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RESUMO

A leucemia mieloide aguda (LMA) é uma neoplasia complexa e heterogénea
da célula progenitora hematopoiética, cujas caracteristicas incluem desregulacdo da
diferenciacdo, proliferacdo clonal e acumulacdo na medula Ossea de células
mieloides imaturas. A leucemia promielocitica aguda ¢ um subtipo raro de LMA em
que existe acumulacdo de promieldcitos na medula dssea. A maioria dos casos esta
associado a uma translocacdo reciproca t(15;17) (q24.1;921.2) envolvendo 0s genes
PML/RARGQ.

Apesar dos bons resultados da terapéutica com o acido all-trans retindico
(ATRA), um indutor da diferenciacdo, alguns doentes desenvolvem efeitos
secundarios (ex. sindrome do ATRA) e/ou resisténcia a terapéutica. Neste sentido,
tornou-se necessario o desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas. Sabendo
que as células tumorais estdo geralmente, hipermetiladas na zona do promotor de
genes supressores tumorais, 0 que conduz ao seu silenciamento epigenético, foi
relevante a partir desta caracteristica desenvolver novas terapias dirigidas a alvos
moleculares. Assim surgiu a terapia epigenética através de moduladores
epigenéticos, nomeadamente os agentes hipometilantes e os inibidores das
desacetilases das histonas.

Os hipometilantes como a 5-azacitidina (AZA) e a 2’-deoxy-5-decitabina
(DAC) estdo atualmente aprovados para o tratamento de algumas neoplasias
hematoldgicas, incluindo leucemias mieloides agudas e sindromes mielodisplasicas.

A eficécia da terapia epigenética depende da capacidade de transporte do
farmaco para o tecido alvo, entre outros mecanismos. Alteracfes na atividade e/ou
expressao dos transportadores de influxo e efluxo, e ainda em enzimas de
metabolismo como a UDP (uridina difosfato) glucuronosil transferase familia 1
membro Al (UGT1ALl), podem influenciar a eficiéncia farmacologica dos farmacos
hipometilantes.

O objetivo deste trabalho consistiu em avaliar alguns mecanismos
moleculares envolvidos na resisténcia a moduladores epigenéticos (hipometilantes),
em particular o envolvimento dos transportadores de efluxo da familia ABC e das
proteinas vault, na leucemia mieloide aguda.

Para a realizagdo do trabalho experimental foi utilizada uma linha celular de
LMAJ/LPA (sem a translocacdo PML/RARa), a linha celular HL-60, e uma sublinha
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resistente ao farmaco azacitidina, as células HL-60AZA, (previamente estabelecida
no Laboratdrio de Oncobiologia e Hematologia (LOH) da Faculdade de Medicina da
Universidade de Coimbra). Ambas as linhas celulares foram incubadas com doses
crescentes de azacitidina e decitabina durante 72h. A proliferacdo e viabilidade
celulares foram avaliadas através do teste de exclusdo azul de tripano e o tipo de
morte celular por microscopia ética (morfologia celular) ap6s coloragdo das células
com May-Grunwald-Giemsa.

Os niveis de expressdo génica do transportador membranar ABCG2 (gene que
codifica a proteina BCRP), assim como do gene da enzima UGT1Al, foram
determinados por PCR em tempo real. Os niveis de expressdo proteica dos
transportadores membranares da familia ABC, glicoproteina-P (P-gp), MRP1 e da
proteina transportadora nuclear major vault (MVP ou LRP), foram avaliados
recorrendo a técnica de citometria de fluxo. Por fim, através da técnica de MS-
MLPA (Methylation-Specific Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification),
analisou-se o perfil de metilacdo de varios genes supressores tumorais (TP73, MSHS,
VHL, RARS, ESR1, CDKN2A, PAX5, KLLN, MGMGT, PAX6, WT1, CD44, GSTP1,
ATM, CADM1, CHF3, BRCA2, RB1, THBS1, PYCARD, CDH13, TP53, BCRAL,
STK11, GATADS) nas duas linhas celulares em estudo.

Em termos de resultados observou-se um efeito citostatico (dependente da
concentracdo do farmaco e da linha celular) e citotoxico (dependente da
concentracdo, do tempo de incubacdo e da linha celular) induzidos pela azacitidina.
Estes efeitos foram mais evidentes na linha HL-60 do que na linha resistente, HL-
60AZA. O ICsg da linha HL-60AZA foi de 187,1 uM e o da linha HL-60 de 58,5
UM, o que demonstra que as células HL-60AZA sdo cerca de 3,2 vezes mais
resistentes a azacitidina relativamente as células parentais sensiveis. De igual modo,
a decitabina induziu um efeito citostatico e citotoxico dependentes da concentracéo
de farmaco, do tempo de incubacdo e da linha celular, superiores na linha celular
sensivel, comparativamente a linha resistente. No entanto, a concentracdo de
decitabina necessaria para atingir o 1Cso foi inferior a da azacitidina. A sublinha
celular HL-60AZA (cujo ICso foi de 5195 pM) revelou ser resistente 110,8 vezes
superior, comparativamente a linha celular sensivel (cujo 1Cso foi de 46,9 uM).

No presente trabalho observou-se resisténcia cruzada a decitabina nas células
resistentes a azacitidina, indicando, que em caso de resisténcia a um analogo de

nucledsido, havera resisténcia a farmacos da mesma familia.



Morfologicamente, as células HL-60 incubadas durante 72h com 5 puM de
azacitidina apresentam menor razdo nucleo-citoplasma, comparativamente a situacao
controlo e as células HL-60AZA incubadas nas mesmas condic¢des. A avaliacdo dos
perfis de metilacdo e do numero de cépias dos genes estudados, ndo revelou
diferencas entre a linha celular HL-60AZA e a linha parental HL-60. No entanto, nas
celulas resistentes observou-se um aumento estatisticamente significativo dos niveis
de expressédo proteica dos transportadores da familia ABC, glicoproteina-P e MRP1,
e de MVP e uma tendéncia para aumento dos niveis de expressao dos genes ABCG2
e UGT1AL

Em concluséo, os resultados sugerem o envolvimento dos transportadores
glicoproteina-P, MRP1 e MVP no desenvolvimento de resisténcia a azacitidina na

leucemia mieloide aguda.

Palavras-chave:
« Leucemia mieloide aguda
« Azacitidina
« Decitabina
« Transportadores membranares, nuclear e enzima de metabolismo

« Resisténcia farmacologica






ABSTRACT

The acute myeloid leukaemia (AML) is a complex and heterogeneous
neoplasia of the hematopoietic parental cell that is characterized by disruption of
differentiation, clonal proliferation and bone marrow accumulation of immature
myeloid cells. The acute promyelocytic leukaemia is a rare subtype of AML
characterised by accumulation of promyelocites in the bone marrow. Most cases are
associated with a reciprocal translocation t(15;17) (q21.4;921.2) involving the
PML/RAR« genes.

Despite the good results of the treatment using all-trans retinoic acid
(ATRA), a differentiation inductor, some patients develop side effects (i.e. ATRA
syndrome) and/or resistance to therapy. So, novel treatment strategies are deemed as
necessary. The knowledge that cancer cells are, generally, hypermethylated in the
tumoural suppressor genes’ promotor zone, which causes its epigenetic silencing,
was used to develop new therapies with molecular targets. Therefore, the epigenetic
therapy through epigenetic modulators has emerged, namely using hypomethylation
agents and histone deacetylase inhibitors.

Hypomethylants like 5-azacitidine (AZA) and 2’-deoxy-5-decitabine (DAC)
are currently approved for treatment of haematological neoplasia, including acute
myeloid leukaemia and myelodysplastic syndrome.

Epigenetic therapy efficiency depends on the efficacy of transport of the
pharmaceuticals into the intended tissue, among other factors. Changes in the activity
and/or expression of influx/outflux transporters, and also metabolism enzymes like
UPD (uridine diphosphate) glucuronosyltransferase family 1 member A1 (UGT1Al),
can influence the pharmaceutical efficiency of hypomethylant pharmaceuticals.

The objective of the present work was to evaluate the mechanisms responsible
for molecular resistance to epigenetic modulators (hypomethylants), in particular the
evolvement of outflux transporters of the ABC family and the vault proteins, in acute
myeloid leukaemia (AML).

In this study there were used cell lines of AML/APL (without the
PML/RARa), HL-60 cell line and azacitidine-resistant cell line (HL-60AZA,;
previously developed at the Hematology and Oncobiology Laboratory (HOL),
Faculty of Medicine, University of Coimbra. Both cell lines were incubated with

increasing dosages of azacitidine and decitabine in a period of 72h. The proliferation
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and cell viability were evaluated using the trypan blue exclusion assay and the type
of celular death was evaluated through optical microscopy (cell morphology) after
coloration via May-Grinwald-Giemsa dyeing.

Expression levels of membrane transporters ABCG2 (gene that transcodes the
BCRP protein), and of the metabolism enzyme UGT1A1 were determined through
real time PCR. The protein expression levels of the membrane transporters of the
ABC family, P-glycoprotein (P-gp), MRP1 and the major vault nuclear transporter
(MVP, also known as LPR) were determined using flow cytometry. Finally, the MS-
PLPA (Methylation-Specific Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification)
technique was used to evaluate the methylation profile of the various tumour
suppressor genes (TP73, MSH6, VHL, RARB, ESR1, CDKN2A, PAX5, KLLN,
MGMGT, PAX6, WT1, CD44, GSTP1, ATM, CADM1, CHF3, BRCA2, RB1, THBSL1,
PYCARD, CDH13, TP53, BCRAL, STK11, GATA5) in the two studied cellular lines.

The results show that there was a cytostatic (depending on the drug
concentration and the cell line) and cytotoxic (depending on the concentration, the
incubation time and the cell line) effect induced by the azacitidine. These
conclusions were more evident on the HL-60 cell line rather than the resistant line,
HL-60AZA. The ICso at the HL-60AZA cell line was of 187,1 uM and at the HL-60
line was of 58,5 uM, which demonstrates that the HL-60AZA cells are about 3.2
times more resistant to azacitidine relative to the sensitive parental cell line. There
were also observed cytostatic and cytotoxic effects varying on the drug
concentration, the incubation time and the cell line, in the decitabine incubations, that
were higher in the sensitive line relative to the resistant cell line. However, the
decitabine concentration necessary to reach ICsq is inferior to that of the azacitidine.
The HL-60AZA (which I1Cso was 5195 puM) revealed to be 110.8 times more
resistant, when compared to the sensitive cell line (that had an 1Cso of 46.9 uM).

The present work it can be observed that there was developed cross resistance
to the decitabine in the azacitidine resistant cells, which indicates that in case of
resistance to an analogous nucleoside, there will be resistance to drugs of the same
family.

Morphologically, the HL-60 cell line incubated in 72h with 5 pM of
azacitidine show an inferior nucleus-cytoplasm structural ratio, when compared with
the control line and to the HL-60AZA cell line in the same incubation conditions. As

of the methylation profiles and number of copies of the studied genes, there was no
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difference between the HL-60AZA cell subline and the parental HL-60 line.
However, in the resistant cells a statistically relevant increase of the proteic
expression levels of the ABC family, P-glycoprotein, MRP1 and MVP transporters
was observed, as well as a tendency of increasing the expression levels of the
ABCG2 and UGT1A1 genes.

In conclusion, the results suggest the evolvement of P-glycoprotein, MRP1
and MVP transporters in the developing of resistance to azacitidine in acute myeloid
leukaemia.

Key words:
« Acute myeloid leukaemia
« Azacitidine
« Decitabine
« Membrane and nuclear transporters and metabolism enzyme

« Drug resistance
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Figura 10: Estrutura das proteinas major vault. As proteinas major vault tém
uma forma cilindrica, oca, com duas saliéncias nas extremidades. Adaptado de Mossink
BL AL (2003). ..ottt serenre e 36

Figura 11: Possivel mecanismo de transporte dos transportadores
membranares da familia ABC, do transportador nuclear major vault protein
(MVP) e da enzima de metabolismo UGT1A1. As proteinas major vault (representada
a vermelho), presentes na membrana nuclear efetuam o transporte de substancias do
nicleo para o citoplasma. O efluxo do farmaco poderd realizar-se através dos
transportadores P-gp, MRP1 ou BCRP (representados a verde). A roxo esta
representada a enzima de metabolismo responsavel pela excrecdo de substancias.
Adaptado de Scheffer et al (2000)........cccoieririiiiiiiee e 38

Figura 12: A. Células HL-60 no microscopio invertido. B. Esfregaco de
medula de um doente antes da quimioterapia, com promiel6citos leucémicos.
Coloragdo com Wright-Giemsa. Adaptado de Gallagher et al (1979). ........ccccevvvinnnne. 45

Figura 13: Visualizacdo de células no hemocitometro/cadmara de Neubauer
pelo teste de exclusdo azul de tripano. As células viaveis encontram-se translucidas.
As células inviaveis encontram-se coradas @ azul. .........ccocceveveiiiniiniieenene e 47

Figura 14: A. Hemocitdmetro ou camara de neubauer. B. Grelha de
contagem do hemocitémetro. A suspensdo celular com o corante azul de tripano deve
ser inserida na superficie do hemocitémetro e colocar uma lamela por cima. De seguida
faz-se a contagem de células ao microscépio. A contagem das células deve ser feita em
“L”. Adaptado de http://www.ebah.com.br/content/ ABAAAezrAAC/tecnica-camara-
0T 7= T OSSR 48

Figura 15: Aspetos morfoldgicos das células HL-60 (A) e HL-60AZA (B). Os
esfregacos das células foram corados com solucdo de May-Grunwald-Giemsa e
observados ao microscépio 6tico de acordo com o descrito no ponto 3.5 (ampliacéo de
310104 TSROSO PSR SRPSOPRPRPSRPRPRON 61

Figura 16: Perfis de metilagdo de varios genes supressores tumorais nas
linhas celulares HL-60 e HL-60AZA. A preto estdo representados 0s genes
hipermetilados (cujos niveis de metilacdo se encontram entre 0s 60 - 100%, a cor cinza
0s genes parcialmente metilados (15-59%) e, a branco os genes desmetilados (0 — 14%).
Os resultados representam a média de 3 ensaios independentes. ..........cccocevevererenienne. 62

Figura 17: Efeito da azacitidina (AZA) na proliferacédo das células HL-60 e
HLABOAZA ...ttt bbb bbbt bbb s bbb :
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Figura 18: Efeito da azacitidina (AZA) na viabilidade celular na linha HL-
B0 € HL-BOAZA ...ttt e e et e e e e ra e e nar e e nnaes 64

Figura 19: Regressdo logaritmica do 1Cso da azacitidina nas linhas HL-60 e
HL-60AZA. O grafico representa a regressao logaritmica do 1Cso da azacitidina nas
linhas celulares HL-60 e HL-60AZA as 72h de incubacdo. A cada 24h foram retiradas
aliquotas da suspensédo celular e realizou-se o teste de exclusdo azul de tripano. Os
resultados, expressos em percentagem (%) representam a média + erro padrdo de 5 a 14
ensaios independentes. A analise estatistica foi efetuada utilizando a regressdo néo
FINBAT. <.t bbbt 65

Figura 20: Efeito da decitabina (DAC) na proliferacéo das células HL-60 e
HL-BOAZA ... ettt ettt a et se b s et e st e s e et ese et et ebe s ese s ese s erenenes :

Figura 21: Efeito da decitabina (DAC) na viabilidade celular na linha HL-60
B HLBOAZA ...ttt nre s 67

Figura 22: Regressdo logaritmica do 1C50 da decitabina nas linhas HL-60 e
HL-60AZA. O gréfico representa a regressdo logaritmica do 1C50da decitabina nas
linhas celulares HL-60 e HL-60AZA as 72h de incubacdo. A cada 24h foram retiradas
aliquotas da suspensdo celular e realizou-se o teste de exclusdo azul de tripano. Os
resultados, expressos em percentagem (%) representam a média + erro padrdo de 5 a 12
ensaios independentes. A analise estatistica foi efetuada utilizando a regressdo néo
T T=T PSSR RSP PRTRRN 68

Figura 23: Aspetos morfologicos das células HL-60 apds 72h de incubacéo
com azacitidina. A. Condigdo controlo. B. Incubagdo com 5 pM de azacitidina. C.
Incubacdo com 50 uM de azacitidina. Os esfregacos das células foram corados com
solucdo de May-Griinwald-Giemsa e observados ao microscopio 6tico de acordo com o
descrito no ponto 3.5 (ampliagdo de 500X)........c.cccvivieiieiieiiiiieie e 69

Figura 24: Aspetos morfologicos das células HL-60AZA apo6s 72h de
incubacdo com azacitidina. A. Condicdo controlo. B. Incubagcdo com 5 puM de
azacitidina. C. Incubacdo com 50 uM de azacitidina. Os esfregacos das células foram
corados com solucdo de May-Grinwald-Giemsa e observados ao microscopio 6tico de
acordo com o descrito no ponto 3.5 (ampliagdo de 500X)........cccevirierinieeniieniereneeen, 69

Figura 25: Niveis de expressdo dos genes ABCG2 e UGT1A1 na linha celular
HL-60 e na sublinha resistente HL-60AZA por gRT-PCR. A expressdo dos genes
referidos foi efetuada a partir de 3 amostras independentes de DNA. Os resultados

representam a média da variacdo da expressao génica + erro padrdo de 3 amostras

15

66


file:///C:/Users/Patrícia/Dropbox/ShareJoão/Tese/Tese/Tese_Patrícia-corrigida%20final.docx%23_Toc462399326
file:///C:/Users/Patrícia/Dropbox/ShareJoão/Tese/Tese/Tese_Patrícia-corrigida%20final.docx%23_Toc462399326
file:///C:/Users/Patrícia/Dropbox/ShareJoão/Tese/Tese/Tese_Patrícia-corrigida%20final.docx%23_Toc462399327
file:///C:/Users/Patrícia/Dropbox/ShareJoão/Tese/Tese/Tese_Patrícia-corrigida%20final.docx%23_Toc462399327
file:///C:/Users/Patrícia/Dropbox/ShareJoão/Tese/Tese/Tese_Patrícia-corrigida%20final.docx%23_Toc462399327
file:///C:/Users/Patrícia/Dropbox/ShareJoão/Tese/Tese/Tese_Patrícia-corrigida%20final.docx%23_Toc462399327
file:///C:/Users/Patrícia/Dropbox/ShareJoão/Tese/Tese/Tese_Patrícia-corrigida%20final.docx%23_Toc462399327
file:///C:/Users/Patrícia/Dropbox/ShareJoão/Tese/Tese/Tese_Patrícia-corrigida%20final.docx%23_Toc462399327
file:///C:/Users/Patrícia/Dropbox/ShareJoão/Tese/Tese/Tese_Patrícia-corrigida%20final.docx%23_Toc462399327
file:///C:/Users/Patrícia/Dropbox/ShareJoão/Tese/Tese/Tese_Patrícia-corrigida%20final.docx%23_Toc462399328
file:///C:/Users/Patrícia/Dropbox/ShareJoão/Tese/Tese/Tese_Patrícia-corrigida%20final.docx%23_Toc462399328
file:///C:/Users/Patrícia/Dropbox/ShareJoão/Tese/Tese/Tese_Patrícia-corrigida%20final.docx%23_Toc462399329
file:///C:/Users/Patrícia/Dropbox/ShareJoão/Tese/Tese/Tese_Patrícia-corrigida%20final.docx%23_Toc462399329
file:///C:/Users/Patrícia/Dropbox/ShareJoão/Tese/Tese/Tese_Patrícia-corrigida%20final.docx%23_Toc462399330
file:///C:/Users/Patrícia/Dropbox/ShareJoão/Tese/Tese/Tese_Patrícia-corrigida%20final.docx%23_Toc462399330
file:///C:/Users/Patrícia/Dropbox/ShareJoão/Tese/Tese/Tese_Patrícia-corrigida%20final.docx%23_Toc462399330
file:///C:/Users/Patrícia/Dropbox/ShareJoão/Tese/Tese/Tese_Patrícia-corrigida%20final.docx%23_Toc462399330
file:///C:/Users/Patrícia/Dropbox/ShareJoão/Tese/Tese/Tese_Patrícia-corrigida%20final.docx%23_Toc462399330
file:///C:/Users/Patrícia/Dropbox/ShareJoão/Tese/Tese/Tese_Patrícia-corrigida%20final.docx%23_Toc462399330
file:///C:/Users/Patrícia/Dropbox/ShareJoão/Tese/Tese/Tese_Patrícia-corrigida%20final.docx%23_Toc462399330
file:///C:/Users/Patrícia/Dropbox/ShareJoão/Tese/Tese/Tese_Patrícia-corrigida%20final.docx%23_Toc462399331
file:///C:/Users/Patrícia/Dropbox/ShareJoão/Tese/Tese/Tese_Patrícia-corrigida%20final.docx%23_Toc462399331
file:///C:/Users/Patrícia/Dropbox/ShareJoão/Tese/Tese/Tese_Patrícia-corrigida%20final.docx%23_Toc462399331
file:///C:/Users/Patrícia/Dropbox/ShareJoão/Tese/Tese/Tese_Patrícia-corrigida%20final.docx%23_Toc462399331
file:///C:/Users/Patrícia/Dropbox/ShareJoão/Tese/Tese/Tese_Patrícia-corrigida%20final.docx%23_Toc462399331
file:///C:/Users/Patrícia/Dropbox/ShareJoão/Tese/Tese/Tese_Patrícia-corrigida%20final.docx%23_Toc462399332
file:///C:/Users/Patrícia/Dropbox/ShareJoão/Tese/Tese/Tese_Patrícia-corrigida%20final.docx%23_Toc462399332
file:///C:/Users/Patrícia/Dropbox/ShareJoão/Tese/Tese/Tese_Patrícia-corrigida%20final.docx%23_Toc462399332
file:///C:/Users/Patrícia/Dropbox/ShareJoão/Tese/Tese/Tese_Patrícia-corrigida%20final.docx%23_Toc462399332
file:///C:/Users/Patrícia/Dropbox/ShareJoão/Tese/Tese/Tese_Patrícia-corrigida%20final.docx%23_Toc462399332
file:///C:/Users/Patrícia/Dropbox/ShareJoão/Tese/Tese/Tese_Patrícia-corrigida%20final.docx%23_Toc462399333
file:///C:/Users/Patrícia/Dropbox/ShareJoão/Tese/Tese/Tese_Patrícia-corrigida%20final.docx%23_Toc462399333
file:///C:/Users/Patrícia/Dropbox/ShareJoão/Tese/Tese/Tese_Patrícia-corrigida%20final.docx%23_Toc462399333
file:///C:/Users/Patrícia/Dropbox/ShareJoão/Tese/Tese/Tese_Patrícia-corrigida%20final.docx%23_Toc462399333

independentes. A analise estatistica foi efetuada utilizando o teste t de student, ndo
tendo sido observadas diferencas estatisticamente significativas.............ccccocevevnennnnnns 70
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5-aza-dCDP: Decitabina difosfato

5-aza-dCMP: Decitabina monofosfato

5-aza-dCTP: Decitabina trifosfato

ABC: ATP binding cassete

ABCBL1: ATP binding cassete subfamily B member 1

ABCCL1: ATP binding cassete subfamily C member 1

ABCG2: ATP binding cassete subfamily G member 2

ATCC: American Type Culture Collection

ATO: Tridxido de arsénio

ATP: Adenosina trifosfato

ATRA: Acido all-trans Retindico

AZA: Azacitidina

BCRP: Breast cancer resistance protein

CADML: Cell adhesion molecule 1

CDA: Citidina desaminase

CDH13: Cadherin 13

cDNA: DNA complementar

CHFR: Checkpoint with forkhead and ring finger domains, E3 ubiquitin
protein ligase

CpG: Dinucledtido citosina-fosfato-guanina

CT: Cycle threshold

DAC: Decitabina

DCK: Desoxicitidina cinase

dCTP: Deoxicitidina trifosfato

DNA: Acido desoxiribonucleico

DNMT: DNA metil-transferase

DNMT1: DNA metil-transferase 1

DNMT3A: DNA metil-transferase 3A
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DNMT3B: DNA metil-transferase 3B

DOX: Doxorubicina

EMA: European Medicines Agency

ESR1: Estrogen receptor 1

ENTL1: Transportador de nucleésidos equilibrativo 1

FAB: Grupo Cooperativo Franco-Americo-Britanico

FCS: Soro Fetal Bovino do inglés fetal calf serum

FDA: U. S. Food and Drug Administration

FSC: Forward Scatter Channel

SSC: Side Scatter Channel

GAPDH: Desidrogenase do Gliceraldeido 3-fosfato

GATADS: GATA binding protein 5

HDAC: Histona desacetilase

ICso: Dose necessaria para reduzir a viabilidade celular a 50%

LLA: Leucemia linfoide aguda

LMA: Leucemia mieloide aguda

LPA: Leucemia promielocitica aguda

LRP: Lung resistance-related protein

MDR: Multidrug resistance

MDR1: Multidrug resistance 1

MGMT: 0-6-methylguanine-DNA methyltransferase

MQ: dgua mili-q

MRNA: RNA mensageiro

MRP1: Multidrug resistance associated protein 1

MS-MLPA: Methylation-Specific Multiplex Ligation-dependent Probe
Amplification

MSP: PCR especifico para a metilagédo

MVP: Major vault protein

NCI: Instituto Nacional de Cancro USA

OMS: Organizacdo Mundial de Saude

PAX5: Paired-box 5

PAX6: Paired-box 6

PBS: tampao fosfato salino

PCR: Reagéo da polimerase em cadeia
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P-gp: glicoproteina-P

PML.: Promyelocitic Leukemia
gRT-PCR: PCR em tempo real
RARa: Retinoic acid receptor «
RARB: Retinoic acid receptor
RNA: Acido ribonucleico

RPMI 1640: Roswell Park Memorial Institute 1640
SL.C: Solute carrier transporter
SMD: Sindrome Mielodisplasica
TEP: Proteina associada a telomerase
THBS1: Thrombospondin 1

TP73: Tumor protein p53

UCK: Uridina citidina cinase

UGT1A1: UDP (uridina difosfato) glucuronosil transferase familia 1 membro

UV: Ultra violeta
VPARP: Poly vault polimerase
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CAPITULO | - INTRODUCAO

1.1. O Cancro e neoplasias hematoldgicas

O cancro € considerado na atualidade como uma das principais causas de
morte a nivel mundial (Visvader, 2011; Stewart & Wild, 2014). E uma doenca
caracterizada pela proliferacdo andmala e descontrolada de células (Alberts et al,
2007; Lodish et al, 2008).

Existem diversos fatores que podem influenciar o aparecimento de cancro,
nomeadamente fatores exdgenos (agentes quimicos, fisicos e bioldgicos) e fatores
enddgenos (ex. inflamacdo, alteracdo do sistema imunitario, suscetibilidade
genética). Estes agentes carcinogénicos podem induzir modificacBes genéticas
(mutacbes, translocacGes, delecdes efou amplificagbes) ou epigenéticas
(metilacdo/desmetilacdo, acetilacdo/desacetilacdo) no material genético (Alberts et
al, 2007; Lodish et al, 2008). O cancro poderd envolver a sobre-expressdo de
oncogenes e/ou inativacdo de genes supressores tumorais, originando células
cancerigenas (Bower & Waxman, 2006).

A hematopoiese é o processo de formacdo e maturagdo de células sanguineas
a partir de uma célula indiferenciada pluripotente, a célula estaminal hematopoiética.
Como as células sanguineas tém um curto periodo de vida é necessaria a sua
constante produgdo e maturacdo. Esta reposi¢do constante implica a acumulagéo de
erros que poderao induzir a carcinogénese (Alberts et al, 2007).

As leucemias mieloides sdo um grupo das neoplasias hematologicas
caracterizadas pela proliferacdo descontrolada das células hematopoiéticas e/ou pelo
bloqueio da diferenciacdo terminal. Estas caracteristicas vdo induzir a acumulacédo de
celulas imaturas e proliferativas na medula 6ssea (Yu & Han, 2006).

A classificacdo do tipo de neoplasias hematolégicas engloba o tipo de
linhagem afetada, a velocidade de progressdo da doenca e a presenca de alteragdes
geneticas (Alves, 2011).
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1.2. Leucemia Promielocitica Aguda — consideracdes gerais

A leucemia promielocitica aguda (LPA), é um subtipo raro de leucemia
mieloide aguda (LMA), com rapida evolucéo espontanea, em que ocorre acumulagédo
na medula dssea de promieldcitos (células imaturas granulociticas) (Siegel & Jemal,
2014).

Existem duas variantes da LPA: hipergranular ou LPA tipica (variante M3) e
hipogranular ou microgranular ou LPA atipica (variante M3v), pela classificacdo da
FAB (Franco-Americo-Britanico). A variante LPA-M3 compreende cerca de 60 a
70% dos casos de LPA (Thé et al, 2012; Adams & Nassiri, 2015). As células da
variante atipica ndo tém a translocacdo reciproca t(15;17) (q24.1;21.2). Esta
translocacdo ocorre entre 0s genes RARa (retinoic acid receptor o) e PML
(Promyelocitic Leukemia), conduzindo a formacdo da proteina de fusdo PML-RAR«
(Thé et al, 2012; Adams & Nassiri, 2015). A OMS (Organizacdo Mundial de Saude)
classificou a LPA como uma leucemia mieloide aguda com a translocacdo PML-
RARa (Arber et al, 2016).

O gene PML, localizado no cromossoma 15, esta envolvido na organizacdo de
dominios nucleares com um papel fundamental no controlo do crescimento celular,
na apoptose e na diferenciacdo mieloide. O gene RARa que se encontra no
cromossoma 17, codifica para o recetor do acido retindico cuja funcdo é a regulacdo
da diferenciacéo celular e da granulopoiese (Wang & Chen, 2008).

A LPA, foi pela primeira vez descrita em 1957 por Hillestad como uma
doenca rapidamente fatal com apenas algumas semanas de sobrevivéncia, presenca
de promieldcitos dominantes e hemorragias severas (Wang & Chen, 2008).

Os sintomas mais frequentes em doentes com leucemia sdo a fraqueza,
desenvolvimento de infecOes, leucocitose severa e hemorragias. Dado o elevado
risco de coagulopatia, os doentes tém uma média de sobrevivéncia reduzida. No
entanto, se iniciado o tratamento em fases iniciais, pode ser alcangada a remisséo
completa (Siegel & Jemal, 2014; Adams & Nassiri, 2015).

A leucemia promielocitica aguda, assim como a leucemia mieloide aguda, sdo
doengas mais comum nos adultos no entanto, podem também ser diagnosticadas ao
nivel pediatrico (Adams & Nassiri, 2015). Os métodos de diagnostico incluem testes

citogenéticos, testes morfoldgicos e testes moleculares (Zhang et al, 2015).
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A taxa de incidéncia da leucemia aumenta com a idade, pelo contacto com a
radiagdo ionizante e solventes orgénicos (por exemplo o benzeno) (Zhang et al,
2015;

http://www.clevelandclinicmeded.com/medicalpubs/diseasemanagement/hematology

-oncology/acute-myelogenous-leukemia/). Dados do Cancer Research de 2016

indicam uma taxa de incidéncia de leucemias, no Reino Unido, de 15,8 em 100 000
individuos. Em 2012 foram diagnosticados 2,5% novos casos de leucemia na
populacdo mundial

(http://publications.cancerresearchuk.org/cancerstats/statsincidence/dtincrates.html).

1.2.1. Tratamento

O tratamento de neoplasias deve ser iniciado o mais rapido possivel dada a
severidade da doenca. O tratamento mais comumente utilizado em doentes com LPA
é a administracdo do ATRA (Acido all-trans Retindico) e ATO (trioxido de arsénio).
Estes agentes induzem a diferenciacao das células sanguineas assim como reduzem o
risco de hemorragias. Esta terapéutica permite atualmente a remissédo em cerca de 80
a 90% dos casos diagnosticados (Adams & Nassiri, 2015).

Apesar de uma resposta favoravel a terapéutica, alguns doentes desenvolvem
resisténcia a terapéutica convencional, pelo que o desenvolvimento de novas
estratégias terapéuticas é fundamental.

Os farmacos hipometilantes, azacitidina e decitabina, estdo ambos aprovados
pela FDA (U. S. Food and Drug Administration) e/ou EMA (European Medicines
Agency), para o tratamento da sindrome mielodisplasica (SMD) e leucemia
mielomonocitica cronica (Nimer, 2008; Cortesdo, 2010) e, mais recentemente para

alguns doentes com LMA, podendo vir a constituir abordagens terapéuticas na LPA.
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1.3. Epigenética

O termo epigenética pode ser definido como a “informagdo hereditaria
diferente da propria sequéncia de DNA” (Feinberg, 2007), ou ainda como as
“alteracdes hereditarias na expressdo genica que ndo sdo devidas a modificacdes na
sequéncia de DNA” (Holliday, 1987). Os eventos epigenéticos dizem respeito as
modificagbes bioquimicas da cromatina sem, no entanto, haver alteracdo na
sequéncia do DNA. A integridade do genoma e a identidade celular sdo mantidas
durante os eventos epigenéticos (Weber et al, 2007).

As alteraces epigenéticas influenciam o fenétipo da doenca, havendo uma
relagdo com a variacao das vias de sinalizacdo envolvidas com o crescimento celular,
regulacdo do ciclo celular e da apoptose (Amaral, 2012). A metilagdo/desmetilacédo
do DNA, a modificaghio de histonas (acetilacdo/desacetilacdo e
metilacdo/desmetilacdo) e a remodelagdo da cromatina constituem as trés principais
modificacGes epigenéticas (Einav Nili, et al, 2008). A epigenética tem funcdes
importantes na regulacdo da expressdo dos genes, na manutencdo da integridade do

genoma e na identidade da célula (Weber et al, 2007).

1.3.1. Metilacdo do DNA

A metilacdo consiste na adicdo de grupos metilo (CH3") a cadeia do DNA.
Esta adicdo reversivel é catalisada pelas enzimas DNA metiltransferases (DNMTS).
Existem trés principais DNMTs descritas nos mamiferos que tém como funcéo
manter os perfis de metilacdo: DNMT1, DNMT3a e DNMT3b. A metilacdo ocorre
no carbono 5 do anel de pirimidina das citosinas (base pirimidica do DNA),
formando a 5-metilcitosina (figura 1) (Kristensen et al, 2009).

NH; m NH
Il\)‘\} N Metiltransferase I ~N

N /go N /go

H H
Citosina 5-metilcitosina

Figura 1: Metilacdo do DNA. A adigdo de grupos metilo corre no carbono 5 da citosina,
originando a 5-metilcitosina. A metilacdo é realizada pela DNA metiltransferase (DNMT).
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As ilhas CpG (citosina-fosfato-guanina) sdo aglomerados de dinucleotidos
CpG onde normalmente ocorre a metilacdo (Einav Nili et al, 2008). Em condigdes
fisiologicas normais grande parte dos promotores génicos estdo associados as ilhas
CpG. Cerca de 6% dos promotores génicos ficam metilados, durante o
desenvolvimento e diferenciacdo dos tecidos. A metilacdo das ilhas CpG nos
promotores génicos dificulta a ligagdo dos fatores de transcricdo impedindo a
transcrigdo génica (Einav Nili et al, 2008; Portela & Esteller, 2010).

Na figura 2, esta representado um possivel padrdo de metilacdo em células
normais e em células cancerigenas. Nas células normais quase todos os dinucledtidos
CpG estardo metilados a excecdo da zona do promotor do gene supressor tumoral.
Nas células cancerigenas ha uma frequente hipermetilacdo na regido do promotor
génico e uma hipometilacdo no restante genoma. Assim, a transcricdo do promotor
metilado € inibida, induzindo o silenciamento génico. A hipermetilacdo andmala no
promotor dos genes ¢ considerada uma “hallmark” do cancro, constituindo uma das

alteracOes epigenéticas mais comuns (Ho et al, 2013).

Normal M

CF Citosina néo metilada

? Citosina metilada

Figura 2: Padrdes de metilagdo em células normais e em células cancerigenas. Os circulos brancos
representam as citosinas ndo metiladas. Os circulos a vermelho representam as citosinas metiladas. A seta
representa a transcricao do promotor do gene que, no caso de células cancerigenas, é inibida. Adaptado de
Einav Nili et al, (2008).

Segundo varios autores, os padrbes de metilacdo anormal, como a
hipometilagdo global e hipermetilacdo localizada dos promotores assim como as
modificagfes da cromatina e a atividade aumentada das desacetilases das histonas
estdo presentes em varios tipos de cancro. Estas alteragbes podem conduzir a
ativacdo de proto-oncogenes e & inativacdo de genes supressores tumorais,
contribuindo para a progressdo do cancro (Jones & Baylin, 2002; Herman & Baylin,
2003; Lund & van Lohuizen, 2004; Feinberg & Tycko, 2004). Os genes inativados
podem ser reativados pela exposicéo a farmacos hipometilantes (Yoo & Jones, 2006;
Esteller, 2007; Herman & Baylin, 2003; Santos et al, 2010).
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1.4. Moduladores epigenéticos

Nos ultimos anos, tém sido realizados diversos estudos de forma a
desenvolver farmacos que revertam as modificagcdes epigenéticas, os chamados “epi-
farmacos” (hipometilantes) (Di Gennaro et al, 2004; Altucci et al, 2005; Yoo &
Jones, 2006).

Recentemente foram desenvolvidas novas estratégias terapéuticas através de
moduladores epigenéticos (homeadamente os hipometilantes) (Santini et al, 2014).

Os hipometilantes foram inicialmente descritos por Sorm em 1964 como
sendo agentes citotoxicos (Einav Nili et al, 2008).

Os moduladores epigenéticos ligam-se covalentemente as DNA
metiltransferases (DNMTS), dificultando a metilacdo das citosinas (figura 3) (Nimer,
2008; Borst, 2012). Assim, ha reversdo da metilacdo do DNA e uma reativacdo da
expressao de alguns genes supressores tumorais. No entanto, os hipometilantes sdo
inespecificos para as células tumorais e podem induzir a instabilidade e a perda da
integridade cromossomica, e ainda facilitar a formacao de novas mutacgdes (Schmelz
et al, 2005a; Schmelz et al, 2005b; Esteller, 2007).
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Figura 3: Mecanismo de acdo dos hipometilantes. Os farmacos hipometilantes atuam por
inibicAo das DNMTs, inibindo a metilago nas citosinas. Adaptado de Baylin (2005).
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A reversibilidade da metilagdo, pela ligacéo irreversivel dos hipometilantes as
DNMTSs, pode explicar o prolongamento do tratamento mesmo na auséncia de
toxicidade e/ou progressdao da doenca (Santos et al, 2010). A interrup¢do do
tratamento geralmente esta associada a uma recaida (\Voso et al, 2014).

Os farmacos hipometilantes que este estudo inclui séo a azacitidina (AZA) e a

decitabina (DAC), ambos aprovados pela FDA para o uso clinico em algumas
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neoplasias hematoldgicas, nomeadamente na sindrome mielodisplasica e na LMA
(Kantarjian et al, 2007; Nimer, 2008; Cortesdo, 2010, Diesch et al, 2016).

1.4.1. Azacitidina (AZA)

A 5-azacitidina ou apenas azacitidina € um nucleosido hidrofilico (percursor
da sintese de acidos nucleicos), andlogo da citidina que promove a desmetilacdo do
DNA. Este farmaco atua por inibicio das DNMTSs, podendo reativar genes
supressores tumorais, como por exemplo alguns genes reguladores do ciclo celular
(Kong et al, 2004; Cortesdo, 2010). A diferenca entre a citosina e a 5-azacitidina

reside no carbono 5 do anel de pirimidina que foi substituido por um azoto (figura 4).
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Figura 4: Estrutura quimica da citidina (A) e da 5-azacitidina (B). Estes
dois compostos diferem no azoto (N) do carbono 5 do anel de pirimidina.

Este farmaco de 244,2 Da € injetado subcutaneamente, sendo rapidamente
absorvido pelo organismo. A dose mais comumente administrada é de 75mg/m?/dia
durante 7 dias. A eliminacdo do farmaco do organismo € maioritariamente feita pela
urina (50 — 85%) e a sua meia vida é cerca de 41 minutos (Derissen et al, 2013).
Estudos indicam que cerca de 80% - 90% da azacitidina é incorporada diretamente
no RNA, constituindo um passo limitante da proporcdo de conversdo de
ribonucledtidos em desoxirribonucleétidos (Choi et al, 2007).
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A taxa de resposta completa ao farmaco azacitidina (Vidaza) (figura 5) é
cerca de 7%. Em relagdo a resposta parcial ao farmaco a taxa ronda os 16%. Cerca de
37% dos doentes apresentaram melhorias hematoldgicas (Nimer, 2008).

Figura 5: Embalagem do farmaco azacitidina (Vidaza) aprovado para uso
clinico de sindrome mielodisplasica e algumas leucemias pela FDA.

1.4.2. Decitabina (DAC)

A 2’-deoxy-5-azacitidina, também designada como decitabina, € um farmaco
hipometilante que necessita de ser ativado intracelularmente pela enzima
desoxicitidina cinase (Silverman et al, 2002).

Este farmaco é um analogo da citidina, em que o carbono 5 do anel de

pirimidina foi substituido por um azoto (figura 6) (Derissen et al, 2013).
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Figura 6: A. Estrutura quimica da citidina. B. Estrutura quimica da 5-aza-2’-
deoxicitidina. Estes dois compostos diferem no azoto (N) do carbono 5 do anel de
pirimidina.
A decitabina, cujo nome comercial € Dacogen (figura 7), tem maior potencial
inibidor da metilacdo do DNA do que a azacitidina, uma vez que a azacitidina atua

ao nivel do RNA (Stresemann & Lyko, 2008).
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O uso de decitabina é segura e tem elevada eficiéncia, com baixas taxas de

mortalidade associada ao farmaco e, um bom perfil de tolerancia (Santos et al, 2010).
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Figura 7: Embalagem do farmaco decitabina (Dacogen). Este fairmaco esta atualmente
aprovado para o uso clinico no tratamento da sindrome mielodisplasica e algumas leucemias.

O peso molecular da 2’-deoxy-5-azacitidina € de 228,2 Da sendo administrada
por via subcutdnea numa concentragio de 10 mg/m?/dia durante 5-10 dias. E
eliminada do organismo principalmente via urina. A sua meia vida é ligeiramente
inferior do que da azacitidina, aproximadamente 37 — 47 minutos, pois é rapidamente
inativada pela citidina desaminase (Momparler, 2005). A decitabina € incorporada no
DNA durante a replicagédo (Derissen et al, 2013).

A taxa de resposta completa a decitabina é de 9%, com uma taxa de 8% de
resposta parcial e 18% de melhorias hematoldgicas (Nimer, 2008).

O uso de decitabina in vitro em baixas doses tende a ter maior eficiéncia do
que em doses elevadas. Um potencial obstaculo da terapia com DAC € a presenca de
citidina desaminase (CDA), uma enzima importante no metabolismo da DAC. A
desativacdo da DAC pela CDA podera conduzir a resisténcia por perda da

capacidade antineoplasica do farmaco (Stresemann & Lyko, 2008).
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1.4.3. Metabolismo intracelular da azacitidina e decitabina

O mecanismo intracelular e o transporte membranar da azacitidina e da
decitabina estdo representados na figura 8. Este mecanismo foi proposto por
Stresemann & Lyko (2008).
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Figura 8: Transporte membranar e metabolismo intracelular da azacitidina e decitabina. A azacitidina (5-
aza-CR) e a decitabina (5-aza-dCR) séo transportados essencialmente por proteinas transportadoras da familia
SLC15, SLC22, SLC28A, SLC29A e ABC. Intracelularmente sofrem fosforilagdes sucessivas, sendo a forma
trifosfato do farmaco (5-aza-CTP e 5-aza-dCTP) metabolicamente ativa. Urd-Cyd — uridina citidina cinase, dCyd
dCyd — deoxicitidina cinase. Adaptado de Stresemann & Lyko (2008).

Os principais transportadores envolvidos no influxo dos farmacos
hipometilantes sdo os transportadores solute carrier (SLC15, SLC22, SLC28A,
SLC29A) e transportadores da familia ABC (Stresemann & Lyko, 2008).

Os farmacos hipometilantes necessitam de ser convertidos metabolicamente,
apos o seu influxo, para a forma ativa. S6 na forma metabolicamente ativa é que
induzem a inibicdo da metilagdo do DNA. A azacitidina, tal como a decitabina
sofrem varias fosforilagbes sucessivas que as convertem metabolicamente a um
derivado trifosfatado (Stresemann & Lyko, 2008).

As enzimas que estdo envolvidas na conversdo metabolica dos hipometilantes
sdo a uridina citidina cinase (UCK) e a deoxicitidina cinase (DCK). O farmaco
azacitidina e fosforilado em azacitidina monofosfato (5-aza-CMP), posteriormente é
fosforilado a azacitidina difosforilada (5-aza-CDP). Finalmente obtém-se a

azacitidina trifosfato (5-aza-CTP), o0 composto metabolicamente ativo (Stresemann &
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Lyko, 2008). O farmaco vai atuar ao nivel do RNA induzindo uma alteracdo no
metabolismo proteico (Valencia et al, 2014).

Apenas cerca de 10 a 20% da 5-aza-CDP € convertida pela ribonucle6tido
redutase, a 5-aza-dCDP, para ser posteriormente incorporada no DNA (Stresemann
& Lyko, 2008).

A decitabina (5-aza-dCR) é fosforilada a decitabina monofosfato (5-aza-
dCMP), posteriormente a decitabina difosfato (5-aza-dCDP) e finalmente a
decitabina trifosfato (5-aza-dCTP), o composto ativo. A forma ativa da azacitidina e
da decitabina sera incorporada ao nivel do RNA e do DNA, respetivamente
(Stresemann & Lyko, 2008).

1.5. Mecanismos moleculares de resisténcia a moduladores epigenéticos

A resisténcia farmacoldgica significa que ha uma resposta parcial ao farmaco
ou mesmo a auséncia de resposta. Pode-se classificar a resisténcia como inata
(auséncia de resposta logo no inicio da terapéutica) ou adquirida (surge no decurso
da terapéutica). Na resisténcia adquirida, inicialmente o doente responde
favoravelmente ao farmaco, mas como nem todas as células tumorais sofrem
apoptose, estas proliferam, levando a recidiva da doenca. Consequentemente estas
células deixam de responder ao farmaco resultando no desenvolvimento de
resisténcia (Borst, 2012).

Varios mecanismos podem estar na origem da resisténcia aos farmacos: 1.
reducdo no influxo do farmaco para a célula tumoral, resultante da diminuicdo da
expressao dos transportadores da familia solute carrier (SLC); 2. aumento da
capacidade da célula tumoral realizar o efluxo dos farmacos, através do aumento da
expressao de proteinas da familia ABC; 3. diminuicdo da proporcao de farmaco ativo
versus inativo, que pode dever-se a alteracdes na funcdo/expressdo de enzimas
responsaveis pela ativacdo de pro-farmacos ou pela inativacdo do farmaco. Além
destes mecanismos, a resisténcia a farmacos pode também ser devida a alteracdo da
expressao ou fungédo dos alvos moleculares dos farmacos, o aumento da reparagédo da
lesdo do DNA induzida pelo farmaco, o aumento das respostas ao stresse oxidativo, a
resisténcia a apoptose e a alteragdo no microambiente da célula leucémica (Pires,
2014; Alves, 2015; Gongalves, 2015; Marin et al, 2016).
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A terapia epigenética constitui uma ferramenta altamente promissora para o
tratamento de diversos cancros, dada a sua natureza dinamica e o potencial para
reverter as modificacGes epigenéticas (Einav Nili et al, 2008). A eficicia desta
terapia depende da capacidade de transporte do farmaco para o tecido/célula alvo e
ainda da sua conversdo na forma ativa. O transporte é assegurado por transportadores
de efluxo e influxo. As alteragdes na expressédo e/ou atividade destes transportadores
pode reduzir a eficacia dos farmacos (Choi et al, 2007).

1.5.1. Transportadores proteicos

Estdo descritos na literatura varias familias de transportadores envolvidos no
influxo e efluxo de farmacos nas células. Os transportadores de nucle6sidos tém um
importante papel no influxo e efluxo de farmacos analogos de pirimidinas ou purinas
(Pastor-Anglada et al, 2004; Marcé et al, 2006).

As proteinas envolvidas no transporte da azacitidina e decitabina sao
essencialmente os transportadores de influxo da familia SLC15, SLC22, SLC28A
SLC29A, e os transportadores de efluxo da familia ABC (Pastor-Anglada et al, 2004;
Marcé et al, 2006). Neste trabalho serdo abordados os transportadores da familia
ABC e ainda o transportador nuclear MVP. Estes transportadores existem

naturalmente na célula (Choi et al, 2007).

1.5.1.1 Transportadores da familia ABC

Os transportadores de efluxo executam o transporte do meio intracelular para
0 meio extracelular e s&o maioritariamente da superfamilia de transportadores ABC
(ATP — adenosina trifosfato binding cassete). Estes sdo bombas primarias de efluxo
ativo, ou seja, para efetuarem o transporte de substancias dependem da hidrélise do
ATP. Os transportadores ABC tém na sua constituicdo varios dominios e zonas de
ligagdo do ATP. Os dominios variam no numero consoante a subfamilia de proteinas
a que pertencem (Pastor-Anglada et al, 2004).

O gene ABCBL1 (ATP binding cassette subfamily B member 1), designado por

MDR1 (multidrug resistance 1) e localizado no cromossoma 7, codifica a
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glicoproteina-P  (P-gp) (figura 9). E 0 gene mais estudado entre o0s Varios
transportadores de efluxo, participando na resisténcia a diversos farmacos em varios
tipos de cancros, incluindo as leucemias (Huang et al, 2004; Marin et al, 2016).
Sabe-se que a sobrexpressdao do gene ABCB1 esta relacionado com a resisténcia a
maultiplos farmacos, a multidrug resistance (MDR) (Ozben, 2006; Turner et al, 2006;
Atalay et al, 2013).

Membrana plasmética
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Figura 9: Modelo representativo da estrutura da glicoproteina-P. Os dominios transmembranares
estéo localizados na bicamada lipidica. Os dois dominios de ligacdo do nucle6tido estéo representados a
vermelho. Adaptado de Sorrentino (2002).
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A glicoproteina-P tem 170 kDa e 1280 residuos de aminoécidos. E também
constituida por 12 dominios transmembranares, 2 dominios de ligacao de nucleétidos
no lado intracelular, um terminal amino (-N) e um terminal carboxilo (-C), ambos do
lado intracelular (Ambudkar et al, 2006; Choudhuri & Klaassen, 2006).

O efluxo de substratos do tipo hidrofébicos e cationicos, potencialmente
prejudiciais ao meio intracelular é um mecanismo de prote¢cdo do organismo
essencialmente desempenhado pela proteina transportadora P-gp (Marin et al, 2016).

O gene ABCBL1 estd presente maioritariamente em Orgaos excretores com
varias funcbes nomeadamente ao nivel da absorcdo, distribuicdo e eliminacdo de
varios metabolitos e farmacos (Choudhuri & Klaassen, 2006). Possiveis alteracfes
genéticas e/ou epigenéticas no gene ABCB1 poderdo alterar a expressao e a regulacédo
desta proteina, modificando consequentemente a excre¢do das substancias adversas
ao organismo (Choudhuri & Klaassen, 2006; Nigam, 2015).

O gene ABCC1 (ATP binding cassette subfamily C member 1), ou MRP1
(multidrug resistance associated protein), localizado no cromossoma 16, codifica
uma proteina da superfamilia ABC, a MRP1. Esta proteina de 190 kDa é constituida

por 1531 residuos de aminoacidos e 17 dominios transmembranares e esta envolvida
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na multidrug resistance (Choudhuri & Klaassen, 2006). E uma proteina
transportadora dependente de ATP que realiza o efluxo de farmacos e ainda de
conjugados organicos catidnicos, incluindo substancias intervenientes na excrecéo de
particulas toxicas ao organismo, como conjugados da glutationa (Fukuda & Schuetz,
2012; Atalay et al, 2013).

O gene ABCG2 (ATP binding cassette subfamily G member 2), localizado no
cromossoma 4, codifica a proteina BCRP (breast cancer resistance protein). A
proteina BCRP é um transportador polipeptidico com 655 residuos de aminoacidos e
72 kDa. Este transportador tem dois dominios de ligacdo a nucledtidos, 6 dominios
transmembranares e um terminal amino (—N) (Choudhuri & Klaassen, 2006).

A funcdo do transportador BCRP consiste na prevencdo da absorcdo de
substancias potencialmente toxicas e na promocao da sua eliminacdo do organismo
(Ross & Nakanishi, 2010). A expressdao do gene ABCG2 pode contribuir para o
desenvolvimento e progressdo de tumores (Ross & Nakanishi, 2010; Ding et al,
2010).

1.5.1.2 Major vault protein (MVP)

O gene MVP (major vault protein), localizado no cromossoma 16, também
designado por LRP (lung resistance-related protein), codifica a proteina major vault
(MVP), uma ribonucleoproteina citoplasmatica de 110 kDa e 55 residuos de
amino&cidos (Li et al, 2010; El-Sharnouby et al, 2010).

A familia das proteinas vault (figura 10) sdo compostas por 3 proteinas: major
vault protein (MVP), poly vault polimerase (VPARP) e pela proteina associada a
telomerase (TEP) (Kozlov et al, 2006). Tém uma estrutura regular, oca e de forma
cilindrica com duas saliéncias nas extremidades (Huffman & Corey, 2005, Slesina et
al, 2005; Li et al, 2010; El-Sharnouby et al, 2010).

Figura 10: Estrutura das proteinas major vault. As proteinas major vault ttém uma forma
cilindrica, oca, com duas saliéncias nas extremidades. Adaptado de Mossink et al (2003).
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Esta proteina encontra-se na membrana nuclear das células e medeia a
redistribuicdo de farmacos pelo transporte nucleo-citoplasma, além de participar
noutros processos celulares (Huffman & Corey, 2005; Kozlov et al, 2006; Oda et al,
2007; Li et al, 2010; Tian et al, 2011).

Um estudo de Kitazono e colaboradores (1999) demonstraram que a MVP
tem funcdo de transporte de farmacos quimioterapeuticos, como a doxorubicina na

linha celular de cancro do célon, SW-620.

1.5.2. UDP glucuronosiltransferase (UGT1A1)

As UDP glucoronosiltransferases (UGT) constituem uma familia de enzimas
do metabolismo. Estdo descritas cerca de 19 enzimas UGT funcionais no Homem,
subdivididas em trés subfamilias: UGT1A, UGT2A e UGT2B (Cardelli et al, 2012;
Oda et al, 2013).

O gene UGT1Al [UDP (uridina difosfato) glucuronosiltransferase familia 1
membro Al] codifica a enzima bilirrubina uridina difosfato glucoronosiltransferase
(bilirrubina-UGT, também denominada UGT1A1) (Gammal et al, 2015).

As enzimas da familia UGT tém um papel fundamental na excrecdo de
substancias lipofilicas enddgenas e exdgenas. Estas sdo responsaveis pela conjugacao
do &cido glucurdnico aos substratos, induzindo desta forma a glucuronidacdo. A
enzima UGT1Al realiza a glucuronizacdo da bilirrubina e de moléculas
xenobioticas, incluindo alguns farmacos. Esta conjugacdo torna as moléculas mais
hidrofilicas, o que possibilita a sua excrecdo renal ou biliar (Gammal et al, 2015). A
enzima UGT1A1 com uma atividade ausente ou reduzida podera afetar a eficacia de
diversos farmacos induzindo resisténcia por exposi¢do prolongada (Ohno & Nakajin
2009; Goey & Figg, 2016, Gammal et al, 2015).

Na figura 11 esta representado um possivel mecanismo do transporte ndcleo-
citoplasma realizado pelas proteinas major vault (MVP) e o transporte citoplasma-
meio extracelular através das proteinas transportadoras da superfamilia ABC: P-gp,
MRP1 e BCRP. Estd representada ainda a enzima de metabolismo UGT1AlL,
responsavel ela excrecdo de farmacos e outras substancias. Este mecanismo foi

proposto por Scheffer e colaboradores (2000).
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Figura 11: Possivel mecanismo de transporte dos transportadores membranares da familia ABC, do
transportador nuclear major vault protein (MVP) e da enzima de metabolismo UGT1AL. As proteinas major
vault (representada a vermelho), presentes na membrana nuclear efetuam o transporte de substancias do ndcleo para
o citoplasma. O efluxo do farmaco podera realizar-se através dos transportadores P-gp, MRP1 ou BCRP
(representados a verde). A roxo esté representada a enzima de metabolismo responsével pela excrecao de

substancias. Adaptado de Scheffer et al (2000).

A presenca de alteragdes nos genes que codificam as diversas proteinas
transportadoras e enzimas de metabolismo, pode influenciar a sua expressdo, a
funcdo e as estruturas proteicas, originando alteragdes na resposta a substancias

enddgenas ou exdgenas (Huang et al, 2004).
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CAPITULO Il - OBJETIVOS

2.1. Objetivos

Os mecanismos moleculares de resisténcia a hipometilantes ainda ndo estdo
totalmente clarificados, tendo despertado o interesse no seu estudo, o que permitird
uma melhor selecdo dos doentes elegiveis para este tipo de terapéuticas.

O objetivo deste trabalho foi avaliar os mecanismos moleculares de
resisténcia a moduladores epigenéticos, particularmente a azacitidina, na leucemia
mieloide aguda, através da caracterizacdo dos niveis de expressdo proteica de
transportadores de efluxo (glicoproteina-P, MRP1 e MVP) e de expressao génica do
transportador BCRP assim como da enzima de metabolismo UGT1AL. Além disso,
pretendeu-se também analisar se o desenvolvimento de resisténcia a azacitidina

induz resisténcia cruzada a decitabina, outro agente hipometilante.
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CAPITULO Il - MATERIAIS E METODOS

3.1. Descricédo das linhas celulares

No ambito deste estudo foi utilizada a linha celular HL-60 e a sublinha HL-

60AZA, descritas no ponto 3.1.1. e 3.3 respetivamente.

3.1.1. Linha celular HL-60

A linha celular HL-60, obtida na ATCC (American Type Culture Collection),
foi originalmente estabelecida a partir de leucdcitos do sangue periférico de uma
mulher caucasiana com 36 anos de idade, diagnosticada com leucemia promielocitica
aguda (LPA). Esta linha celular ndo tem a translocagdo - PML-RAR« (Birnie, 1988;
Gallagher et al, 1979). A LPA ¢ caracterizada pelo bloqueio da diferenciacdo dos
promielécitos (Birnie, 1988; Gallagher et al, 1979).

A linha celular HL-60 cresce em suspensdo, sem aderir as superficies do
frasco de cultura. Em relacdo a morfologia, as células apresentam caracteristicas de
promieldcitos (percursores dos granulécitos), sdo redondas, com uma elevada razdo
nucleo-citoplasma e com alguns nucléolos. O citoplasma é basofilico com granulos
azurdfilos (figura 12) (Birnie, 1988; Gallagher et al, 1979).

Figura 12: A. Células HL-60 no microscopio invertido. B. Esfregaco de medula de um doente
antes da quimioterapia, com promieldcitos leucémicos. Coloragdo com Wright-Giemsa. Adaptado
de Gallagher et al (1979).
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3.2. Cultura celular

A linha celular HL-60 e a sublinha HL-60AZA foram mantidas em cultura
com meio de cultura RPMI 1640 (Roswell Park Memorial Institute 1640) (Lonza) a
pH 7.4, que contém 2 mM de L-Glutamina, 20 mM de HEPES-Na, 1,5 g/L de
NaHCOz, 100 U/mL de penicilina ¢ 100 ug/mL de estreptomicina (Lonza),
enriquecido com 10% de soro fetal bovino (FBS) (Biowest). A densidade celular
6tima de crescimento das células é de 0,3 x 10° células/mL. Os frascos de cultura
foram colocados numa incubadora a temperatura de 37°C, numa atmosfera
humidificada contendo 5% CO:..

3.3. Inducéo de resisténcia

A inducgdo de resisténcia ao farmaco azacitidina na linha celular HL-60, foi
obtida no Laboratério de Oncobiologia e Hematologia (LOH) da Faculdade de
Medicina da Universidade de Coimbra por exposicdo das células a concentracGes
crescentes de farmaco.

Para este efeito, o farmaco azacitidina foi adicionado a suspensao celular a
cada 48h. O desenvolvimento de resisténcia iniciou-se com a administracdo de 100
nM de azacitidina (Sigma-Aldrich), concentracdo que induz cerca de 20% de morte
celular. Renovou-se 0 meio a cada 48h por centrifugacdo da suspenséo celular. Esta
centrifugacdo permitiu remover as células mortas, selecionando os clones resistentes.
Este procedimento repetiu-se até as células atingirem um valor de ICso
aproximadamente 3 vezes superior ao das células sensiveis (durante
aproximadamente um ano).

A sublinha celular resistente (HL-60AZA) foi mantida em meio RPMI 1640

com 5 pM de azacitidina, de acordo com as condig¢des descritas no ponto 3.2.
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3.4. Avaliacao do crescimento e viabilidade celulares

Os efeitos induzidos pelos farmacos azacitidina e decitabina podem ser
observados, por exemplo, através da avaliacdo do crescimento e da viabilidade
celulares. Para o efeito recorreu-se ao teste de exclusdo azul de tripano. Este teste
baseia-se no facto de o corante azul de tripano permear de forma distinta as células
viaveis e as células ndo viaveis. Nas células viaveis, cuja membrana plasmaética se
encontra intacta, o corante ndo vai permear a membrana pelo que nao vai corar as
células de azul. As células mortas, em que a membrana plasmatica se encontra

comprometida, vao corar de azul (figura 13) (Durkin et al, 1979; Bastidas, 2013).

Figura 13: Visualizagdo de células no hemocitémetro/camara de Neubauer pelo teste de exclusdo
azul de tripano. As células vidveis encontram-se translucidas. As células invidveis encontram-se
coradas a azul.

Este teste permite aferir sobre o efeito citostatico e/ou citotoxico induzidos
pelos farmacos em estudo. O efeito citostatico é observavel pela inibicdo do
crescimento celular. Por outro lado, o efeito citotoxico traduz a diminui¢do da
viabilidade celular.

Apo6s a contagem do numero de células viaveis e mortas (figura 14), no
microscopio Otico L2000 (Bioval), determinou-se a densidade e a viabilidade
celulares, através das seguintes formulas:

Y(células vivas)

Densidade celular (n° células/mL)= xfator dilui¢iox10*

n° quadrantes

¥(células vivas)

Viabilidade (%)= mx
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Figura 14: A. Hemocitdmetro ou cAmara de neubauer. B. Grelha de contagem do hemocitémetro. A
suspensdo celular com o corante azul de tripano deve ser inserida na superficie do hemocitémetro e colocar
uma lamela por cima. De seguida faz-se a contagem de células ao microscopio. A contagem das células deve
ser feita em “L”. Adaptado de http://www.ebah.com.br/content/ ABAAAezrAAC/tecnica-camara-neubauer
http://protocolos3.dominiotemporario.com/page _19.html

As células HL-60 e HL-60AZA foram incubadas durante 72h em placas de 96
poc¢os na auséncia de farmaco (controlo) e na presenca de varias concentragdes dos
farmacos azacitidina e decitabina (5 uM, 10 uM, 25 puM, 50 uM, 100 uM para
ambos os farmacos e 200 uM apenas para a azacitidina, Sigma-Aldrich). Foram
retirados 20 pL da suspensdo celular, apds homogeneizacdo, e colocou-se no
hemocitometro com igual aliquota do corante azul de tripano (Sigma-Aldrich).

3.5. Analise da morfologia por microscopia ética

A avaliacdo da morfologia celular da linha celular HL-60 e da sublinha HL-
60AZA, foi analisada por microscopia ética apds a realizacdo de esfregacos das
células e respetiva coloracdo de May-Grinwald-Giemsa (Sigma-Aldrich). Esta
coloragdo cora as diferentes estruturas celulares em funcdo do seu pH (Houwen,
2001).

Para a realizagio dos esfregacos recolheram-se cerca de 0,5 x 10° células/mL
incubadas na auséncia e na presenca de 5 pM e 50 uM do farmaco azacitidina
durante 72h. Apo0s incubacédo, as células foram lavadas com PBS e centrifugadas
durante 5 minutos a 300 xg. Para que as células aderissem melhor a lamina, foram
ressuspensas numa pequena quantidade de FBS e fizeram-se o0s esfregacos.

Depois de secos, os esfregacos foram corados durante 3 minutos com a
solucdo de May-Griinwald. Colocou-se a mesma quantidade de agua bidestilada e

deixou-se reagir durante 1 minuto. Inverteram-se as laminas para retirar o excesso de
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corante. Seguidamente adicionou-se a solucdo de Giemsa (diluido na proporgéo de
1:8 com &gua destilada, aquando da utilizacdo) durante 15 minutos.

Os esfregagos foram lavados em &gua destilada e, ap6s secagem, foram
analisados ao microscépio Otico. Usou-se um microscopio 6tico Eclipse
80i (Nikon) acoplado a uma camara digital “Digital Camera DXm 1200F” (Nikon),
que permitiu a aquisicdo de imagens e 0 seu processamento no programa NIS-
Elements Microscope Imaging Software v4.3 (Nikon).

3.6. Extracdo e quantificacdo do DNA gendmico

A extracdo de DNA das linhas celulares HL-60, HL-60AZA e de sangue
periférico foi realizada através do kit de extracdo de DNA (GRS Genomic DNA Kit
— Blood & Cultured Cells, Grisp). As amostras de sangue periférico foram obtidas de
trés individuos saudaveis, com a finalidade de usar como controlos na técnica MS-
MLPA.

Para a extracdo de DNA de sangue periférico transferiram-se 300 uL de
sangue para um eppendorf, adicionaram-se 900 uL de “red blood cell lysis buffer” e
misturou-se por inversdo do eppendorf. Ap6s uma incubacdo de 10 minutos a
temperatura ambiente, centrifugou-se durante 5 minutos a 300 xg e removeu-se 0
sobrenadante. Ressuspendeu-se o pellet em 100 uL de “red blood cell lysis buffer” e
200 pL do tampao BC1.

Para a extracdo de DNA das linhas celulares adicionaram-se 200 pL do
tampdo BC1 ao pellet de células previamente lavado com PBS, e misturou-se no
vortex. Os seguintes passos foram realizados nas mesmas condicdes para ambas as
extracoes.

Incubaram-se 0s eppendorfs com as amostras de sangue periferico (ap0s
tratamento com o “red blood cell lysis buffer ) e das linhas celulares (ap6s adi¢do do
tampdo BC1l e lavado com PBS) durante 10 minutos a 70°C. De seguida
adicionaram-se 5 pL de RNAse A (10mg /mL), misturou-se no vortex e incubou-se
durante 5 minutos a temperatura ambiente. De seguida adicionaram-se 200 pL de
etanol absoluto e misturou-se no vortex. Esta mistura foi transferida para uma coluna
(genomic DNA mini spin column) inserida num tubo coletor. Centrifugou-se durante

5 minutos a 15000 xg. Descartou-se o tubo coletor e colocou-se a coluna num novo
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tubo. Adicionaram-se 400 pL de “Wash buffer 1” e centrifugou-se durante 1 minuto a
15000 xg. Descartou-se o contetdo do tubo coletor. Adicionaram-se 600 uL de
“Wash buffer 2” na coluna e centrifugou-se durante 1 minuto a 15000 xg.
Descartou-se o sobrenadante do tubo coletor, colocou-se novamente a coluna
no tubo e centrifugou-se 3min a 15000 xg, para secar a membrana da coluna. Por fim
transferiu-se a coluna para um eppendorf e adicionaram-se 100 uL de tampao de
eluicdo previamente aquecido. Incubou-se a temperatura ambiente durante 5 minutos.
Finalmente centrifugou-se a 15000 xg durante 1 minuto. Descartou-se a coluna e

armazenou-se 0 DNA a -20°C.

Através do recurso a um espetrofotometro de fluorescéncia, Nanodrop ND-
1000 Spectrophotometer (Thermo Scientific), realizou-se a avaliacdo quantitativa e
qualitativa do DNA extraido. Este método baseia-se na absor¢cdo de luz UV dos
acidos nucleicos nos comprimentos de onda de 250 nm a 280 nm, sendo maxima a
260 nm (comprimento de onda de absor¢do méxima do DNA). A razéo entre a leitura
de absorvancia a 260/280 nm permite estimar a pureza da amostra. Se a razdo se
encontrar no intervalo 1,8 — 1,9 o DNA encontra-se puro. Valores superiores indicam
presenca de RNA e valores inferiores indicam contaminacfes com proteinas, fendis
e/ou outros compostos (Thermo Scientific, 2013).

A amostra foi pipetada no suporte de medicdo do Nanodrop procedendo-se a
medicdo de absorvancia recorrendo ao software ND-1000 V3.5.2 (Thermo
Scientific). Entre amostras limpou-se o suporte com agua destilada de forma a evitar

possiveis contaminacgdes. As amostras foram armazenas a -20°C.

3.7. Extracdo e quantificacdo de RNA

Foi realizada extracdo do RNA total da linha celular HL-60 e da sublinha HL-
60AZA de acordo com o protocolo de extracdo de RNA total usando NZYol
(NZYtech). O RNA foi necessario para a conversdao para cDNA, essencial para
avaliar a expressao génica dos transportadores através de PCR em tempo real.

Para extrair o RNA das células lavou-se a suspensdo celular com PBS,
adicionou-se 1 mL de NZYol por cada 5 x 10° células, homogeneizou-se por

pipetagem varias vezes e transferiu-se para eppendorfs novos. Congelou-se a -20°C.
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No dia seguinte, incubaram-se os eppendorfs durante 5 minutos a temperatura
ambiente. Adicionaram-se 200 pL de cloroféormio por cada mL de NZYol
adicionado. Misturou-se bem no vortex e incubou-se durante 3 minutos a
temperatura ambiente. De seguida centrifugou-se a 12000 xg durante, 15 minutos e a
4°C. Esta centrifugacdo permitiu separar a amostra em 3 fases: uma fase organica de
cor verde contendo DNA e proteinas, uma interfase fenol-cloroférmio e uma fase
translicida, a fase aquosa que contém o RNA. Transferiu-se a fase aquosa
cuidadosamente para um eppendorf e adicionaram-se 500 uL de isopropanol por mL
de NZYol. Incubaram-se as amostras a temperatura ambiente durante 10 minutos. De
seguida centrifugou-se a 12000 xg, durante 10 minutos e a 4°C. Descartou-se 0
sobrenadante, lavou-se o pellet em 1 mL de etanol a 70% por mL de NZYol.
Misturou-se no vortex e centrifugou-se a 7500 xg durante 5 minutos a 4°C.
Removeu-se 0 sobrenadante e deixou-se secar o pellet a temperatura ambiente.
Depois da secagem do pellet, ressuspendeu-se em dgua RNAse free.

O RNA foi quantificado no Nanodrop ND-1000 Spectrophotometer (Thermo
Scientific) e armazenou-se a -80°C. A quantificacdo pelo Nanodrop permite uma
avaliacdo quantitativa e qualitativa do RNA extraido. Este método baseia-se na
absorcdo de luz UV dos &cidos nucleicos nos comprimentos de onda de 250 nm a
280 nm, sendo mé&xima a 260 nm. A razdo entre a leitura de absorvancia a 260 e 280
nm permite estimar a pureza da amostra. Se o valor da razdo 260/280 se encontrar

préximo de 2,0 o RNA encontra-se puro (Thermo Scientific, 2013).

3.7.1. Conversdo do RNA a cDNA

Para realizar a conversdo do RNA a cDNA recorreu-se ao kit comercial NZY
First-Strand CDNA Syntesis kit da empresa NZYTech, de acordo com as instrucdes
do fabricante.

Iniciou-se o protocolo por fazer a mistura “annealing reaction”, em gelo,

cujos componentes estdo descritos na tabela 1.
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Tabela 1: Composi¢io da mistura “annealing reaction” do protocolo de conversido do RNA a cDNA - NZY
First-Strand CDNA Syntesis kit da empresa NZY Tech.

Componente Volume
Oligo(dT)ss primer mix (50 uM), or random hexamer mix (50ng/ pL) 1L
10 x Annealing buffer 1L

Nuclease-free water Até 8 uL

De seguida, distribuiu-se a mistura por tubos de 0,2 mL e adicionou-se 0
RNA. Misturou-se no vortex e incubou-se a 65°C durante 5min.
Posteriormente fez-se a mistura da transcriptase reversa, em gelo, e

adicionou-se a mistura dos componentes descritos na tabela 2.

Tabela 2: Composicao da mistura da transcriptase reversa do protocolo de conversdo do RNA a cDNA - NZY
First-Strand CDNA Syntesis kit da empresa NZY Tech.

Componente Volume
NZYRT 2x Master mix, no oligos 10 pL
NZYRT Enzime mix 2 L
Volume final 20 pL

Esta mistura foi distribuida pelos eppendorfs e fez-se o ciclo de temperaturas

no termociclador T100 da Bio-Rad, descrito na tabela 3:

Tabela 3: Ciclo de temperaturas e tempos de incubacéo do protocolo de conversdo do RNA a cDNA - NZY
First-Strand CDNA Syntesis kit da empresa NZY Tech

Temperatura Tempo
50°C 30 minutos
85°C 5 minutos

De seguida adicionou-se 1 puL de NZY RNase H (E. Coli) e incubou-se a 37°C
durante 20 minutos. As amostras de cDNA foram armazenadas a -20°C.
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3.8. Avaliacdo dos mecanismos moleculares de resisténcia a azacitidina e

decitabina

3.8.1. Curvas dose-resposta

Para a avaliacdo do efeito da azacitidina e da decitabina na linha celular HL-
60 e na sublinha HL-60AZA, realizaram-se plaqueamentos das células com
diferentes concentracdes de farmaco.

As células HL-60 e HL-60AZA foram plaqueadas em placas de 96 pocos com
as doses 5 UM, 10 puM, 25 pM, 50 puM, 100 uM dos farmacos azacitidina e
decitabina, e ainda com 200 uM de azacitidina. Mantiveram-se em cultura durante
72h. A cada 24h foi retirada uma aliquota para o teste de exclusdo azul de tripano
(como descrito no ponto 3.4.). Os dados foram reunidos para calcular a densidade e

viabilidade celulares e assim obter as curvas dose-resposta.

3.8.2. Analise da expressdo génica do transportador ABCG2 e da enzima
UGT1A1 por gRT-PCR

A descoberta e caracterizacdo do perfil de expressdo de genes supressores
tumorais, permite uma relacdo com a multidrug resistance e assim, prever uma falha
ou ndo de resposta ao tratamento e auxiliar na selecdo da melhor escolha
farmacoldgica direcionada para cada doente.

A avaliacdo da expressdo génica do transportador ABCG2 e do gene UGT1A1
foi realizada recorrendo ao PCR em tempo real, qRT-PCR. Utilizou-se o
termociclador CFX96 Touch ™ detection system C1000 da Bio-Rad Laboratories.

A PCR (polymerase chain reaction) é uma técnica que permite amplificar o
DNA. Na reacdo PCR em tempo real (qQRT-PCR) a analise ¢ feita em “tempo real”,
ou seja, a medida que a reacdo estd a decorrer, conseguimos detetar/analisar em
tempo real o que estd a acontecer. A marcacdo com fluordforos especificos (por
exemplo o SYBR Green ou EvaGreen), permite detetar a fluorescéncia aquando da
amplificacdo do DNA, sendo o aumento da fluorescéncia proporcional a quantidade
de DNA. Assim, a fluorescéncia reflete a quantidade do produto amplificado em
cada ciclo (Real-Time PCR Applications Guide, 2006).
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No gRT-PCR, a eficiéncia € calculada de forma precisa pelo software de
leitura CFX Manager™ Software v3.1 da Bio-Rad Laboratories. A especificidade do
produto de PCR pode ser efetuada por anélise de curva de melting e a quantificacéo
do gene alvo por comparacdo com os niveis de fluorescéncia obtidos a partir de um
gene controlo.

Para a realizagdo do QRT-PCR fez-se inicialmente a mistura cujos
componentes e respetivos volumes estdo representados na tabela 4. O volume total de

cada reacao foram 10 L.

Tabela 4: Composicao da mistura usada no gRT-PCR.

Componente Concentracéo final Volume final *
5x EvaGreen 1x 2 UL
Primer F (10pmol/uL) 150 nM 0,15 pL
Primer R (10pmol/ pL) 150 nM 0,15 pL
H20 6,7 pL
cDNA 1puL

*Volume final correspondente a uma amostra. Primer F (forward); Primer R (reverse).

Na tabela 5 estéo identificados os primers utilizados na mistura para o gRT-
PCR. Os primers foram desenhados pelo Laboratério de Oncobiologia e
Hematologia (LOH) da Faculdade de Medicina da Universidade de Coimbra

especificamente para este protocolo, e sintetizados pela Sigma-Aldrich.

Tabela 5: Primers utilizados na reagéo de gRT-PCR. gBCRP-F: primer forward; gBCRP-R: primer reverse (a
mesma nomenclatura foi usada para os restantes primers.

Primers Sequéncia (5’ - 3?)
gBCRP-F GGAACTCAGTTTATCCGTGGTG
gBCRP-R CCTGGGGATTACCCAGCAAG

qUGT1A1-F CACTGTATTCTTCTTGCATG
qUGT1A1-R CGATCCAAAGTAATACATCTG
gGAPDH-F CCGCTTCGCTCTCTGCTCCT
gGAPDH-R CCGTCGACTCCGACCTTCACCTT

Foram realizados 3 ensaios independentes, utilizando 3 amostras
independentes de DNA obtido da linha celular HL-60 e HL-60AZA. Foram
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realizadas curvas standard usando diluicbes seriadas da amostra de DNA, cuja
finalidade foi determinar a eficiéncia da reagdo. Adicionou-se um controlo negativo
(&4gua) a cada placa do gRT-PCR. Os valores de expressdo foram normalizados com
0 gene housekeeping GAPDH.

3.8.3. Analise da expressao proteica dos transportadores P-gp, MRP1 e MVP

por citometria de fluxo

Os transportadores proteicos envolvidos no efluxo dos farmacos podem ser
identificados atraves da técnica citometria de fluxo. Esta técnica identifica
transportadores membranares e transportadores intracelulares, consoante marcagao
com anticorpos ligados a sondas fluorescentes.

A citometria de fluxo é uma técnica que permite analisar caracteristicas fisicas
de células individualizadas. Esta técnica possibilita a distingdo de células consoante o
tamanho relativo, intensidade de fluorescéncia relativa e complexidade. As células
sdo encaminhadas numa corrente de fluido. A passagem do feixe continuo de luz
pelas células induz dois tipos de dispersdo de luz: a dispersao frontal que avalia o
tamanho (Forward Scatter Channel — FSC) e a dispersdo lateral (Side Scatter
Channel — SSC) que avalia a complexidade das células. Esta dispersdo é captada por
lentes que transmitem ao detetor, e este vai produzir sinais elétricos proporcionais ao
sinal 6tico (Biosciences, 2000).

Para realizar a analise da expressdo proteica dos transportadores proteicos,
glicoproteina-P, MRP1 e MVP por citometria de fluxo procedeu-se a marcagao
através de 2 protocolos diferentes. Os transportadores membranares glicoproteina-P,
MRP1 foram analisados atraves de uma marcagdo de superficie e o transportador
MVP, um transportador localizado na membrana nuclear, foi analisado por marcacgao
intracelular.

Inicialmente lavaram-se as células (0,5 x 10° células/mL) com PBS, por
centrifugacdo durante 5 minutos a 300 xg. De seguida adicionaram-se 300 pL de
PBS e distribuiu-se pelos tubos de citometria.

Na marcagédo para o transportador MVP, o sobrenadante foi decantado e o
pellet foi incubado durante 15 minutos ao abrigo da luz com 100 pL da solugéo A

(A: fixation solution, Kit Intracell, Immunostep). De seguida lavou-se 0 excesso de

55



solucdo adicionada com PBS. Decantou-se o sobrenadante, adicionaram-se 100 uL
da solugédo B (B permeabilization solution, Kit Intracell, Immunostep) e 1 pg de
anticorpo primario (Mouse monoclonal 1gG1, Santa Cruz Biotechnolgy). Incubou-se
novamente durante 15 minutos ao abrigo da luz e lavou-se com PBS. Por fim
adicionou-se 1 pg de anticorpo secundario (Chicken anti-mouse 1gG-PE, Santa Cruz
Biotechnology). Incubou-se durante 15 minutos ao abrigo da luz lavou-se e decantou-
se 0 sobrenadante. Por fim ressuspendeu-se o pellet em 300 uL de FACSflow (BD
Biosystems).

Para a marcacéo dos transportadores glicoproteina-P e MRP1, adicionaram-se
10 pL de anticorpo conjugado com FITC (mouse Anti-human MRP1 e mouse Anti-
human P-gp, BD Pharmingen) as células com PBS e incubou-se durante 15 minutos
ao abrigo da luz. De seguida lavaram-se as células com PBS e decantou-se o
sobrenadante. Por fim ressuspendeu-se o pellet em 300 pL de FACSflow (BD
Biosystems). Foi realizada a analise de 3 ensaios independentes no citometro de
fluxo FACScalibur (BD Biosystems) equipado com um laser de argon. Os
comprimentos de onda de excitacdo dos fluorocromos usados foram de 525 nm para
a anti-P-gP-FITC, de 640 nm para o anti-BCRP-PE e para o anti-MVP-PE.

Foram adquiridas 10000 células através do programa CellQuest™ e os dados
analisados com recurso ao programa Paint-a-GateTM, sendo estes apresentados em
unidade arbitraria de média de intensidade de fluorescéncia (MIF) e em percentagem

de células positivas para os respetivos transportadores.

3.8.4. Analise do perfil de metilacdo de genes nas linhas celulares HL-60 e HL-
60AZA por MS-MLPA

A anélise do padrdo de metilacdo de diversos genes foi avaliado por MS-
MLPA (Methylation-Specific Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification).
Esta técnica, descrita por Nygren e colaboradores (2005), corresponde a uma
variacdo da técnica convencional de MLPA. E um método semi-quantitativo que
permite detetar dois parametros: a alteracdo do numero de coOpias e o padrdo de
metilagio de genes especificos. E um método simples, fidvel e necessita de uma

guantidade reduzida de amostra (DNA).
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As etapas fundamentais do MS-MLPA sdo: desnaturacdo do DNA e
hibridizacdo das sondas; reacdo de ligacdo/digestdo pela enzima Hhal; reacdo de
PCR e separagdo dos fragmentos amplificados; e analise dos resultados. A grande
diferenca entre 0 MLPA e MS-MLPA é que cada reacdo de MS-MLPA gera duas
amostras: uma ndo digerida para a detecdo do numero de copias e outra digerida para
a detecdo da metilagdo (Nygren et al, 2005; MS MLPA General protocol, 2016).

O painel de sondas utilizado foi “SALSA MLPA probemix ME002-C1 Tumour
Suppressor-2” da empresa MRC-Holland (Amsterdam, The Nertherlands). Este
painel de sondas, sequéncias de nucledtidos com tamanho entre 64 e 105 nt, é
especifico para 25 genes supressores tumorais (TP73, MSH6, VHL, RARS, ESR1,
CDKN2A, PAX5, KLLN, MGMGT, PAX6, WT1, CD44, GSTP1, ATM, CADM1,
CHF3, BRCA2, RB1, THBS1, PYCARD, CDH13, TP53, BCRAL, STK11, GATAS).
Os genes MGMT e RB1 foram analisados com duas sondas diferentes.

Assim, para a analise do perfil de metilacdo usaram-se 5 pL das amostras com
aproximadamente 100 ng de DNA. Recorreu-se a um termociclador ABI 2720
(Applied Biosystems) para auxiliar os varios passos do protocolo. A endonuclease
sensivel a metilacdo utilizada para o estudo do perfil epigenético foi a Hhal
(Promega).

Inicialmente realizou-se a desnaturacdo do DNA e a hibridizacdo que
permitiram a ligacdo das sondas ao DNA. Apos a hibridizacdo da sonda, as amostras
foram divididas em dois tubos: um em que se adicionou uma endonuclease de
restricdo (Hhal) e outro em que ndo se adicionou a enzima. O que é amplificado
nesta técnica séo as sondas. No caso de o DNA n&o estar metilado as sondas ligam-se
e sdo digeridas pela enzima Hhal. Se o DNA estiver metilado as sondas ligam-se, e
0s grupos CHs previnem a digestéo.

Apbs a reacdo de PCR (durante 35 ciclos), procedeu-se a eletroforese capilar
de forma a separar os produtos de PCR de acordo com o seu tamanho molecular.
Para tal, usaram-se 0,7 pL de produto de PCR e 9,4 pL de uma mistura com ROX e
formamida desionizada (Applied Biosystems). A separagdo das sondas amplificadas
por PCR foi realizada num sequenciador genético ABI PRISM 3130 (Applied
Biosystems).

A analise dos resultados foi feita no

software GeneMapper v4.1 (Applied Biosystems) para analise dos eletroferogramas.
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Para o célculo da % de metilacdo e dos niveis de alteracdo do nimero de copias
recorreu-se ao software Coffalyser.Net (MRC-Holland).

A determinacédo do intervalo de percentagem de metilagdo foi realizada com
base na analise das amostras controlo (trés individuos saudaveis). Um gene foi
considerado metilado quando a sua percentagem de metilacdo revelou ser igual ou
superior a 15% (Moelans et al, 2011; Verschuur-Maes et al, 2012; Chmelarova et al,
2012).

3.9. Analise estatistica

Para o tratamento estatistico dos resultados obtidos recorreu-se ao programa
GraphPad Prism version 6. Procedeu-se a analise de variancia estatistica de dois ou
mais grupos em simultaneo pelo teste one-way ANOVA, tendo-se utilizado o teste de
Friedman e teste t de student. A anélise estatistica das curvas dose-resposta foi feita
recorrendo a regressao ndo-linear de 5 a 14 ensaios independentes nas curvas dose-
resposta. Os resultados apresentaram-se sobre a forma de média + erro padrdo de 3
ensaios independentes nos resultados relativos ao qRT-PCR e citometria de fluxo. Os
resultados foram considerados estatisticamente significativos para um valor de

p<0.05.

58



RESULTADOS

59



60



CAPITULO IV - RESULTADOS

4.1. Caracterizacdo da linha celular HL-60 e da sublinha celular resistente HL-
60AZA

Para a realizacdo deste estudo recorreu-se a linha celular HL-60 e a sublinha
resistente ao farmaco azacitidina HL-60AZA. A linha celular HL-60 é um modelo in
vitro de LMA/LPA, sem a translocagdo PML-RARa.

Com o objetivo de perceber se a resisténcia ao farmaco azacitidina induziu
alteracdo na morfologia celular, as células foram observadas ao microscépio Otico,
apos coloracao de May-Grinwald-Giemsa (figura 15).

Os resultados referentes a linha celular HL-60 e HL-60AZA, estdo
representados na figura 15 e revelaram caracteristicas tipicas de promieldcitos. As
células HL-60 sdo redondas, com uma elevada razdo nucleo-citoplasma e com
presenca de 2-3 nucléolos no ndcleo e tém citoplasma basofilico. As células
resistentes a azacitidina sdo redondas, parecem ter uma relacdo nucleo-citoplasma

mais baixa e maior quantidade de vacuolos.

B

Figura 15: Aspetos morfologicos das células HL-60 (A) e HL-60AZA (B). Os esfregagos das
células foram corados com solugdo de May-Griinwald-Giemsa e observados ao microscopio 6tico de
acordo com o descrito no ponto 3.5 (ampliagdo de 500x).

Seguidamente, analisou-se o perfil de metilagdo de 25 genes supressores
tumorais (TP73, MSH6, VHL, RARpS, ESR1, CDKN2A, PAX5, KLLN, MGMGT,
PAX6, WT1, CD44, GSTP1, ATM, CADM1, CHF3, BRCA2, RB1, THBS1, PYCARD,
CDH13, TP53, BCRAL, STK11, GATA5), das linhas celulares HL-60 e HL-60AZA.
O objetivo desta técnica foi perceber se a resisténcia induziu alteragdo nos perfis de
metilagdo das células HL-60AZA.
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Consideraram-se 0s genes metilados cuja percentagem de metilacdo foi igual
ou superior a 15%. A apresentacao dos resultados da metilacdo dos genes supressores
tumorais estudados é feita em niveis de metilacdo: genes hipermetilados (intervalo de
metilacdo entre 60 a 100%) e genes parcialmente metilados (cujo intervalo de
metilacdo se situa entre 15 a 59%). A figura 16 representa os perfis de metilagédo

respetivos de cada gene, em cada linha celular.

Genes |HL-60| HL-60AZA
TP73
MSH6
VHL
RARpS
ESR1
CDKN2A
PAX5
KLLN
MGMT
MGMT
PAX6
WT1
CD44
GSTP1
ATM
CADM1
CHFR
BRCA2
RB1
RB1
THBS1
PYCARD
CDH13
TP53
BRCA1
STK11

GATAS

Figura 16: Perfis de metilacdo de varios genes supressores tumorais nas linhas celulares HL-60 e HL-60AZA.
A preto estdo representados os genes hipermetilados (cujos niveis de metilagdo se encontram entre os 60 - 100%, a
cor cinza os genes parcialmente metilados (15-59%) e, a branco os genes desmetilados (0 — 14%). Os resultados
representam a média de 3 ensaios independentes.

N&o se verificaram diferencas significativas na percentagem de metilacdo
entre a sublinha resistente e a linha sensivel. Ou seja, as células resistentes a
azacitidina ndo sofreram alteracGes a nivel da metilacdo quer dos genes metilados

como dos genes com auséncia de metilagdo estudados. Como representado na figura
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16 as linhas celulares parental e resistente observou-se hipermetilacdo dos genes
TP73, RARS, ESR1, MGMT, CADM1, CHFR, THBS1, CDH13 e GATAS. Os genes
PAX5, PAX6 e WT1 encontravam-se parcialmente metilados em ambas as linhas
celulares. Os genes MSH6, VHL, CDKN2A (p16), KLLN, CD44, GSTP1, ATM,
BRCA2, RB1, PYCARD, TP53, BRCAL e STK11 apresentavam-se desmetilados.

A técnica MS-MLPA permite ainda analisar o nimero de copias de cada gene
estudado. No presente trabalho ndo se verificaram diferengas significativas entre a
sublinha HL-60AZA e a linha celular parental.

4.2. Avaliacdo do efeito citostatico e citotdxico da azacitidina e decitabina na
proliferacéo e viabilidade das células HL-60 e HL-60AZA

A andlise das curvas de densidade e viabilidade celular obtidas para cada
linha celular, quando incubadas na auséncia e na presen¢a de farmaco, fornecem
informacBes sobre o efeito dos farmacos em estudo na proliferacdo e viabilidade
celulares.

A densidade e a viabilidade celulares de cada linha celular em estudo (HL-60
e HL-60AZA) foram determinadas recorrendo ao teste de exclusdo azul de tripano
como descrito no ponto 3.4.

A figura 17 representa a densidade celular das linhas HL-60 e HL-60AZA,
respetivamente, sem tratamento (controlo), e apds tratamento com o farmaco

azacitidina em vérias concentragfes durante 72 horas.

HL-60

HL-60AZA
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Figura 17: Efeito da azacitidina (AZA) na proliferagdo das células HL-60 e HL-60AZA.

As células foram incubadas de acordo com o descrito no ponto 3.2. A cada 24h foram retiradas aliquotas da
suspensdo celular e realizou-se o teste de exclusdo azul de tripano. Os resultados, expressos em 109
células/mL, representam a média * erro padrdo de 5 a 14 ensaios independentes. A analise estatistica foi
efetuada utilizando o teste t de student, sendo ** p<0,01.
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Como podemos observar na figura 17, o perfil de crescimento da linha
sensivel e da resistente é ligeiramente diferente. Quando as células HL-60 foram
incubadas 72h com doses crescentes de farmaco, verifica-se uma reducdo da
proliferacdo, relativamente ao controlo. Apds a incubagdo de 72h com 200 uM de
azacitidina, verificou-se uma diferenca significativa (**p = 0,0062) entre a densidade
celular da linha HL-60 (0,05 x 10° células/mL + 0,01) e da HL-60AZA (0,11 x 10°
células/mL £ 0,01). A azacitidina induziu um efeito citostatico que é dependente da
dose (**p = 0,0062) e da linha celular.

No entanto, nas células HL-60AZA a reducdo da densidade celular ndo é tdo
acentuada como nas células HL-60. Embora a azacitidina tenha induzido uma
diminuigdo da densidade celular na linha celular HL-60AZA comparativamente ao
controlo, esta diminuicdo foi menor do que a observada na linha celular parental em
todas as concentragdes testadas, sendo mais evidente para as concentracdes inferiores
ou iguais a 100 pM.

A viabilidade celular da linha HL-60 e HL-60AZA correspondente a cada
dose de farmaco e tempo de incubacao (24h, 48h e 72h) estdo representados na figura

18.
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Figura 18: Efeito da azacitidina (AZA) na viabilidade celular na linha HL-60 e HL-60AZA

As células foram incubadas de acordo com o descrito no ponto 3.2. A cada 24h foram retiradas aliquotas da
suspensdo celular e realizou-se o teste de exclusdo azul de tripano. Os resultados, expressos em percentagem (%)
de viabilidade, representam a média + erro padrdo de 5 a 14 ensaios independentes. A analise estatistica foi
efetuada utilizando o teste t de student, sendo ** p<0,01; *** p<0,001.

A diminuicdo da densidade celular das células HL-60 é acompanhada por uma
diminuicdo da viabilidade celular. Como se pode observar na figura 18, a azacitidina
induz uma diminuigdo da viabilidade celular da linha sensivel, dependente da
concentragéo do farmaco **p = 0,0083), do tempo

de incubagdo (***p = 0,0002) e do tipo de linha celular. Doses mais elevadas de
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farmaco induzem maior diminuicdo da viabilidade da linha HL-60 comparando com
a linha HL-60AZA.

Observou-se maior efeito citotoxico nas células HL-60 incubadas 72h com 50
UM, cuja viabilidade observada (59,4% =+ 2,14), revelou valores inferiores em
comparacdo com as celulas HL-60AZA (62,4% + 5,06).

As células HL-60 incubadas 72h com 200 uM de azacitidina revelaram uma
viabilidade de aproximadamente 10% + 2,34, enquanto que na sublinha resistente a
viabilidade revelou valores superiores (32,6% + 3,83). Na linha celular HL-60 este
efeito citotdxico observou-se com a dose 100 UM de azacitidina, cuja viabilidade
observada foi de 35% + 6,73 na linha HL-60 (na sublinha resistente a viabilidade
determinada foi de 66,3% = 4,02).

Considerando estes resultados, a linha HL-60 mostrou ser mais sensivel a
azacitidina do que a linha HL-60AZA. A linha celular HL-60AZA apresentou algum
grau de resisténcia a azacitidina.

Para determinar o 1Cso (dose necessaria para reduzir a viabilidade celular a
50%) com maior precisdo, no final das 72 horas de incubacdo das células HL-60 e
HL-60AZA com o farmaco azacitidina, efetuou-se a regressdo ndo linear do
logaritmo (Log) da concentragdo (M) em funcdo da % de viabilidade celular (figura
19).
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Figura 19: Regressdo logaritmica do 1Cso da azacitidina nas linhas HL-60 e HL-60AZA. O gréfico
representa a regressdo logaritmica do 1Cso da azacitidina nas linhas celulares HL-60 e HL-60AZA as 72h de
incubacdo. A cada 24h foram retiradas aliquotas da suspensdo celular e realizou-se o teste de exclusao azul de
tripano. Os resultados, expressos em percentagem (%) representam a média + erro padrdo de 5 a 14 ensaios
independentes. A andlise estatistica foi efetuada utilizando a regresséo no linear.

O ICs estimado de azacitidina ap6s 72h de incubacdo foi de
aproximadamente 58,5 uM para a linha HL-60 e 187,1 uM para a linha HL-60AZA.

Uma vez que o nivel de resisténcia pode ser quantificado pela comparacéo entre o
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ICso da linha HL-60 e HL-60AZA, calculou-se o nimero de vezes que é necessario
aumentar a dose de farmaco na linha resistente, em relacéo a linha sensivel para se
atingir o mesmo efeito. Assim, as células HL-60AZA necessitaram de uma dose de
azacitidina 3,2 vezes superior as células HL-60.

A figura 20 representa a densidade celular (x 10° células/mL) da linha HL-60
e HL-60AZA, respetivamente, a cada tempo de incubagdo (24h, 48h e 72h) com o
farmaco decitabina. O objetivo de realizar incubagdes com a decitabina nas células
resistentes e nas células sensiveis foi determinar a resisténcia cruzada dos farmacos e
perceber se a decitabina induz um efeito citostatico e citotoxico distinto da
azacitidina, ou seja, se constitui uma melhor abordagem terapéutica nos quadros de

resisténcia a azacitidina.

HL-60 HL-60AZA
ey oy
£ £ 0.9
o 2 —— Controlo
3 r
3 3 —— 5uM
= 2 0.6
% x —— 10 M
5 E —— 25uM
3 8
P P 0.3+ —— 50 M
©
§ g 100 pM
c
g 0.0 . ; . 3 0.0 . T :
0 24 48 72 0 24 48 72
Tempo (horas) Tempo (horas)

Figura 20: Efeito da decitabina (DAC) na proliferagédo das células HL-60 e HL-60AZA.

As células foram incubadas de acordo com o descrito no ponto 3.2. A cada 24h foram retiradas aliquotas da
suspensdo celular e realizou-se o teste de exclusdo azul de tripano. Os resultados, expressos em x108
células/mL, representam a média + erro padrdo de 5 a 12 ensaios independentes. A analise estatistica foi
efetuada utilizando o teste t de student, sendo ** p<0,01; *** p<0,001. O efeito citostatico € dependente da
concentragdo (HL-60: *p = 0,0262; HL-60AZA: *p = 0,0313), do tempo de incubagdo (HL-60: **p =
0,0015; HL-60AZA: **p = 0,0020).

Verifica-se pela analise da figura 20, que a decitabina induziu um decréscimo
da proliferacdo das células HL-60 e HL-60AZA, relativamente ao controlo. O efeito
citostatico induzido pela decitabina revelou ser dependente da concentracdo do
farmaco e do tipo de linha celular, sendo mais significativo as 72h de incubagdo, e
nas células HL-60. De facto, observa-se uma maior proliferacdo das células HL-
60AZA (0,32 x 108 células/mL + 0,02) em comparacdo com a linha celular sensivel
(0,25 x 10° células/mL + 0,02) quando ambas tratadas com a dose maxima utilizada,
ou seja 100 uM de decitabina. A decitabina induziu um efeito citostatico superior nas

células sensiveis HL-60 em relacdo as células resistentes.
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Na figura 21 esta representado o efeito da decitabina na viabilidade celular

das linhas HL-60 e HL-60AZA, respetivamente, durante 72 horas de incubag&o.
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Figura 21: Efeito da decitabina (DAC) na viabilidade celular na linha HL-60 e HL-60AZA

As células foram incubadas de acordo com o descrito no ponto 3.2. A cada 24h foram retiradas aliquotas da
suspensdo celular e realizou-se o teste de exclusdo azul de tripano. Os resultados, expressos em percentagem
(%) de viabilidade, representam a média + erro padréo de 5 a 14 ensaios independentes. O efeito citotoxico da
decitabina foi dependente do tempo (HL-60: ****p < 0,0001; HL-60AZA: *p = 0,0142). A analise estatistica
foi efetuada utilizando o teste t de student, sendo * p<0,05; **** p<0,0001.

Pela andlise da figura 21 é possivel observar uma diminui¢do superior da
viabilidade celular nas células HL-60 comparativamente com as células HL-60AZA,
e para a mesma concentracdo de farmaco. Aquando da incubacédo de 72h com 50 uM
de decitabina, as células HL-60 apresentaram uma viabilidade inferior (50,1% =+
2,72), em comparagdo com as células HL-60AZA (62,9% = 2,91). A viabilidade das
células HL-60 incubadas 72h com 100 uM de decitabina revelou valores inferiores
(45,2 % + 4,91) comparativamente as células HL-60AZA (54 + 2,95).

A decitabina induziu um efeito citotoxico em ambas as linhas celulares
dependente do tempo e linha celular. O efeito citotoxico revelou ser dependente da
concentracdo de farmaco nas células HL-60 (*p = 0,0104) e nas células HL-60AZA
(*p =0,0313).

Tal como para a azacitidina, o 1Cso da decitabina foi estimado recorrendo a
uma regressao nao linear do Log da concentracdo (UM) em funcdo da % de
viabilidade celular, no final das 72h de incubacédo das linhas celulares HL-60 e HL-
60AZA (figura 22).
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Figura 22: Regressdo logaritmica do 1C50 da decitabina nas linhas HL-60 e HL-60AZA. O gréafico
representa a regressdo logaritmica do 1C50da decitabina nas linhas celulares HL-60 e HL-60AZA as 72h de
incubacdo. A cada 24h foram retiradas aliquotas da suspenséo celular e realizou-se o teste de exclusdo azul de
tripano. Os resultados, expressos em percentagem (%) representam a média + erro padrdo de 5 a 12 ensaios
independentes. A andlise estatistica foi efetuada utilizando a regressao ndo linear.

A dose de decitabina necessaria para reduzir a viabilidade celular a 50%
(ICs0), ap0s 72h de exposicado, é de aproximadamente 46,9 UM para a linha HL-60 e
5195 uM para a linha HL-60AZA. Assim, a sublinha celular HL-60AZA revelou ser
110,8 vezes mais resistente, comparativamente a linha celular sensivel, sugerindo a
presenca de resisténcia cruzada. A decitabina parece ser uma opgéo terapéutica mais
eficaz nas células HL-60, comparativamente a azacitidina, uma vez que 0S mesmos

efeitos citotoxicos e citostaticos sdo obtidos com concentra¢Ges mais baixas.

4.3. Avaliacao do efeito da azacitidina na morfologia celular

De seguida avaliou-se a morfologia celular em ambas as células ap6s 72h de
incubagdo com 5 pM e 50 puM de azacitidina. A dose de 5 uM de azacitidina foi a
dose em que as células resistentes foram mantidas em cultura. A dose de 50 uM foi
escolhida pois revelou ser a dose mais elevada sem induzir muita morte celular. O
objetivo consistiu em analisar a morfologia nas células HL-60 e HL-60AZA ap0s
incubacdo. Os resultados estdo representados nas figuras 23 e 24.

Na situacdo controlo (figuras 23A e 24A) observaram-se as caracteristicas de
promieldcitos: elevada razdo nucleo-citoplasma, presenca de nucléolos e citoplasma

basofilico. Observou-se também a presenca de alguns vacuolos nas células HL-
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60AZA (figura 24A), que se explica pelo facto de as células HL-60AZA, na situacéo
controlo, cresceram na auséncia de farmaco.

As células resistentes, HL-60AZA incubadas 72h com 5 pM de azacitidina
apresentaram uma morfologia com menor vacuolizacdo do que as células HL-
60AZA controlo (sem incubacdo de farmaco) (figura 24). As células HL-60
incubadas 72h com 5 pM de azacitidina apresentaram uma estrutura com menor
razdo nucleo-citoplasma, comparativamente a situacdo controlo (figura 23B) e as

células HL-60AZA incubadas nas mesmas condicdes (figura 24B). Na incubacao de
50 uM de azacitidina (figuras 23C e 24C), em ambas as células HL-60 e HL60AZA

se observou maior vacuolizacdo e comprometimento da membrana celular.

Figura 23: Aspetos morfologicos das células HL-60 apds 72h de incubagdo com azacitidina. A. Condicdo
controlo. B. Incubagéo com 5 uM de azacitidina. C. Incubacéo com 50 pM de azacitidina. Os esfregacos das células
foram corados com solucdo de May-Griinwald-Giemsa e observados ao microscépio 6tico de acordo com o descrito
no ponto 3.5 (ampliagdo de 500x).
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Figura 24: Aspetos morfologicos das células HL-60AZA ap6s 72h de incubagdo com azacitidina. A.
Condicdo controlo. B. Incubagdo com 5 pM de azacitidina. C. Incubagdo com 50 uM de azacitidina. Os
esfregacos das células foram corados com solucdo de May-Griinwald-Giemsa e observados ao microscopio
6tico de acordo com o descrito no ponto 3.5 (amplia¢do de 500x).
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4.4. Analise dos transportadores e enzima

A resisténcia a quimioterapia é frequentemente associada a alteragdes no
perfil de expressdo de transportadores membranares e nucleares envolvidos no
transporte de inumeros farmacos, e ainda em enzimas do metabolismo, de que é
exemplo, a UGT1A1, uma enzima envolvida na metabolizacdo dos farmacos
hipometilantes utilizados no presente trabalho.

A avaliacdo dos niveis de expressdo dos genes ABCG2 e UGT1Al foi
determinada recorrendo ao método qRT-PCR (figura 25) e normalizada a linha
celular HL-60.
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Figura 25: Niveis de expressdo dos genes ABCG2 e UGT1A1 na linha celular HL-60 e na sublinha
resistente HL-60AZA por gRT-PCR. A expressao dos genes referidos foi efetuada a partir de 3 amostras
independentes de DNA. Os resultados representam a média da variacdo da expressdo génica + erro padréo
de 3 amostras independentes. A andlise estatistica foi efetuada utilizando o teste t de student, ndo tendo sido
observadas diferencas estatisticamente significativas.

Como podemos observar na figura 25, a média de variacdo da expressao
génica do gene ABCG2, na sublinha HL-60AZA ¢ 1,6x superior a da linha HL-60. O
mesmo se verificou para a enzima UGT1Al1, em que na sublinha HL-60AZA a
expressao foi 1,7x superior a da linha sensivel HL-60. No entanto, estas diferencas

ndo sdo estatisticamente significativas.

Os niveis de expressao proteica e a percentagem de células que expressam 0s
transportadores membranares glicoproteina-P e MRP1, bem como o transportador da
membrana nuclear MVP, foram avaliados recorrendo a técnica citometria de fluxo
(figuras 26 e 27, respetivamente).

Relativamente a glicoproteina-P, observou-se um aumento significativo (***p
= 0,0001) da expressao desta proteina nas células resistentes (70 = 1,25 MIF) em
comparagdo com as células sensiveis HL-60 (41 + 0,94 MIF) (figura 26). No mesmo

70



sentido, detetou-se uma maior percentagem de células HL-60AZA a expressar P-gp
(67,3% + 2,72; ****p < 0,0001) comparativamente as células HL-60 (12,3% =+ 0,27)
(figura 27).

O mesmo se observou para o transportador MRP1, cuja expressdo nas células
HL-60AZA foi significativamente superior (45 + 0,98 MIF; ***p = 0,0004) em
relacdo as células sensiveis (29,3 + 0,72 MIF) (figura 26); e um aumento na
percentagem de células com o transportador (53% * 1,89; **p = 0,0011),
comparativamente as células HL-60 (12,3% + 0,27; 10,3% =+ 1,91) (figura 27).

Em relacdo ao transportador MVP, encontrou-se uma maior percentagem de
células que expressam o transportador nas células resistentes (67,3% =+ 2,13; ****p <
0,0001) em comparagcdo com as células sensiveis (2% + 0,47) (Figura 27). No
entanto estes 2% de células expressam o transportador MVP com intensidade
semelhante em ambas as populaces celulares (HL-60: 71,7 £ 2,13 MIF; HL-
60AZA: 73,7 £ 2,37 MIF).
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Figura 26: Avaliacdo da expressdo dos transportadores glicoproteina-P, MRP1 e MVP por citometria de
fluxo. A expressdo membranar esta expressa em média de intensidade de fluorescéncia (MIF) total nas linhas

celulares HL-60 e HL-60AZA. Os resultados representam a média + erro padrdo de 3 ensaios independentes. A
andlise estatistica foi efetuada por comparagdo a linha HL-60 utilizando o teste t de student, sendo *** p<0,001.
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Figura 27: Avaliacdo da percentagem de células positivas que expressam os transportadores
glicoproteina-P, MRP1 e MVP por citometria de fluxo. Os resultados representam a média + erro padréo

de 3 ensaios independentes. A analise estatistica foi efetuada por comparagéao a linha HL-60 utilizando o teste

t de student, sendo ** p<0,01, *** p<0,001. 71
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CAPITULO V - DISCUSSAO

5.1. Efeito da azacitidina e decitabina num modelo in vitro de leucemia mieloide

aguda

A azacitidina e a decitabina sdo dois farmacos hipometilantes que estdo
aprovados pela FDA e/ou EMA (European Medicines Agency) para o tratamento da
SMD e de alguns subtipos de LMA. No entanto, alguns doentes sdo resistentes a este
tipo de farmacos, ndo sendo totalmente conhecidos 0s mecanismos envolvidos na
resisténcia que conduzem a faléncia da terapéutica (Kantarjian et al, 2007; Nimer,
2008; Stresemann & Lyko, 2008; Qin et al, 2009; Cortesdo, 2010, Qin et al, 2011,
Sarmento-Ribeiro et al, 2012). Neste sentido, no presente trabalho, avaliaram-se
alguns dos possiveis mecanismos moleculares envolvidos na resisténcia a
azacitidina, em particular avaliaram-se 0s niveis de expressdo proteica de
transportadores de efluxo (glicoproteina-P, MRP1 e MVP) e de expressdo genica do
transportador ABCG2 assim como da enzima de metabolismo UGT1AL. Além disso,
pretendeu-se também analisar se o desenvolvimento de resisténcia a azacitidina
induz resisténcia cruzada a decitabina, outro agente hipometilante.

Para a realizacdo deste trabalho experimental foi utilizada uma linha celular
de um subtipo de leucemia mieloide aguda, as células HL-60 e estabelecida uma
sublinha resistente ao farmaco azacitidina, as células HL-60AZA.

Nos testes de densidade e viabilidade celulares, a azacitidina induziu maior
efeito citostatico nas células sensiveis a azacitidina, HL-60, do que nas células
resistentes, HL-60AZA, sendo este efeito dependente da concentracdo do farmaco e
do tipo de linha celular. Este efeito citostatico foi menos acentuado na linha celular
HL-60AZA para concentragdes inferiores a 100 uM. Avaliando a viabilidade celular
verificou-se que para além do efeito citotoxico ser dependente da concentracdo de
azacitidina, do tempo de incubacéo e da linha celular, o ICsp da linha HL-60AZA foi
de 187,1 uM e o da linha HL-60 de 58,5 uM, o que demonstra que as células HL-
60AZA sdo cerca de 3,2 vezes mais resistentes a azacitidina relativamente as celulas
parentais sensiveis.

Quando as células foram tratadas com decitabina observou-se um efeito

citostatico e citotoxico dependente da concentragdo do farmaco, do tempo de
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incubacéo e da linha celular. O 1Cso da decitabina na linha HL-60AZA foi de 5195
UM e o na linha HL-60 de 46,9 uM, demonstrando que as células HL-60AZA séo
110,8 vezes mais resistentes a decitabina (comparativamente a linha parental),
sugerindo a presenca de resisténcia cruzada. Uma vez que o presente estudo sugere
que as células HL-60 sdo mais sensiveis a decitabina do que a azacitidina (ICso da
decitabina corresponde a 46,9 pM comparativamente ao da azacitidina que
corresponde a 58,5 uM), a decitabina parece ser uma opcdo terapéutica mais eficaz
nas células HL-60, mas nédo indicada para as células resistentes HL-60AZA.

Em alguns estudos os autores referem que a azacitidina (cujas doses variaram
entre 0,02 uM a 50 uM) induziu um efeito citostatico dependente da dose em linhas
celulares de LMA (SKM-1, HL-60 e THP-1) (Hollenbach et al, 2010; Kimura et al
2012). Um estudo de Cortesdo (2012), em que foi testado o efeito da decitabina
numa linha celular de LMA secundaria, a sindrome mielodisplasica (células F36P),
revelou igualmente um efeito citotoxico dependente do tempo e da concentragdo do
farmaco. No entanto, o 1Cso foi superior (aproximadamente de 500 pM) ao obtido no
nosso trabalho, confirmando que o efeito do farmaco € dependente da linha celular
em estudo. Os autores sugerem ainda que a DAC poderd constituir uma nova
abordagem terapéutica na SMD, podendo ser administrado num esquema terapéutico
diario em baixas concentracdes com diminuicdo da toxicidade secundaria do
farmaco. Num estudo de Ren e colaboradores (2015), em que foi avaliado o potencial
terapéutico da DAC em monoterapia em células HL-60, os autores verificaram que a
inibicdo da proliferacdo induzida por este composto foi dependente do tempo de
exposicao e da dose de farmaco.

Vérios autores estudaram o efeito da decitabina em linhas celulares de
leucemia, linfoma e mieloma (HL-60, Raji, ML-1, Jurkat, ARH-77, HS-Sultan,
OPM-2 e RPMI 8226) e observaram um efeito citostatico dependente da dose, cujos
valores de I1Cso determinados foram entre 0,2 UM e 1,2 uM (nas primeiras quatro
linhas celulares referidas) e 4,9 x 102 uM a 2,1 x 10 uM (nas restantes) (Lavelle et
al, 2003, Qin et al, 2007). Estes valores de ICso sdo diferentes dos obtidos no
presente trabalho experimental uma vez que as linhas celulares dos estudos sao
diferentes e o periodo de incubagdo foi superior (96h).

Num estudo em linhas celulares de leucemia mieloblastica aguda (SKM-1 e
MOLM-13) resistentes a azacitidina, os autores determinaram um valor de 1Cso 10X

superiores nas linhas resistentes do que nas linhas parentais. Os mesmos autores apés
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incubacdo das linhas celulares resistentes com os farmacos citarabina e gemcitabina
(antimetabolitos analogos de nucle6sidos) demonstraram a presenca de resisténcia
cruzada (Murase et al, 2016).

Um estudo realizado por Sarmento-Ribeiro e colaboradores (2012), em linhas
celulares de leucemia linfoblastica aguda T, uma sensivel (CEM) e outra resistente a
azaguanina (CM3), refere igualmente um efeito citostatico e citotdxico dependentes
da dose, do tempo de incubacdo e da linha celular. O valor de ICso da azaguanina nas
células CEM foi aproximadamente 10 uM, as 48h, ndo tendo sido atingido nas
células resistentes com as doses testadas. Este valor é diferente do obtido no presente
trabalno uma vez que as linhas celulares e o farmaco usados sdo diferentes.
Observaram ainda uma auséncia de resisténcia cruzada entre os analogos de
nucleodsidos e antraciclinas e alcaloides da vinca, sugerindo alterativas terapéuticas
em casos de resisténcia farmacoldgica.

No presente trabalho observou-se resisténcia cruzada a decitabina nas células
resistentes a azacitidina, indicando, em conjunto com os dados da literatura
cientifica, que em caso de resisténcia a um analogo de nucleésido, havera resisténcia
a farmacos da mesma familia. Neste caso especifico, o tratamento com decitabina

ndo serd benéfico apos o desenvolvimento de resisténcia a azacitidina.

5.2. Andlise da expressao dos transportadores (ABCB1, ABCC1, ABCG2, MVP) e
da enzima de metabolismo UGT1Al

A faléncia da terapéutica esta relacionada a maioria das vezes com o
desenvolvimento de resisténcia aos farmacos no decurso do tratamento ou pela
presenca de resisténcia inata. Sabe-se, até a data, que a amplificacdo da expressdo do
gene ABCG2 (que codifica a glicoproteina-P), responsavel pelo efluxo de farmacos, e
a diminuicdo do transportador SLC29A1 (que codifica o transportador de influxo
ENT1), estdo envolvidos na multidrug resistance. No entanto a resisténcia a
multiplos farmacos é multifatorial, podendo estar envolvidos outros mecanismos,
como por exemplo, outros transportadores, enzimas, alteracdes da composi¢do da
membrana da célula tumoral, formacdo de espécies reativas de oxigénio e/ou a

libertacdo de substéncias antioxidantes e alteracfes na expressdo de genes envolvidos
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na regulacdo da morte celular por apoptose (Sarmento-Ribeiro, 2002; Qin et al,
2007; Qin et al, 2009; Sarmento-Ribeiro et al, 2012; Alves, 2015).

Neste trabalho analisou-se a expressao de varios transportadores relacionados
com os farmacos em estudo, assim como de uma enzima envolvida no metabolismo
dos azanucleosidos, de modo a aferir o seu papel na resisténcia a azacitidina. Para tal,
avaliou-se a expressdo génica do transportador membranar ABCG2 e da enzima
UGT1AL1 e a expresséo proteica dos transportadores P-gp, MRP1 e MVP.

Os nossos resultados mostram que as células resistentes a azacitidina, HL-
60AZA, apresentam niveis de expressdo mais elevados dos genes ABCG2 e UGT1Al
(cerca de 1,6 vezes e 1,7 vezes, respetivamente) relativamente a linha parental HL-
60, o que pode contribuir para o desenvolvimento de resisténcia e consequente
faléncia da terapéutica. No entanto, as diferencas observadas ndo evidenciaram ser
estatisticamente significativas.

A expressdo do gene ABCG2 foi reportada em diversos tipos de cancro, como
é 0 exemplo das leucemias (Chigaev, 2015). No entanto, a bibliografia cientifica é
contraditéria, quer no que diz respeito aos niveis de expressdo (aumento ou
diminuicdo da expressdo em LMA e leucemia linfoblastica aguda (LLA)), e a
importéncia clinica deste gene (Abbott et al, 2002; Steinbach et al, 2002; Sauerbrey
et al, 2002; Plasschaert et al, 2003). Alguns autores referem uma elevada expressao
do gene ABCG2 e/ou da proteina codificada por este gene, a proteina BCRP, em
linhas celulares de leucemias e melanoma (HL-60, RF-10, K562-RD e K562-RC,
K562/DOX, AR230) resistentes a farmacos inibidores da tirosina cinase (imatinib e
nilotinib, flavopiridol) e doxorubicina (DOX) (Mahon et al, 2003; Nakanishi et al,
2006; Brendel et al, 2007; Alves, 2011).

A inativacdo génica e/ou proteica, ou mesmo uma alteracdo na atividade da
enzima UGT1A1, poderéo estar associados a auséncia de excregdo dos farmacos. No
entanto, a exposicdo prolongada aos farmacos pode levar ao desenvolvimento de
resisténcia (Ohno & Nakajin 2009; Gammal et al, 2016; Goey & Figg, 2016). Alguns
autores referem em doentes com LMA e em linhas celulares de adenocarcinoma da
mama resistentes a farmacos (citarabina, ribavirina e etoposido) elevada expressdo
do gene UGT1A1 (Ross et al, 2000; Van den Heuvel-Eibrink et al, 2002; Benderra et
al, 2005; Marques & lkediobi, 2010; Borden, 2014; Marin et al, 2016). Estes estudos
indicam que a enzima de metabolismo UGT1A1 podera ter um papel essencial no

desenvolvimento de resisténcia aos azanucleésidos.
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Além do aumento da expressdo dos genes ABCG2 e UGT1AL, observou-se
também que a sublinha resistente a azacitidina apresentou um aumento acentuado
dos niveis de expressdo e da percentagem de células que expressam 0s
transportadores membranares, glicoproteina-P e MRP1, comparativamente a linha
celular sensivel ao farmaco. Em relacdo ao transportador MVP apesar de se ter
observado maior percentagem de células resistentes que a expressam, 0s niveis de
expresséo séo elevados em ambas as linhas celulares. Estes resultados podem indicar
que 0 aumento de expressdo destes transportadores podera estar relacionado com a
resisténcia ao farmaco.

Em alguns estudos observaram-se elevados niveis de expressdo do gene
ABCBL1 e da proteina P-gp em células resistentes a antraciclinas (daunorubicina) e a
um inibidor de tiroina cinase (imatinib) em doentes com leucemia e em linhas
celulares de leucemia (Ross et al, 2000; Van den Heuvel-Eibrink et al, 2002;
Benderra et al, 2005; Alves, 2011). Um estudo de Benderra e colaboradores (2005),
em células HL-60 resistentes a daunorubicina, revelou valores superiores da
expressao do transportador MRP1 relativamente as células sensiveis a antraciclina.
Um estudo de Momparler (2005) em que foram avaliados 0s niveis de expressdo
génica, por QgRT-PCR, ndo se observaram diferencas significativas dos
transportadores MDR1, hENT1, hENT2, DCK e CDA, no momento do diagnostico e
apos recaida em doentes com SMD. Referem ainda, de acordo com 0s seus
resultados, que doentes com resisténcia a decitabina poderdo beneficiar do
tratamento com azacitidina. Um aumento de expressao do transportador MRP1 pode
induzir um aumento do efluxo dos farmacos. Assim, a concentracdo de farmaco
intracelularmente € reduzida, podendo ter influéncia no desenvolvimento de
resisténcia farmacologica.

Por fim, o transportador MVP diminui a eficacia dos farmacos citotoxicos por
regulacdo do transporte ndcleo-citoplasma destes compostos para fora do nucleo ou
mesmo por aprisionamento em vesiculas exociticas, demonstrado o seu papel na
resisténcia a vincristina, doxorubicina e etoposido. Este transportador parece ter um
papel importante no desenvolvimento de resisténcia a azacitidina (Schroeijers et al,
2000; Meschini et al, 2002; Kozlov et al, 2006; Yasunami et al, 2007; EI-Sharnouby
et al, 2010).
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5.3. Analise dos perfis de metilacdo de genes supressores tumorais

Sabe-se que doentes com diversas leucemias apresentam varias alteracdes
epigenéticas e genéticas no seu genoma. E deveras importante fazer a associacio
dessas modificagdes com o prognostico, possibilitando a longo prazo um prognoéstico
preciso e personalizado, possibilitando a selecdo dos doentes que poderdo ou nédo
responder a terapéutica com os farmacos hipometilantes. Sera importante tambem
para o desenvolvimento de terapias moleculares mais eficazes e dirigidas.

Deste modo, neste trabalho realizou-se a analise da metilacdo nas células HL-
60 e HL-60AZA de forma a perceber se a resisténcia induziu alteracdo na metilagéo
de alguns genes supressores tumorais. Ndo se observaram diferencas na metilacéo
entre a linha celular HL-60AZA e HL-60. Alguns autores referem, ap6s o tratamento
com azacitidina e decitabina na linha celular HL-60, assim como em doentes com
LMA e leucemia mieloide cronica com a combinagdo terapéutica de azacitidina,
acido valproico e ATRA, uma hipometilacdo nos genes p16, DAPK e MGMT (Yang
et al, 2006; Soriano et al, 2007; Su et al,2012).

Varios estudos tém associada a hipermetilagdo génica (genes MGMT, pl5,
HIC1, CDH1, ER, p53, CDH13) ao desenvolvimento de neoplasias hematologicas
(Johan et al, 2005; Aggerholm et al, 2006; Jiang et al, 2009; Valencia et al, 2011).

Um estudo de Qin e colaboradores (2011) em que foi avaliada a metilagédo
global do gene CDH13, entre outros, em doentes nos estadios iniciais de leucemia
mieloide cronica, referem que a metilacdo do DNA ndo esté envolvida na resisténcia
farmacoldgica. O estudo sugere que um dos mecanismos de resisténcia
farmacoldgica adquirida € a auséncia de hipermetilacdo no momento da recaida.

No entanto, o presente trabalho foi o primeiro a comparar o perfil de
metilagdo de genes supressores tumorais em linhas celulares sensiveis e resistentes a
agentes hipometilantes. Os resultados deste trabalho indicam que a resisténcia nédo

esta relacionada com a metilacdo dos genes supressores tumorais estudados.
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CAPITULO VI - CONCLUSAO E PERSPETIVAS FUTURAS

Este trabalho sugere que a resisténcia a azacitidina num modelo in vitro de
leucemia mieloide aguda/leucemia promielocitica aguda induz resisténcia cruzada a
outro hipometilante, a decitabina. No entanto, este hipometilante parece ser uma
melhor opcdo terapéutica neste subtipo de leucemia aguda uma vez que 0S mesmos
efeitos citotoxicos e citostaticos sé@o obtidos com concentracfes mais baixas. Além
disso, verificou-se que a resisténcia a azacitidina € dependente do aumento dos niveis
de expressao dos transportadores membranares glicoproteina-P, MRP1, BCRP e do
transportador nuclear MVP.

Como perspetivas futuras sugiro expandir este trabalho a outras linhas
celulares de outras leucemias e sindrome mielodisplasica, assim como em doentes
com as mesmas patologias.

Seria deveras importante analisar a atividade dos transportadores
membranares e nuclear, uma vez que, estes transportadores podem ter alteracfes da
sua funcdo de transporte. A atividade da enzima UGT1A1l pode estar igualmente
afetada numa situacdo de resisténcia farmacolégica, portanto seria importante avaliar
a sua atividade metabdlica.

As enzimas metabdlicas responsaveis pela ativacdo da azacitidina e decitabina
intracelularmente, através de fosforilagbes consecutivas, podem influenciar o
desenvolvimento de resisténcia a azacitidina. Nomeadamente refiro as enzimas
deoxicitidina cinase (DCK), uridina-citidina cinase (UCK) e citidina desaminase
(CDA), sendo fundamental avaliar os niveis de expressdo destas enzimas e atividade
enzimatica, uma vez que a alteracdo destas enzimas podera correlacionar-se com 0
desenvolvimento de resisténcia.

Por outro lado, seria também importante avaliar outras abordagens
terapéuticas que potencialmente possam ultrapassar a resisténcia a azacitidina. A 3-
deazauridina (3-DU) é um agente com potencial de superar a resisténcia aos
hipometilantes, constituindo assim uma terapéutica a testar. Este composto podera
ser particularmente importante no caso de resisténcia associada a perda de DCK uma
vez que células leucémicas que ndo possuem esta proteina sdo muito sensiveis a acao
citotoxica da 3-DU (Raynal et al, 2011).
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