.794 
(N=15) 

0.165 
(N=15) 

0.637 
(N=15) 

CD34 Expression 
0.812 

(N=21) 
0.599 

(N=21) 
0.900 

(N=21) 
1.000 

(N=15) 
0.429 

(N=15) 
0.421 

(N=15) 

LDH 
0.020* 
(N=21) 

0.062 
(N=21) 

0.755 
(N=21) 

0.651 
(N=17) 

0.441 
(N=17) 

0.688 
(N=17) 

Age: Poor prognosis is ≥50 years of age for AML and ≥60 years of age for 
ALL, Good prognosis <50 years of age for AML and <60 years of age for ALL; 
WBC at diagnosis: High count is ≥20,000/mm3 for AML and ≥10,000/mm3 for 
ALL; Low count is <20,000/mm3 for AML and <10,000/mm3 for ALL. P- value 
is calculated using the Spearman correlation test. *Significant. 

 
 

Discussion 
 
Clinical resistance to chemotherapy results from the interaction 

of numerous biological variables. The MDR phenotype mediated by the 
overexpression of genes encoding efflux proteins and the overexpression 
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of certain anti-apoptotic proteins contributes to chemotherapy failure in 
acute leukemia [2,19]. In this study, we evaluated the gene and protein 
expression of four chemotherapy resistance related proteins, namely 
ABCB1, ABCC1, LRP, and Bcl-2 in the leukemic blast cells of 29 adult 
patients with acute leukemia at the onset of disease and correlated this 
data to their biological and clinical features. Gene expression was 
evaluated by semi-quantitative RT-PCR and the results were expressed 
as a relation between MDR gene and GAPDH expression. Protein 
expression was evaluated by flow cytometry using specific monoclonal 
antibodies, and the results were expressed according to relative 
fluorescence intensity (RFI). The mean value of the relative expression 
of the genes and proteins was used as cutoff between low and high 
expression. 

Our results found highly variable levels of chemotherapy 
resistance-related proteins, suggesting that there is no specific pattern 
for the expression of these proteins in acute leukemia [2,13,19,20]. 
Despite evaluating the expression of ABCB1 and ABCC1 using two 
different methodologies, semi-quantitative RT-PCR and flow cytometry, 
the percentage of patients overexpressing these proteins in our study is 
within the range found in previous studies [5,12,22-24]. However, the 
percentage of patients with abcb1 and abcc1 gene overexpression was 
almost two times higher than the percentage of patients overexpressing 
ABCB1 and ABCC1 proteins. Unlike ABCB1 and ABCC1 proteins, the 
lrp and Bcl-2 overexpression values disagree with the literature. While 
previous studies found values of lrp superexpression that reached 18% 
to 46%, our results showed an overexpression of 67% [12,22,23]. 
Regarding the Bcl-2 protein, our results showed an overexpression in 
33% of cases, while higher values ranging from 43% to 61% can be 
found in the literature [19,20]. These differences with the literature may 
be partially explained by differences in the methods employed, 
differences in the positivity cutoff values used, and demographic 
variations. 

Our data also display a positive correlation between abcc1 and 
lrp, in addition to a high coexpression of these genes in 33% of patients. 
In support of our findings, other studies with cell lines [25] and patients 
[26,27] also found simultaneous overexpression of these two proteins. 
The positive correlation between abcc1 and lrp expression can be 
partially explained by the fact that both the abcc1 and lrp genes are 
closely positioned on chromosome 16 [28], so it could be suggested that 
lrp activation/amplification could be secondary to abcc1 activation. In 
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addition to the correlation between abcc1 and lrp genes, other significant 
correlations between the studied proteins were demonstrated, suggesting 
that these proteins presented a joint activation in acute leukemia. 
However, the mechanisms that underlie the other simultaneous 
expression of ABC transporters, LRP, and Bcl-2 are still unclear. 

Over the past few years, several publications have evaluated the 
expression of these resistance proteins using different approaches, 
methodologies, and cutoffs between low and high expression 
[1,2,6,17,22-24,26]. Therefore, many studies that correlate the 
expression levels of chemotherapy resistance-related proteins and 
biological and clinical variables were contradictory. While some studies 
found a significant correlation between high expression of 
chemotherapy resistance-related proteins and variables such as age, 
immunophenotype [24], WBC count at diagnosis [2], CD34 expression 
[2,24], event-free survival [1], and response to therapy induction [29], 
these same studies fail to find other correlations already reported by 
other studies [6,26]. In the present study, abcb1 gene overexpression 
was only significantly associated with an advanced age, and low LDH 
levels, and a great number of patients that died or relapsed showed a 
abcb1 gene superexpression, while no relationship was found between 
ABCB1 protein expression and these biological and clinical features. 
The most well-characterized therapeutic resistance mechanism in acute 
leukemia is the one mediated by ABCB1 protein. In a study using RT-
PCR to evaluate abcb1 overexpression, van den Heuvel-Eibrink et al. [2] 
found a positive association between abcb1 gene expression and CD34 
expression, but failed to establish a correlation between this protein and 
age. However, Samdani et al. [24] did find an association between 
ABCB1 protein and age, CD34 expression, AML type, and cytogenetic 
pattern when evaluating ABCB1 expression by flow cytometry. In 
another study using a similar flow cytometry methodology but with a 
different method of determining the cutoff for overexpression, Michieli 
et al. [23] failed to find any association between ABCB1 protein and 
age, WBC count and CD34 expression. These, as well as our findings, 
confirm that the method of choice to evaluate chemotherapy resistance-
related proteins is a major variable that affects the results of the analysis, 
which difficult the use of these proteins as reliable markers for clinical 
MDR. 

In conclusion, these results suggest that an abcb1 gene 
overexpression can be associated with a poor prognostic. Also a better 
understanding of resistance mechanisms and a standardization of 
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approaches to detect theses chemotherapy resistance-related proteins in 
clinical specimens are necessary to determine the number of ABCB1, 
ABCC1, LRP, and Bcl-2 molecules needed to confer resistance to the 
tumor cell. 
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ABSTRACT 
Background. Leukemias are the most frequent childhood cancers 
comprising about 28–30% of all cancer cases under the age of 18. 
Multidrug resistance is one of the main causes of treatment failure. 
Clinical resistance to chemotherapy results from the interaction of 
numerous biological variables, such as multidrug resistance (ABCB1, 
ABCC1, and LRP) and anti-apoptotic proteins (Bcl-2).  The aim of the 
present study was to assess the expression profile of the MDR related 
proteins ABCB1, ABCC1, LRP, and Bcl-2 in terms of clinical and 
biological variation in adults with acute leukemia. Procedure. The 
levels of mRNA expression from MDR genes were analyzed by semi-
quantitative PCR and the level of MDR proteins expression was 
analyzed by flow cytometry using the mean values as cutoff points in 
consecutive samples from 17 children with AL at diagnosis. Results. All 
proteins studied presented wide variability of expression. No significant 
correlations in multidrug resistance genes and proteins expression were 
found. Expression levels of the abcc1 gene were associated with higher 
CD34 expression (P = 0.046). Expression of the LRP protein was 
observed in children over nine years old (P = 0.046) and ABCB1 protein 
expression was correlated with high WBC counts (P = 0.02). 
Conclusion. Our findings demonstrate that ABCB1, ABCC1, and LRP 
correlate with different prognostic factors and that this correlation is 
greatly influenced by the detection method.  
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INTRODUCTION  
Leukemias are the most frequent childhood cancers comprising 

bout 28-30% of all cancer cases under the age of 18 [1]. Acute 
lymphoblastic leukemia (ALL) is diagnosed in 80% and acute myeloid 
leukemia (AML) in 15% of all leukemias [2, 3]. Current cure rates reach 
70-80% long-term survival in ALL and 40-60% in AML, which means 
that despite significant progress in the cure rate of childhood acute 
leukemia, approximately 25% of children with ALL and about 50% of 
children with AML still suffer relapses [1, 4, 5]. Multidrug resistance 
(MDR), the principal mechanism by which many cancers develop 
resistance to chemotherapy drugs is a major factor in the failure of many 
forms of chemotherapy. One of the mechanisms related to the MDR 
phenotype involves overexpression of energy-dependent efflux pumps 
or ABC transporters (ATP-binding cassette) [6, 7]. The members of the 
ABC superfamily are associated with a broad spectrum of physiological 
functions including detoxification of chemical compounds, defense 
against xenobiotics, and oxidative reactions [8]. Overexpression of ABC 
transporters leads to lower intracellular drug accumulation, reducing the 
cellular toxicity of chemotherapy drugs [6]. Recent studies have 
revealed that at least 12 ABC transporters of four subfamilies play a role 
in the MDR of neoplastic cells maintained in culture [9]. Among them, 
ABCB1 (MDR1, P-gp) and ABCC1 (MRP1) have been extensively 
related to drug resistance in acute leukemias [7, 10, 11]. Another protein 
associated with an MDR phenotype that does not belong to the ABC 
protein family is the lung resistance protein (LRP). LRP gene expression 
at diagnosis appeared to be associated with resistance to induction 
chemotherapy in acute leukemia patients and was strongly related to 
poorer event-free survival [11]. However, some studies did not detect an 
adverse impact related to ABCB1, ABCC1, and LRP expression upon 
diagnosis [12, 13]. Although MDR phenotype is often connected with 
efflux of chemotherapy agents mediated by membrane transporter 
proteins [14], the overexpression of genes encoding anti-apoptotic 
proteins is also known to lead to the survival of leukemic cells by 
inhibition of apoptotic mechanisms, and therefore to therapeutic failure 
[14, 15]. It has been suggested that the expression of members of the 
bcl-2 family are involved in cellular mechanisms contributing to 
chemotherapeutic resistance in AML [16, 17]. However, despite the 
large number of articles published to date, the clinical importance of 
drug resistance genes has not been elucidated and the results obtained 
are controversial [6, 10]. In order to contribute to a better understanding 



 
 

100 

of the mechanisms related to MDR in childhood leukemia, the aim of 
the present study was to simultaneous explore the expression of proteins 
related to apoptosis (bcl-2) and multidrug resistance (ABCB1, ABCC1, 
and LRP) in blast cells from 17 children with acute leukemia at 
diagnosis, and evaluate whether any correlation exists between the 
expression of these proteins and established prognostic factors. 
 
PATIENTS AND METHODS 
 
Patients and leukemic cells 

A total of 17 consecutive patients (10 males and 7 females; 
median age of 6.6 years, ranging from 1 to 14 years old) diagnosed with 
either AML (n=4) or ALL (n=13) were included in the present study. 
The diagnosis was made by standard morphological analysis and by 
flow cytometry immunophenotyping. Distribution of patients according 
to the WHO [18] criteria was as follows: acute promyelocytic leukemia 
with t(15;17), 2 cases; AML without maturation, 1 case; AML with 
maturation, 1 case; B-derived ALL, 12 cases; and T-derived ALL, 1 
case. Unfavorable events occurred in 7 patients. Seven patients (41%) 
died during induction  phase of treatment  or in clinical remission. In 
these patients all deaths were associated with treatment complications. 
None patient relapsed. 

Peripheral blood (PB) samples were obtained at diagnosis and 
before treatment. In all cases, PB samples were collected in EDTA 
anticoagulant and analyzed as described below after informed consent 
was given according to the local Ethics Committee (CESH-
HIJG/nº075/2008). Leukemic cells were isolated by density gradient 
centrifugation in Ficoll-Hypaque (density 1.077 g/m3; Sigma-Aldritch, 
St. Louis, USA). 
 
 
Semi-quantitative reverse transcription-polymerase chain reaction 
(RT-PCR)  

All RT-PCR reagents were purchased from Invitrogen 
(Carlsbad, CA, USA). Total RNA was isolated using the TRIzol™ 
Reagent following instructions from the manufacturer. RNA samples 
were analyzed for RNA integrity by gel electrophoresis. The reverse 
transcription reaction was performed using 5 µg of total RNA and up to 
10 µL DEPC treated water (0.1% v/v). The mixture was heated for 5 
min at 70ºC and quick chilled in ice for 5 min. To the mixture were 
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added 5 µL of first strand buffer, 2 µL of DTT Molecular Grade (0.1 M), 
2 µL of random hexamers (100 ng/µL), 0.4 µL of dNTP mix (100 mM 
each), 0.5 µL of RNAseOUT (40 U/µL), and 0.5 µL of SuperScript III 
Reverse Transcriptase (200 U/µL). The mixture was incubated at 25 ºC 
for 5 min, then heated for 60 min at 37 ºC, and the reaction was 
inactivated at 90ºC for 5 min.  The cDNAs were stored at -20 ºC until 
the PCR reaction was done. The expression of abcb1, abcc1, and lrp 
genes was then assessed by RT-PCR in 50 µL volume reaction, 
containing 1 µg of the cDNA, 5 µL of 10X PCR buffer, 0.4 µL of 
dNTPmix (100 mM each), 1 µL of sense and antisense primers (10 mM 
each), 0.4 µL of Taq DNA Polymerase (5 U/µl), and 1.5 µL of MgCl2 
(50 mM) for GAPDH and abcc1 or 0.75 µL for abcb1 and lrp. GAPDH 
gene expression served as endogenous control. Primer sequences, 
annealing temperatures, and thermal cycles were previously described 
elsewhere [11]. All RT-PCR reactions were performed in duplicate. The 
PCR products were visualized on 2% agarose gel with ethidium bromide 
staining and analyzed densitometrically with NIH ImageJ1.40 software. 
Band intensity was quantified under ultraviolet light and normalized 
according to those for glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 
(GAPDH) mRNA. 
 
Detection of ABCB1, ABCC1, LRP, and Bcl-2 expression and flow 
cytometry analysis 

Erythrocyte-lysed, freshly obtained PB samples (approximately 
1×106 cells in 100 µL/test) were analyzed using a three-color direct 
immunofluorescence technique. The following combinations of 
monoclonal antibodies (MoAb) were used (FITC, PE, PerCP): --
/CD34/CD45; ABCB1/CD34/CD45; ABCC1/CD34/CD45; 
LRP/CD34/CD45; Bcl-2/CD34/CD45. Each of these 3-color 
combinations allowed the specific identification of the whole CD34 cell 
population present in the PB samples analyzed.  

Multidrug resistance and apoptosis-related proteins were 
analyzed with the following MoAb reagents for the detection of 
intracellular proteins: anti-ABCB1-FITC (clone 17F9; BD 
Pharmingen™, San Jose, CA, USA), anti-ABCC1-FITC (clone QCRL-
3; BD Pharmingen™, San Jose, CA, USA), anti-LRP (clone LRP-56; 
Millipore™, Molsheim, France), and anti-Bcl-2-FITC (clone 100; 
Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). MoAbs directed against surface 
antigens used for the identification of blast cells, and their 
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discrimination from normal residual cells included: CD34-PE and 
CD45-PerCP from BD Biosciences (San Jose, CA, USA). 

For surface staining, 100 µL of sample per tube were incubated 
for 15 min with the appropriate combination of MoAb at room 
temperature (RT) in the dark. Once this incubation period was finished, 
1 mL of FACS lysing solution (BD Biosciences, San Jose, CA, USA) 
diluted 1:10 (vol/vol) in distilled water was added in order to lyse 
erythrocytes. After another 10 min incubation period in the dark (RT), 
cells were centrifuged (5 min at 540 g) and the cell pellet washed with 1 
mL of PBS. Finally, cells were resuspended in 1 mL of PBS until 
analyzed by flow cytometry. Intracellular detection of ABCB1, ABCC1, 
and Bcl-2 proteins was performed after staining for surface proteins 
using a direct immunofluorescence technique. For that, the BD 
Cytofix/Cytoperm™ kit (San Diego, CA, USA) was used, strictly 
following manufacturer recommendations. After staining for 
cytoplasmic antigens, cells were washed and resuspended in 1 mL of 
PBS until analysis by flow cytometry. Cytoplasmic expression of LRP 
was assessed using an indirect immunofluorescence technique after cell 
fixation/permeabilization (BD Cytofix/Cytoperm™ kit) followed by 
staining of surface antigens. In this technique, rabbit anti-mouse 
immunoglobulins conjugated with Alexa-488 (Invitrogen, Oregon, 
USA) were used as a second layer. After staining, cells were washed 
with PBS and resuspended in 1 mL of PBS until analysis by flow 
cytometry. Appropriate isotype-matched negative controls were used for 
each of the techniques described above. In all cases, data acquisition was 
performed in a FACScalibur flow cytometer (Becton Dickinson), using 
the CellQuest software program (Becton Dickinson). A total of 10,000 
PB events were acquired for each 3-color staining. The Infinicyt 
software program (Cytognos, Salamanca, Spain) was used for data 
analysis. For each individual apoptosis and MDR-associated marker, 
antigen expression was analyzed and reported as its relative fluorescence 
intensity (RFI), calculated as the ratio between the mean fluorescence 
intensity (MFI) of the tested cells for the corresponding protein and MFI 
of corresponding controls. For all proteins, the control was based on the 
MFI of the corresponding blast cell in the isotype-matched negative 
control tube. 
 
Statistical analysis 

To analyze a possible correlation between the relative 
expression of multidrug resistance proteins and age, white blood cell 
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(WBC) count at diagnosis, immunophenotype, percentage of CD34+ 
blasts, CD34 expression, and lactate dehydrogenase (LDH), patients 
were divided into two groups using the mean value of the relative 
expression of the respective genes and proteins as cutoff between low 
and high expression. 

The correlation between the expression values of the genes 
and proteins studied and between the variables analyzed was determined 
by the Spearman correlation coefficient. The association between the 
variables analyzed and protein expression levels was evaluated using the 
Fisher’s Exact Test. The level of significance was set to P≤ 0.05 in all 
analyses. 
 
RESULTS 

All proteins studied by RT-PCR and flow cytometry presented 
wide variability of expression (Table I). High gene expression of abcb1, 
abcc1, and lrp was found in 6 patients (60%), 5 patients (50%), and 6 
patients (60%), respectively (n=10). High protein expression of ABCB1, 
ABCC1, LRP, and Bcl-2 was found in 5 patients (33%; n=15), 5 patients 
(33%; n=15), 1 patient (20%; n=5) and 7 patients (47%; n=15), 
respectively. High coexpression of abcb1 and lrp genes was found in 1 
patient, and high coexpression of abcc1 and lrp was found in another 
patient. Two patients presented high coexpression of proteins ABCB1 
and ABCC1, one patient presented a high coexpression of proteins 
ABCB1 and Bcl-2, while another patient presented a high coexpression 
of proteins ABCC1 and Bcl-2. High coexpression of proteins LRP and 
Bcl-2 was also found in 1 patient. High coexpression of the three MDR 
genes was apparent in 3 patients. Three patients presented a high 
expression of ABCB1, ABCC1, and LRP proteins, but none of the 
patients presented high coexpression of proteins ABCB1, ABCC1, LRP, 
and Bcl-2. None of the patients showed a high coexpression of all genes 
and proteins studied. 
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Table I. Mean ± Standard Deviation (SD) and Range of the Relative 
Expression Values of the Different Drug Resistance Proteins and Genes 
Evaluated by Semi-Quantitative RT-PCR and Flow Cytometry in Acute 
Leukemias 
 

Method Protein Mean ± SD (range) 
abcb1 0.85 ± 0.49 (0.00 – 1.44) 
abcc1 0.84 ± 0.40 (0.00 – 1.16) RT-PCR 

lrp 0.72 ± 0.44 (0.00 – 1.12) 
ABCB1 6.03 ± 6.51 (1.01 – 19.33) 
ABCC1 1.48 ± 0.46 (0.94 – 2.69) 

LRP 1.51 ± 1.49 (0.46 – 4.09) 
Flow 

cytometry 
Bcl-2 55.00 ± 41.95 (3.43 – 145.27) 

 
 

The analysis of relative gene expression of abcb1, abcc1, and 
lrp, and relative protein expression of ABCB1, ABCC1, and LRP 
showed no significant correlation between the two detection methods (P 
> 0.05). Also, no significant correlations between multidrug resistance 
genes and protein expression were found (P > 0.05).  

The analysis of a possible correlation between the relative 
expression of multidrug resistance proteins and age, white blood cell 
(WBC) count at diagnosis, immunophenotype, percentage of CD34+ 
blasts, CD34 expression lactate dehydrogenase (LDH), and vital status 
(Table II), showed that higher levels of abcc1 gene expression were 
found in patients with higher CD34 expression (P = 0.046). A higher 
expression of LRP proteins was observed in patients over the age of 9 
years (P = 0.046) while a higher expression of ABCB1 proteins was 
found in patients with WBC counts higher than 50,000/mm3 (P = 0.02). 
Four of the 7 patients that died during induction or while in clinical 
remission superexpressed ABCC1 protein. Of these 4 patients, 2 
coexpressed ABCB1 protein, and one patient coexpressed ABCB1 and 
Bcl-2 proteins.    
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Table II. Significance Level for the Expression of the Different Drug 
Resistance Genes and Proteins and Clinical Features of Acute Leukemia 
 

 abcb1 abcc1 lrp ABCB1 ABCC1 LRP Bcl-2 

Age 
<9 years old 
≥9 years old 

0.285 
(N=10) 

0.513 
(N=10) 

0.789 
(N=10) 

0.454 
(N=15) 

0.708 
(N=15) 

0.046* 
(N=5) 

0.724 
(N=15) 

WBC count 
at diagnosis 
<50,000/mm3 

≥50,000/mm3 

0.789 
(N=10) 

0.513 
(N=10) 

0.285 
(N=10) 

0.046* 
(N=15) 

0.425 
(N=15) 

0.617 
(N=5) 

0.327 
(N=15) 

Immuno-
phenotype 

AML 
ALL 

0.066 
(N=10) 

1.000 
(N=10) 

0.759 
(N=10) 

1.000 
(N=15) 

1.000 
(N=15) 

1.000 
(N=5) 

0.080 
(N=15) 

Percentage 
of Blasts 
CD34+  

0.131 
(N=10) 

0.597 
(N=10) 

0.666 
(N=10) 

0.951 
(N=15) 

0.854 
(N=15) 

1.000 
(N=5) 

0.201 
(N=15) 

CD34 
Expression 

0.886 
(N=10) 

0.046* 
(N=10) 

0.378 
(N=10) 

0.806 
(N=15) 

0.317 
(N=15) 

0.272 
(N=5) 

0.926 
(N=15) 

LDH 
0.522 

(N=10) 
0.347 

(N=10) 
1.000 

(N=10) 
0.903 

(N=15) 
0.221 

(N=15) 
0.157 
(N=5) 

0.105 
(N=15) 

P- value is calculated using the Spearman correlation test; * Significant 
 
 

DISCUSSION 
Although the antineoplastic drugs currently available are 

usually effective for the treatment of various tumors, they may prove to 
be relatively ineffective in the treatment of some primary or recurrent 
neoplasms and the identification of factors that might effectively predict 
patient response to treatment is a constant challenge in oncology. 
Multidrug resistance is a major cause of failure for many forms of 
treatment and cellular resistance to drugs in acute leukemia is a 
determinant factor in the response to chemotherapy and their detection 
may be of clinical importance [11,19]. Clinical resistance to 
chemotherapy results from the interaction of numerous biological 
variables, and proteins such as ABCB1, ABCC1, LRP, and Bcl-2, play 
an important role in this resistance. While ABCB1, ABCC1, and LRP 
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proteins decrease intracellular drug concentration and Bcl-2 proteins 
influence the apoptotic process [19, 20]. 

In this study, we evaluated the expression of four chemotherapy 
resistance related proteins (ABCB1, ABCC1, LRP, and Bcl-2) in the 
leukemic blast cells of 17 children with childhood acute leukemia at the 
onset of disease, and we correlated these data to their biological and 
clinical features. Gene expression was evaluated by semi-quantitative 
RT-PCR and the results were expressed as a ratio between MDR gene 
and GAPDH expression. Protein expression was evaluated by flow 
cytometry using specific monoclonal antibodies, and the results were 
expressed in relative fluorescence intensity (RFI). The mean value of the 
relative expression of genes and proteins was used as cutoff between 
low and high expression. 

The rate of superexpression of MDR proteins reported in the 
literature is widely variable, suggesting that there is no specific pattern 
for the expression of these proteins in acute leukemia [7, 11, 21]. Studies 
reported levels of ABCB1 protein expression ranging from 4% to 60% 
in patients with acute lymphoblastic leukemia upon diagnosis [6, 11, 22, 
23]. Available data on the prevalence of ABCC1 protein expression in 
childhood acute leukemia upon diagnosis are scarce. Valera et al. [11] 
and Kourti et al. [6] reported levels of ABCC1 protein overexpression 
upon diagnosis in 16.6% and 49% of children with acute lymphoblastic 
leukemia, respectively. In relation to the LRP protein, studies reported 
levels of LRP protein overexpression raging from 33% to 48% [6, 11, 
24]. Similarly, our results also found highly variable levels of MDR 
proteins. While the percentage of patients overexpressing ABCB1 and 
ABCC1 proteins are within the range found in previous studies, the 
percentage of patients that overexpress abcb1, abcc1, and lrp genes are 
relatively higher (60%, 50% and 60%, respectively) than the values 
previously reported. In contrast, the LRP protein overexpression found 
in this study is lower (20%) than in previous studies. These 
discrepancies can be essentially explained by differences in the methods 
employed in these studies, the positivity cutoff values used, and 
sampling characteristics of the patients studied. 

 The relationships between chemotherapy resistance-related 
protein expression and prognostic factors are still unclear. Van Grotel et 
al. [25] reported that CD34 has a poor prognostic impact in pediatric T-
lineage acute lymphoblastic leukemia and that CD34 is associated with 
higher mRNA expression levels of abcb1 and abcc1. However, they also 
showed that high mRNA expression levels of MDR genes may not 
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explain the observed association between CD34 expression and poor 
outcome in T-ALL patients, which may be partially explained by the 
fact that MDR expression levels may not be directly related to MDR 
protein function [25]. In our study, we also find an association between 
abcc1 gene expression and CD34 expression. Although our data 
demonstrated that CD34 expression was correlated with a higher abcc1 
gene expression level, this same association was not seen in ABCC1 
protein expression. High levels of ABCB1 protein were associated with 
high WBC values. This finding has not been reported in previous studies 
with childhood acute leukemia [12, 13, 26]. These results suggest that an 
ABCB1 protein overexpression and abcc1 gene overexpression can be 
associated with a poor prognostic. 

We also observed that increased LRP protein expression, 
assessed by flow cytometry upon diagnosis, was related to older ages in 
patients. Borg et al. [27] and Jankovicová et al. [28] reported a similar 
correlation in adults diagnosed with AML whose LRP protein 
expression was detected by flow cytometry. However, Galimberti et al. 
[29] demonstrated that there is no correlation between lrp positivity by 
RT-PCR and biological characteristics, including age. Kakihara et al. 
[13] also found no correlation between the expression of the lrp gene, 
determined by RT-PCR, and variables such as age and WBC upon 
diagnosis. Our results did not find any correlation between the lrp gene 
expression determined by RT-PCR and older age. 

The clinical impact of ABCC1 expression remains 
controversial. Plasschaert et al. [30] in a study with childhood and adult 
ALL demonstrated that in children, high expression of ABCC1, 
ABCC3, and ABCC5 is associated with unfavorable outcomes, whereas 
ABCC2 and ABCC6 can predict relapse in adults. In addition, the same 
study reported that relapsed patients showed a higher expression of all 
abcc genes, except abbc4, than patients who remained in complete 
remission. In another study that evaluated ABCC1 levels by semi-
quantitative RT-PCR and flow cytometry, Plasschaert et al. [31] showed 
that increased ABCC1 protein expression upon diagnosis had no impact 
on the event-free survival of children or adults. Valera et al. [11] 
reported that the expression of the abcc1 gene upon diagnosis was not 
related to a poorer event-free survival. Sauerbrey et al. [24] and 
Kakihara et al. [13] also did not find a correlation between abcc1 gene 
expression upon diagnosis and poorer survival of children diagnosed 
with ALL. Also, Den Boer et al. [12] showed that ABCC1 proteins are 
not related to any of the poor-risk indicators and cellular resistance to 
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MDR and non–MDR-related in childhood leukemia. However, in our 
study, a higher death incidence was found in patients with high ABCC1 
protein expression. 

In conclusion, our findings demonstrate that ABCB1, ABCC1, 
and LRP proteins correlate with clinical/biological features and with 
prognostic factors in different ways in children with acute leukemia, and 
also that this correlation is greatly influenced by the detection method.  
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CAPÍTULO 4: DISCUSSÃO GERAL 



 
 

114 

 



 
 

115 

Apesar de serem acometidos pela mesma doença, adultos e 
crianças com LA apresentam diferentes características clínicas, 
prognósticas e resposta ao tratamento. Em geral, crianças com LLA 
apresentam uma maior sobrevida do que os adultos, pois elas possuem 
uma maior tolerância à quimioterapia, o que possibilita a utilização de 
protocolos de tratamento com doses mais intensivas (SCHRAPPE et al., 
2000; GOKBUGET e HOELZER, 2002). Acredita-se que possam existir 
diferenças celulares intrínsecas entre as células blásticas da LLA em 
adultos e em crianças, o que poderia explicar os diferentes perfis de 
sensibilidade a fármacos (STYCZYNSKI et al., 2000). Essa teoria é 
sustentada por estudos que sugerem que a transformação maligna das 
duas doenças origina-se em diferentes estágios do compartimento das 
stem cell linfóides (GREAVES, 1993; GREAVES, 1999). 

Ao contrário da LLA em crianças, a LMA pediátrica é 
caracterizada pelo difícil tratamento (SHAH e AGARWAL, 2008). 
Apesar das recentes inovações no diagnóstico, tratamento e 
acompanhamento dos pacientes com LMA infantil, aproximadamente 
um terço dessas crianças recidivam (RUBNITZ, 2008; SHAH e 
AGARWAL, 2008). Da mesma forma que na LMA infantil, a LMA em 
adultos também é de difícil tratamento. Apesar dos índices de remissão 
ser de 50% a 85% após a terapia de indução, a maioria desses pacientes 
recidivam e morrem após dois anos em remissão (SHIPLEY e 
BUTERA, 2009). O prognóstico para pacientes acima de 50 anos é 
ainda pior, podendo atingir índices de remissão após quimioterapia de 
30% a 50% e uma sobrevida livre de doença de apenas 9 a 12 meses, 
sendo que raramente chegam a dois anos em remissão (LEITH et al., 
1997; KUENDGEN e GERMING, 2009). Uma explicação para essa 
pior sobrevida é que, ao contrário dos pacientes com LMA mais jovens, 
os pacientes idosos com LMA são frequentemente mais resistentes à 
quimioterapia (RUBNITZ, 2008; BURNETT et al., 2009). Enquanto a 
resistência a múltiplas drogas acorre em 33% dos pacientes com LMA 
com menos de 56 anos, essa freqüência sobe para 57% em indivíduos 
com mais de 75 anos (KUENDGEN e GERMING, 2009). Uma possível 
explicação para essa maior resistência intrínseca e, consequentemente, 
um pior prognóstico dos pacientes idosos é a de que os blastos 
leucêmicos na LMA em idosos parecem ser biologicamente diferentes 
dos presentes em indivíduos mais jovens com LMA (LEITH et al., 
1997). 

Apesar das diferenças intrínsecas entre as células leucêmicas 
dos adultos e crianças com LA, os resultados mostraram semelhantes 
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índices de superexpressão dos genes e das proteínas de resistência entre 
os dois grupos de pacientes. Além disso, foi observada uma ampla 
variabilidade nos níveis de expressão das proteínas de resistência, o que 
sugere que não há um padrão específico de expressão dessas proteínas 
nas LAs e entre adultos e crianças. Vários mecanismos podem estar 
implicados no fenótipo MDR e as bombas de efluxo são frequentemente 
apontadas como uma das principais causas de resistência ao tratamento 
quimioterápico. A superexpressão de proteínas de resistência, como a 
ABCB1, ABCC1 e LRP vem sendo investigada como marcadores 
prognóstico (SCHAICH et al., 2005). No entanto, provavelmente devido 
às diferentes características biológicas entre as células blásticas dos 
pacientes adultos ou crianças com LMA e LLA essas proteínas parecem 
influenciar de forma diferenciada o desfecho da quimioterapia e não há 
um consenso quanto ao seu papel na resistência à quimioterapia.  

A maioria dos estudos realizados em adultos com LMA 
demonstra que a proteína ABCB1 influencia na taxa de remissão da 
doença (PIRKER et al., 1991; CAMPOS et al., 1992; ZOCHBAUER et 
al., 1994; MARIE, 2001; SVIRNOVSKI et al., 2009). Schaich et al. 
(2005) relataram em seu estudo que a expressão de ABCB1 em adultos 
com LMA é um fator prognóstico independente para a determinação do 
desfecho da terapia de indução e que a probabilidade desses pacientes 
em atingir a remissão completa é significativamente menor em pacientes 
que expressam ABCB1. Além disso, outros grupos demonstraram que a 
expressão de ABCB1 possui uma correlação com aberrações 
citogenéticas de alto risco e que essa proteína influencia na sobrevida 
dos pacientes adultos com LMA de uma forma independente dessa 
correlação (SAMDANI et al., 1996; WUCHTER et al., 1999; SCHAICH 
et al., 2005). Assim como nos casos de LMA, a expressão de ABCB1 
em adultos com LLA parece ser um fator preditor independente para a 
remissão completa (TAFURI et al., 2002). Além disso, um fenótipo ou 
genótipo ABCB1 positivo é mais frequentemente encontrado em 
pacientes com LLA de pior prognóstico e acredita-se que essa proteína 
confere um maior risco de resistência ao tratamento primário e maiores 
chances de recidiva desses pacientes (BASSAN et al., 2004).  

A LMA em crianças é uma doença de baixa incidência (ZAGO, 
FALCÃO e PASQUINI, 2005; SWERDLOW et al., 2008) e, até agora, 
poucos dados existem a respeito da relevância clínica da ABCB1 na 
LMA infantil. Estudos em crianças com LMA não encontraram uma 
associação entre a expressão do gene abcb1 e o prognóstico desses 
pacientes, motivo que se questiona a relevância clínica da ABCB1 
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(STEINBACH et al., 2003). A importância clínica da ABCB1 na LLA 
infantil também permanece controversa. Enquanto alguns estudos não 
encontram relação entre a proteína ABCB1 e os indicadores de pior 
prognóstico na LLA infantil (DEN BOER et al., 1998), outros trabalhos 
encontram tal correlação (PUI e CRIST, 1995; DHOOGE et al., 1999). 

Em nosso estudo, observou-se que a superexpressão gênica de 
abcb1 está correlacionada com o aumento da idade e com altas 
concentrações de LDH, dois fatores de mau prognóstico nas LAs. Além 
disso, indivíduos adultos com LMA que foram a óbito ou recidivaram 
apresentaram uma maior expressão gênica de abcb1. Já nos pacientes 
pediátricos com LA, a expressão de ABCB1 está associada apenas com 
uma leucocitose acima de 50.000/mm3 ao diagnóstico. Curiosamente, 
enquanto nos pacientes adultos foi unicamente a expressão gênica de 
abcb1 quem esteve correlacionada com fatores de pior prognóstico, nos 
pacientes pediátricos apenas a expressão da proteína ABCB1 esteve 
relacionada a algum fator prognóstico. Esses dados sugerem que, ao 
determinar o perfil de expressão de ABCB1 nos pacientes com LA, a 
determinação da expressão gênica por RT-PCR seja a mais recomendada 
para indivíduos adultos, enquanto que a detecção fenotípica por 
citometria de fluxo pareça trazer mais informações quanto ao 
prognóstico dos pacientes com LA infantil.  

O impacto da expressão da ABCC1 e LRP no prognóstico de 
indivíduos com LA é ainda mais controverso do que o da ABCB1. 
Estudos em indivíduos adultos com LMA demonstraram que a ABCC1 
é um fator prognóstico independente (SCHAICH et al., 2005) e que 
indivíduos que expressam essa proteína apresentam um menor tempo de 
remissão (LAUPEZE et al., 2002; SCHAICH et al., 2005). Um estudo 
com um subgrupo de pacientes adultos com LMA e uma inversão do 
cromossoma 16, cromossoma onde está localizado o gene abcc1, 
demonstraram que esses pacientes apresentam uma maior sobrevida 
global e sobrevida livre de doença (KUSS et al., 1994). Apesar de 
encontrar uma influência da ABCC1 na sobrevida livre de doença, 
Schaich et al. (2005) não conseguiu demonstrar o papel dessa proteína 
na taxa de remissão dos pacientes. Filipits et al. (1997)  também 
constataram que, apesar da ABCC1 ser superexpressa em 26% dos 
pacientes adultos LMA, esta não era capaz de predizer a resposta à 
terapia de indução e a sobrevida dos pacientes (FILIPITS et al., 1997). 
Da mesma forma que a ABCC1, a influência da expressão de LRP como 
fator prognóstico ainda não está esclarecida nas LMAs em adultos. 
Enquanto alguns autores não encontram correlação entre a expressão 
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dessa proteína e o desfecho do paciente (SCHAICH et al., 2005), outros 
trabalhos demonstram que há uma associação entre essa proteína e um 
pior prognóstico em adultos com LMA (LIST et al., 1996; FILIPITS et 
al., 1998). Já nas LLAs em adultos, a expressão de ABCC1 não parece 
estar relacionada com qualquer parâmetro clínico ou biológico 
(MICHIELI et al., 1999; DAMIANI et al., 2002). No entanto, 
Plasschaert et al. (2005) demonstraram que a expressão de ABCC2 e 
ABCC6 parecem ser melhores preditores de recidiva em adultos com 
LLA. Além disso, uma superexpressão de LRP parece ser um fator 
prognóstico independente em adultos com LLA, estando associada a 
uma menor sobrevida e um maior risco de recidiva (OH et al., 2003). 

Da mesma maneira que nas LLAs em adultos, a expressão de 
ABCC1 nas LLAs pediátricas não parece estar correlacionada com o 
prognóstico dos pacientes ou com fatores prognósticos desfavoráveis, 
como imunofenótipo, leucometria e idade (SAUERBREY et al., 2002; 
TAFURI et al., 2002; PLASSCHAERT et al., 2003; SWERTS et al., 
2006). Valera et al. (2004) não encontraram relação entre a sobrevida 
livre de doença e os níveis de expressão do gene abcc1 ao diagnóstico. 
Beck et al. (1995) relataram que não há diferenças significativas entre os 
níveis de expressão de ABCC1 ao diagnóstico e na primeira recidiva. 
No entanto, essa expressão parece aumentar significativamente após 
múltiplas recidivas (BECK et al., 1995). Os dados a respeito da 
relevância clínica da LRP em crianças com LLA infantil são limitados. 
Muitos estudos não encontraram diferenças entre os níveis de expressão 
de LRP ao diagnóstico e na primeira recidiva (VOLM et al., 1997; 
OGRETMEN, BARREDO e SAFA, 2000; SAUERBREY et al., 2002). 
No entanto, a expressão de LRP é significativamente maior em casos de 
múltiplas recidivas (DEN BOER et al., 1998). Além disso, a expressão 
LRP não parece diferir entre os grupos de risco identificados pela 
leucometria, sexo ou idade (DEN BOER et al., 1998; KAKIHARA et 
al., 1999; SAUERBREY et al., 2002). Apesar disso, Valera et al. (2004) 
relataram que um aumento na expressão de LRP ao diagnóstico parece 
estar fortemente relacionado com uma menor sobrevida livre de doença. 
Sauerbrey et al. (2002) demonstraram que crianças com LLA e uma alta 
expressão do gene lrp apresentavam uma menor tendência a permanecer 
na primeira remissão clínica. Devido à raridade da doença, o papel da 
expressão de ABCC1 e LRP nas LMAs infantis ainda permanece 
desconhecido e nenhum dado foi encontrado na bibliografia consultada. 

Em nosso estudo, tanto a expressão de ABCC1 quanto a de LRP 
não apresentaram correlação com fatores de mau prognóstico para 
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pacientes adultos com LA. No entanto, na LA infantil a expressão 
gênica de abcc1 apresentou correlação com a expressão de CD34, 
enquanto uma elevada expressão da proteína ABCC1 correlacionou-se 
com uma maior taxa de óbitos e recidivas. Já a expressão de LRP 
apresentou uma maior expressão em crianças com mais de nove anos. 
Esses dados sugerem que, diferentemente dos casos de LAs em adultos, 
em que apenas a expressão gênica de abcb1 apresentou correlação com 
os fatores de pior prognóstico, na LA pediátrica é a expressão conjunta 
das proteínas de resistência que parece influenciar no prognóstico dos 
pacientes. Além disso, nesse estudo, a determinação de expressão 
fenotípica das proteínas de resistência na LA infantil apresentou uma 
maior importância do que a determinação da expressão gênica por RT-
PCR semiquantitativa. Outro fato que pode ser destacado é que, apesar 
de vários trabalhos indicarem uma associação entre a expressão de Bcl-
2, uma resistência à quimioterapia e um pior prognóstico nos indivíduos 
com LA (CAMPOS et al., 1993; LAURIA et al., 1997; DEL POETA et 
al., 2003; MOON et al., 2009), nossos resultados não encontraram 
qualquer correlação entre a expressão de Bcl-2 e os fatores de mau 
prognóstico estudados. 
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CAPÍTULO 5: CONCLUSÃO 
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A compilação de evidências obtidas nesse estudo nos permite 
concluir: 

 
1. A extração de RNA total pelo método isotiocianato de 

guanidina-fenol-clorofórmio é a que fornece amostras de RNA 
total de melhor qualidade; 

2. São necessárias pelo menos 2 x 106 células blásticas de paciente 
com leucemia aguda para ter uma quantidade suficiente de 
RNA total;    

3. Para as condições de RT-PCR utilizadas, o ciclo em que 
ocorreu o aumento linear da intensidade média das bandas foi o 
25º ciclo para os primers abcb1 e GAPDH e o 30º ciclo para os 
primers abcc1 e lrp;  

4. Houve uma ampla variabilidade nos níveis de expressão dos 
genes e das proteínas de resistência, o que sugere a inexistência 
de um padrão específico de expressão dessas proteínas nas LAs; 

5. Não houve correlação entre os níveis de expressão de ABCB1, 
ABCC1 e LRP encontrados pelo método de RT-PCR semi-
quantitativo e pela citometria de fluxo; 

6. Nos pacientes adultos com LA, houve correlação significativa 
entre a expressão dos genes abcb1 e lrp e a expressão das 
proteínas ABCB1 e ABCC1, ABCB1 e Bcl-2, e ABCC1 e Bcl-
2; 

7. Nos pacientes pediátricos com LA, não houve correlação 
significativa entre os níveis de expressão dos genes e proteínas; 

8. Nos pacientes adultos com LA, houve correlação positiva entre 
a expressão do gene abcb1 e a idade dos pacientes, a 
concentração de LDH e o status vital; 

9. Nos pacientes pediátricos com LA, houve correlação positiva 
entre a expressão do gene abcc1 e a expressão de CD34, entre a 
expressão da proteína LRP e a idade, entre a expressão da 
proteína ABCB1 e a leucometria ao diagnóstico e entre a 
expressão da proteína ABCC1 e o status vital. 

 
Esses resultados sugerem que a análise da expressão gênica de 

abcb1 está mais relacionada com um pior prognóstico nos pacientes 
adultos com LA, enquanto que nos pacientes com LA infantil é a 
expressão conjunta das proteínas ABCB1, ABCC1 e LRP que parecem 
estar relacionadas com um pior prognóstico. Além disso, os resultados 
também indicam que a determinação do perfil de expressão da ABCB1, 
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ABCC1 e LRP pelo método do RT-PCR semiquantitativo é mais 
significativa nos casos de LA em adultos e a determinação do perfil de 
expressão dessas proteínas por citometria de fluxo é mais significativa 
nas LAs em crianças. 
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Anexo 1: Aprovação do Projeto de Pesquisa pelo 
Comitê de Ética de Pesquisa em Seres Humanos – 
CEPSH/UFSC  
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Anexo 2: Aprovação do Projeto de Pesquisa pelo 
Comitê de Ética em Pesquisa do Hospital Infantil 
Joana de Gusmão – CESH/HIJG 
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Anexo 3: Síndromes Mielodisplásicas: Aspectos 
Moleculares, Laboratoriais e a Classificação OMS 
2008 
Artigo Publicado na Revista Brasileira de 
Hematologia e Hemoterapia 
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