Resumo de Tese
Artigo submetido em 14/7/08; aceito para publicagdo em 18/7/08

Influéncia de Polimorfismos e Metilacao na Expressao de
MDRI1 e do Choque Térmico em Genes de Resisténcia a
Multiplas Drogas™

The Influence of Polymorphisms and Methylation on MDR1 Expression and the
Heat Shock on Multi-drug Resistance Genes

Juliano Javert Lourenco', Miguel Angelo Martins Moreira?

Resumo

A proteina P-gp1 ¢ codificada pelo gene MDRI humano e estd envolvida com o desenvolvimento de resisténcia a
quimioterdpicos, nio relacionados entre si, em tumores, o que caracteriza a "resisténcia a multiplas drogas"
(MDR). A expressio aumentada de P-gpl ¢é atribuida a mecanismos moleculares que podem alterar a regulacio
transcricional desse gene. Entre os mecanismos, estd a alteragdo do szazus metilacional nos sitios CpG e polimorfismos
genéticos no promotor de MDRI, além das respostas ao estresse causado, entre outros fatores, por exposicao ao
calor. A expressdo e atividade elevada de P-gpl na Leucemia Mieléide Aguda (LMA) pode ser utilizada como fator
progndstico. Um total de 20% dos pacientes com LMA de novo ¢ 75% dos casos de LMA secunddria expressam
P-gpl. Embora 60% a 70% dos pacientes com LMA de novo apresentem remissao completa frente & quimioterapia,
apenas 25% a mantém, os remanescentes recaem e/ou morrem devido & MDR. Neste trabalho, foram analisadas
a associagdo entre polimorfismos na regido promotora de MDRI em células leucémicas de 72 pacientes com LMA
e a atividade e expressio de P-gpl. Também foi analisada a associagio entre a densidade metilacional e a atividade
¢ expressdo de P-gpl em um trecho funcional da regido promotora de MDRI em células leucémicas de 14 pacientes
e em duas linhagens celulares com (Lucena) e sem (K562) o fenétipo MDR. Também foi comparada a expressao
génica dos genes de resisténcia MDRI, MRP1, BCRP e do fator de transcrigio HSFI, nas linhagens celulares
leucémicas, K562 e Lucena, tratadas e ndo tratadas com 5-Azacitidina, antes e apds a exposicdo a choque térmico
(2 horas a 43° C). A andlise de 665pb da regido promotora do gene MDRI revelou um SNP denominado -129T/
C e uma substituigao nio descrita na posi¢ao 68 do intron 1. A frequéncia dos genétipos do SNP -129T/C foram:
83,3% TT (60/72), 15,7% T/C, (11/72) e 1,3% C/C (1/72). O ensaio com Rodamina-123 executado em 64
pacientes mostrou um fendtipo MDR em 52% dos pacientes analisados. A expressao de P-gpl foi analisada em
58% dos pacientes com LMA e a superexpressio de P-gp1 foi encontrada em 81% do total de pacientes analisados.
Nenhuma associagdo estatistica significante foi encontrada entre qualquer um dos genétipos, -129T/T ou -129T/
C, e a atividade ou expressdo de P-gpl. O padrio de metilagio foi analisado em 14 pacientes para uma regido de
223pb do promotor, abrangendo 12 sitios CpG. Os sitios CpG localizados em -141, -131 e -102 bases do sitio de
inicio de transcri¢do estavam nio metilados em aproximadamente 70% dos pacientes. Os sitios localizados em -
48, -31 e -26 mostraram-se metilados em 10% dos pacientes. Além disso, um paciente mostrou todos os sitios
CpG em estado metilado/nao metilado e trés pacientes mostraram todos os sitios nio metilados. A linhagem
Lucena apresentou baixo estado metilacional para a maioria de seus sitios CpG, enquanto em K562 apenas 33%
dos sitios CpG apresentaram-se metilados. Nao foi encontrada qualquer associagio entre a expressio e atividade
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de P-gpl e a metilagdo em pacientes. Os experimentos de choque térmico mostraram que houve um discreto
aumento do nivel de expressio do gene MDRI nas células submetidas apenas ao choque térmico em relagio aos
seus controles, tanto em K562 quanto Lucena. Também mostraram que hd aumentos modestos na quantifica¢io
relativa do ARN mensageiro de MDRI, MRPI ¢ HSFI quando as linhagens sio submetidas ao choque térmico
apds o tratamento com o agente 5-Azacitidina. Neste dltimo caso, para MRPI, houve aumento transcricional mais
evidente em K562 em relagio aos outros genes MDR. A presenca de motivos de reconhecimento para o fator de
transcricio HSF1 no préprio promotor de HSFI sugerem a possibilidade de um feedback positivo relacionado a
ativagio de sua prépria transcri¢ao. Nio foi detectada a expressio de BCRP nas linhagens K562 e Lucena, mesmo
apds o tratamento com 5-Azacitidina.
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