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RESUMO

A adesdo terapéutica ao Mesilato de Imatinib (MI), medicamento em primeira linha
utilizado para monitorar a resposta do individuo com Leucemia Miel6ide Cronica (LMC),
é fundamental para apresentar respostas duradouras. O gene ABCA7 apresentou expressao
diferenciada em estudo de sequenciamento de transcriptoma em pacientes com LMC,
motivo pelo qual foi quantificado a expressao deste gene em células do sangue periférico
de pacientes portadores de LMC para ser validado como gene envolvido na resposta a
adesdo do paciente ao MI como indicador molecular de adesdo. Foi realizado analise da
expressao génica do gene ABCA7 com base nos valores do cycle threshold (CT) através
de PCR em Tempo Real. A analise estatistica foi realizada atraveés do programa
BIOESTAT 5.0 para comparagdo da expressdo entre pacientes e controles, levando em
consideracdo a definicdo de resposta dos pacientes ao tratamento. Na comparacdo em
relacdo a resposta ao tratamento observou-se valores significativos em individuos
controle ABCA7 sem LMC comparados a pacientes controles (p<0,001) e a pacientes com
resposta alerta (p=0,0165). O gene ABCAT7 possivelmente estd associado a adesdo
terapéutica, sendo um forte candidato a indicador molecular de adesdo de pacientes com
LMC tratados com MI.
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ABSTRACT

Adherence to treatment with Imatinib Mesylate (1IM), a frontline medication for Chronic
Myeloid Leukemia (CML), is essential to guarantee a lasting, long-term response to the
medication. The ABCA7 gene presented different levels of expression in a study of the
sequencing of the transcriptome in patients with CML. Given this, the expression of this
gene in the peripheral blood cells of patients with CML was quantified with the objective
of validating the gene as a molecular indicator of the adhesion of patients to treatment
with IM. The expression of the ABCA7 gene was analyzed based on cycle threshold (CT)
values measured using real time PCR. The statistical analysis was run in the BIOESTAT
5.0 program to compare gene expression between patients and controls, taking the
response of the patients to the treatment into account. Response to the treatment was
significantly different when comparing the ABCA7 in the CML-free control group with
control patients (p < 0.001) and patients with an alert response (p = 0.0165). The ABCA7
gene may be associated with treatment adherence, and is thus a potential candidate for a
molecular indicator of the adhesion of patients with CML to treatment with IM.

Keywords: Chronic Myeloid Leukemia, Imatinib Mesylate, ABCA7 gene, Therapeutic
adherence, Molecular indicator.

1 INTRODUCAO

A Leucemia Mieloide Cronica (LMC) é uma doenca mieloproliferativa clonal
associada a translocacdo reciproca t(9;22)(g34;q11) que leva ao surgimento de um gene
quimérico bcr-abl cuja oncoproteina possui uma tirosino cinase desregulada. Sua
principal caracteristica é a presenca do cromossomo Philadelphia (Ph) (DRUKER, 2002)
e seu diagnostico depende da presenca do cromossomo Ph e/ou da presenca do rearranjo
bcr-abl (SOUZA et al., 2013). Possui incidéncia de 1 a 2 casos por 100.000 pessoas/ano
com idade média de diagndstico em torno de 65 anos (HEHLMANN et al., 2007); por
outro lado no Brasil é diagnosticado mais cedo com no minimo dez anos comparado com
a literatura internacional (BORTOLHEIRO et al., 2008).

A terapéutica na LMC visa obter a resposta completa, podendo ser avaliada
através das respostas progressivas: hematoldgica, citogenética e molecular, que
correspondem a diminuicdo gradual do numero de células leucémicas no doente
(ALMEIDA et al., 2009). Segundo Baccarani et al. (2013), o fator progndstico mais
importante € a resposta ao tratamento com inibidores de tirosina cinase (ITCs), que pode
ser classificada em Otima, Alerta e Falha e verificadas em periodos de trés meses, seis
meses, doze meses e qualquer tempo. A avaliacdo das respostas permitem monitorar a

doenca, favorecendo mudangas na terapia se houver necessidade, uma vez que as reagoes

Brazilian Journal of Health Review, Curitiba, v.4, n.1. p.1829-1840 jan. 2021



Brazilian Journal of Health Review
ISSN: 2595-6825

1831

adversas oriundas dos ITCs podem acarretar na ndo adesao ao tratamento e interferir na
qualidade de vida dos pacientes (RIBEIRO et al., 2020).

O Mesilato de Imatinib (MI), medicamento que compde o tratamento da LMC em
primeira linha (VON BUBNOFF e DUYSTER, 2010) é utilizado para monitorar a
resposta do paciente quanto ao tipo de resposta e deteccdo de eventuais resisténcias ao
tratamento. O uso do MI demonstra uma maior eficicia na fase inicial da doenca
(AQUINO et al., 2009) e seu principal objetivo é a resposta citogenética completa, pois
esta relacionada a maior sobrevida (LAVALLADE et al., 2008). Existe correlagdo entre
niveis plasmaticos baixos de Ml e falha em alcangar resposta citogenética (PICARD et
al., 2007). Dessa forma os niveis plasmaticos do MI que ndo se enquadram nas faixas
terapéuticas recomendadas podem estar relacionados com a falta de adeséo dos pacientes.

A adesdo terapéutica, segundo a World Health Organization (2003), “¢ a medida
com que o0 comportamento de uma pessoa — tomar a sua medicacéo, seguir a dieta e/ ou
mudar seu estilo de vida — corresponde as recomendagdes de um profissional de satde”.
Dentre os métodos diretos de avaliacdo da adeséo terapéutica o auto-relato € um dos mais
simples e de mais facil aplicacdo, exemplificado por questionarios e entrevistas
(FARMER, 1999). Dados referentes a adesdo do MI em pacientes com LMC
demonstraram que ndo ha obtencéo de resposta molecular completa se a adesdo ao
tratamento for <90% e ndo se atinge resposta molecular maior se adesdao <80% (MARIN
etal., 2010).

O papel terapéutico importante para superar a resisténcia a medicamentos pode
ser 0 estudo do influxo e do efluxo de drogas que pode fornecer uma base racional para o
uso de uma combinacdo de inibidores da tirosino-quinase (APPERLEY, 2007). As
proteinas pertencentes a familia de Transportadores ABC - ATP-biding cassete family
(ABC Family) sdo amplamente reconhecidas pela sua importancia no efluxo de drogas
nas células (SCHINKEL e JONKER, 2003) e podem participar do transporte de lipideos
e colesterol, além da resisténcia a multidrogas (REES et al., 2009). O gene ABCA7,
pertencente a familia de Transportadores ABC, apresentou expressao diferenciada em
estudo de sequenciamento massivo de transcriptoma, mostrando uma expressdo de 1,47
vezes menor em sangue periférico em pacientes com LMC quando comparado ao grupo
controle (MOREIRA-NUNES et al., 2013).

O gene ABCA7 ¢ expresso em tecidos mielo-linfatico com maior expressdo em
leucécitos periféricos, timo, baco, e medula dssea sugerindo dessa forma um papel

fundamental no desenvolvimento de linhagens celulares hematopoiéticas (KAMINSKI et
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al., 2000). A transcrigdo da expressao do gene ABCA7 é regulada por colesterol celular
negativamente via proteina de ligacdo do elemento de regulacéo de esterol-2(SREBP2)
(IWAMOTO et al., 2006), proteina envolvida no metabolismo lipidico que pode estar
relacionada na progresséo do cancer (LETTIERI BARBATO et al., 2014). O gene ABCA7
estd associado com a fagocitose em varios alvos, incluindo a apoptose das células (ABE-
DOHMAE et al., 2012).

Segundo a World Health Organization (2003), melhorar a adesdo ao tratamento
pode ser o melhor investimento para gerenciar as condigdes cronicas de maneira efetiva.
Desta forma este trabalho objetivou quantificar a expressdo do gene ABCA7 em células
do sangue periférico de pacientes portadores de LMC e valida-lo como gene envolvido

na adesdo do paciente ao Mesilato de Imatinibe, como indicador molecular de adesao.

2 ESTRATEGIA METODOLOGICA
Pacientes

A populacéo de estudo foi composta por 110 pacientes do Hospital Ophir Loyola
(65 homens e 45 mulheres) diagnosticados com LMC, em tratamento com MI e
monitoramento molecular de bcr-abl no Centro de Hemoterapia e Hematologia do Para
(HEMOPA), por 35 individuos controle sem LMC, e 29 individuos em diagndstico, ainda
sem tratamento, que foram os pacientes controles. O consentimento informado foi obtido
para todos os pacientes de acordo com as diretrizes institucionais. O estudo foi aprovado
pelo Comité de Etica da Fundacdo HEMOPA, recebendo o certificado de nimero CAAE:
07039412.0.0000.0015 em 24 de outubro de 2012.

A relacdo masculino/feminino foi de 65/45 com uma mediana de idade de 43 anos.
A eficécia da terapia foi observada de acordo com a resposta do paciente ao tratamento.
Foram considerados responsivos os pacientes que apresentaram resposta Otima e Alerta,
e ndo responsivos 0s que apresentaram falha de resposta. O fluxograma de estudo é

mostrado na figura 1.
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Figura 1. Fluxograma de estudo. Cento e dez pacientes foram incluidos neste estudo. Do total analisado, 39
apresentaram-se responsivos a terapia com o Imatinib e 42 ndo responsivos. Os pacientes responsivos foram
classificados de acordo com a resposta: Otima ou Alerta, onde foram encontrados 33 e seis pacientes
respectivamente. A resposta Falha foi classificada no grupo dos pacientes ndo responsivos, onde foram
observados 42 pacientes.

LMC
n=110
Eficacia da Responsivos Nao responsivos
Resposta ao Otima Alerta Falha
tratamento N= 33 N= 06 N= 42

Fonte: Elaboragdo prépria

Extracdo de RNA em sangue total e transcricdo reversa (RT-PCR)

A extracdo de RNA de leucdcitos periféricos foi executada com o protocolo de
extragdo trizol-cloroformio realizado conforme instrucdo do fabricante. O RNA total foi
extraido pelo método TRIzol® Reagent (Invitrogen, USA), conforme instrucdes do
fabricante e algumas modificacdes. Em seguida realizou-se a reacdo de RT-PCR no
termociclador Gene Amp PCR System 9700 (Applied Biosystems), com o kit High-
Capacity cDNA Reverse Transcription (LifeTech). Foi preparada de acordo com as
instrucdes protocoladas pelo fabricante uma solucdo de 20 pL contendo os reagentes do
kit (10x RT Buffer, 25X dNTP Mix, 10x RT Random Primers e MultiScribe TM Reverse
Transcriptase) e agua ultra-pura, e posteriormente foi adicionado 20 pL do RNA
hidratado. O total de 40 pL foi levado ao termociclador seguindo o perfil térmico de duas
etapas com 37°C por 60 minutos, 85°C por 5 minutos e finalizado com um resfriamento

de 4°C. Ao termino da reacdo o cDNA foi congeladas no freezer -20°C.

PCR-Tempo real

A reacdo da PCR em Tempo Real foi realizada utilizando o kit comercial TagMan
Gene Expression Master Mix + Assay-by-Design® (Applied Biosystems), no
equipamento ABI Prism 7000 (Applied Biosystems Quantificou-se o gene ABL, como
controle, os transcritos b2a2 e b3a2 para monitoramento da LMC, e o gene ABCA7
pesquisado . A reacdo foi composta de 3 pL de cDNA das amostras, anteriormente

preparada, 6,8 pL de agua ultra-pura, 10 pL do master mix e 0,8 pL de Assays (de acordo
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com o gene alvo), totalizando uma reacdo de 20 uL para cada amostra e gene. Todas as
reacdes ficaram incubadas a 50 °C durante 2 min, 60 °C durante 30 min e 95 °C durante

10 min, seguido por 50 ciclos de 95 °C durante 15s e 60 °C durante 1 min.

Analise da expressao génica.

A andlise da expressdo génica teve como base os valores do cycle threshold (CT),
no qual é o nimero do ciclo no nivel limiar de captacdo da fluorescéncia, sendo, portanto
a métrica estatistica primaria de interesse.?? A expressdo génica foi calculado de acordo
com Lemos e colaboradores (2005),2% seguindo a formula:

- CT (Ao}

x 108

3= CT (Controle)

Analise estatistica

As analises estatisticas foram realizadas utilizando o software estatistico Bioestat
5.0. A partir dos valores de CT, foi realizado a comparagdo da expressdo génica entre
pacientes e controles, levando em consideracédo a definicdo de resposta dos pacientes ao
tratamento e a eficacia da terapia. Os grupos foram comparados através do teste Mann

Whitney, sendo considerados significativos os valores de p < 0,05.

3 RESULTADOS

A andlise da expressdo génica do ABCA7 mostrou que sua expressdo variou entre
pacientes e controle (Tabela 1). O grupo controle quando comparado ao grupo de
pacientes controle apresentou diferenca estatistica (p<0,001), o qual mostra que a
expressdo deste gene encontra-se diminuida em sangue periférico em pacientes com
LMC.

Tabela 1 Comparagdo da expressdo génica do ABCA7 dos grupos de resposta em relagdo ao controle.

Individuos controle sem LMC

*Pacientes Controle p<0,001
Resposta Otima p=0,4766
Resposta Alerta p=0,0165

Falha de Resposta p=0,8660

* Pacientes no momento do diagnostico (ainda sem tratamento)
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A avaliacdo da resposta terapéutica do MI mostrou que a expressao génica do
ABCA7 ¢ variavel dependendo da resposta ao medicamento. Quando 0s pacientes
apresentaram Resposta Otima ou Falha de Resposta ndo houve diferenca significativa,
porém, ao apresentar-se em Resposta Alerta a expressdo mostrou-se relevante (p<0,05).
Este resultado possivelmente esta associado a ndo adesao ao tratamento com MI.

4 DISCUSSAO

No presente estudo, a mediana de idade no momento do diagndstico foi de 43
anos, o qual corrobora com estudo nacional (BORTOLHEIRO et al., 2008) que mostra
uma mediana de no minimo dez anos mais baixa quando comparada com a literatura
internacional que é em torno de 65 anos no momento do diagnéstico (HEHLMANN et
al., 2007).

O presente estudo corroborou com o estudo de Moreira-Nunes et al. (2013) ao
apresentar expressdo diferenciada do gene ABCA7 entre pacientes controle e individuos
controle sem LMC (p<0,001). Foi verificado que a expressdo génica do ABCA7 encontra-
se diminuida na fase mais precoce do cancer (diagndstico), o que ndo corrobora com
Furuta et al. (2010) que afirmam que genes envolvidos em vias metabdlicas se encontram
mais elevados nesta fase.

A adesdo, até este momento, é o principal fator de influéncia em pacientes com
LMC que estdo com resposta citogenética completa. A obtencéo da resposta molecular
em 18 meses esta associada a adesdo ao Ml, o que mostra a relacdo entre a adesdo ao Ml
por parte do paciente e a resposta clinica da LMC (MARIN et al., 2010). A baixa adesdo
é o principal fator contributivo para a perda de resposta citogenética e faléncia do
tratamento em pacientes com terapéutica de longo prazo (IBRAHIM et al., 2011). Em
pacientes tratados com MI durante anos a baixa adesdo pode ser 0 motivo principal para
ndo se obter respostas moleculares adequadas (MARIN et al., 2010). A escolha de um
método para medir a adesdo deve ser baseada na utilidade e confiabilidade do método
(FARMER, 1999).

O fato da transcricdo do gene ABCA7 ser regulada por colesterol celular
negativamente via SREBP2 (IWAMOTO et al., 2006), e os SREBPs serem reguladores
de transcricdo do metabolismo lipidico e crescimento celular e sua sinalizacdo, sendo sua
perda de atividade inibidora de crescimento de células cancerosas (Williams et al., 2013)
deduzimos que esta proteina deve estar com atividade aumentada em pacientes com LMC,

devido o gene ABCAT apresentar-se reduzido em pacientes controle (p<0,001).
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A funcdo fisiologica mais provavel do ABCA7 é a fagocitose, pois ha indicacdes
de que o HDL desempenha um papel na regulacdo da atividade fagocitéria celular atraves
do ABCA7 (ABE-DOHMAE e YOKOYAMA, 2012). Através dos estudos de lwamoto et
al. (2006) & Abe-Dohmae e Yokoyama (2012) referentes ao mecanismo de agdo do
colesterol celular na funcdo do ABCA7 e da ligacdo do SREBP2 nesse processo,
propomos que para que a expressao deste gene se encontre com valores proximos do
grupo controle sem LMC, a proteina SREBP2 deve reduzir sua atividade. Assim, a
expressdo do gene ABCAY iria se aproximar dos valores normais e a fagocitose iria se
normalizar. A figura 2 resume a possivel relacdo da proteina SREBP2 na expressao do
gene ABCA7 na LMC.

Figura 2. Associacdo da expressao do gene ABCA7 na Leucemia Mieloide Cronica.

Na LMC o processo de apoptose celular esta inibido (A). A fagocitose de alvos ricos em colesterol (por
exemplo, células em apoptose) inibe a SREBP2. Desta forma, como a apoptose esta inibida o nivel de
colesterol celular ira diminuir (B) e a atividade da SREBP2 sera ativada (C). (D) SREBP2 ativada ira regular
de forma negativa a transcricdo de ABCA7. Como o ABCA7 aumenta a atividade fagocitaria celular in vivo
e in vitro, e este se encontra reduzido o processo de fagocitose serd inibido (E).

LMC: Leucemia Miel6ide Cronica; SREBP2: Proteinas de ligacdo do elemento de regulacéo do esterol.

LMC

®
Fagocitose

(Apoptose) 4{ Pool de colesterol celular

ABCAT }4@; SREBP2
| —— Positivo ] Negativo |

Fonte: Elaboragéo propria.

A avaliacdo da resposta terapéutica do Ml observado na Tabela 1 mostrou que a
expressao génica do ABCA7 é variavel dependendo da resposta ao medicamento. Quando
0s pacientes apresentaram Resposta Otima ou Falha de Resposta ndo houve diferenca
significativa quando comparados ao grupo controle sem LMC, porém, ao apresentar-se
em Resposta Alerta a expressdo mostrou-se relevante (p<0,05), que pode indicar uma néo
associacdo a falta de medicacdo. Dessa forma, possivelmente o gene ABCA7 esta

associado a adesdo terapéutica.
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5 CONCLUSAO

Pode-se, assim, concluir que possivelmente o gene ABCAY7 esta associado a adesdo
terapéutica e pode contribuir para predizer se havera respostas ao tratamento, auxiliando
nas decisOes terapéuticas que serdo tomadas para proporcionar melhores condicdes de
sobrevida dos pacientes, pois a adesdo ao tratamento com o MI é determinante para
obtencéo da melhor resposta terapéutica. O gene ABCA7 é um forte candidato a indicador

molecular de adeséo de pacientes com LMC tratados com MI.
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