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RESUMO 

Apesar dos avanços terapêuticos, 25% das crianças com leucemia linfoblástica aguda 

(LLA) recaem durante o tratamento devido a diversos mecanismos celulares intrínsecos. Estudos 

relatam que a alta expressão de genes antiapoptóticos e de resistência a múltiplas drogas estão 

associados com falhas terapêuticas em vários tipos de neoplasias, incluindo as leucemias. Todavia, 

há uma carência de estudos que demonstrem a influência da expressão desses genes na resposta a 

terapia de indução em pacientes com leucemia linfoblástica aguda de células B (LLA-B). Assim, 

o presente estudo teve como objetivo caracterizar a expressão de genes de resistência a múltiplas 

drogas (ABCB1, ABCC1, MVP) e genes antiapoptóticos (TP53 e BCL2) no prognóstico clínico de 

pacientes com LLA-B diagnosticados na Fundação Hospitalar de Hematologia e Hemoterapia do 

Amazonas  (HEMOAM) e comparar seus níveis de expressão aos de crianças saudáveis. Foi  

realizado um estudo longitudinal do tipo prospectivo, no qual foram incluídos amostras de medula 

óssea (MO) e sangue periférico (SP) de 17 pacientes pediátricos com LLA-B, de faixa etária geral 

e ambos os sexos, durante a terapia de indução, sendo coletadas ao diagnóstico (D0) e no final da 

terapia (D35). Adicionalmente, foi coletado amostras de SP de 17 crianças saudáveis, atendidas no 

ambulatorial da Fundação HEMOAM. A detecção da expressão dos genes (ABCB1, ABCC1, MVP, 

TP53, BCL2) ocorreu através da técnica  de PCR  quantitativa em tempo real (qPCR) utilizando 

sondas de expressão Taqman. Foi observado que os genes antiapoptóticos BCL2 e TP53 

demonstraram serem mais expressos em pacientes com LLA-B em comparação a indivíduos 

saudáveis no SP. Além disso, níveis de expressão dos genes de resistência ABCB1, ABCC1 e MVP 

diminuíram na medula óssea ao D35 da terapia de indução, contrapondo o aumento na expressão 

de ABCC1 e MVP no D35 em comparação com D0 de amostras de sangue periférico desses 

pacientes. Por fim, observamos que indivíduos saudáveis expressaram níveis mais elevado de MVP 

em comparação a pacientes com LLA. Ao final do estudo, observamos que a  avalição da expressão 

dos genes ABCB1,ABCC1, MVP, BCL2 e TP53 podem  auxiliar na avaliação do prognóstico desses 

pacientes, contribuindo na detecção de possíveis biomarcadores moleculares e na criação de 

terapias alvos de forma agregada a quimioterapia atual. No entanto, investigações futuras são 

necessárias para o melhor entendimento do impacto da expressão desse genes na remissão medular 

nesses pacientes, gerando dados que contribuam com aumento da taxa de sobrevida na LLA-B. 

 

Palavras-chave: LLA; ABCB1; ABCC1; MVP; TP53; BCL2 
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ABSTRACT 

Despite therapeutic advances, 25% of children with acute lymphoblastic leukemia (ALL) relapse 

during treatment due to various intrinsic cellular switches. Studies report that the high expression 

of anti-apoptotic genes and resistance to multiple drugs are types associated with therapeutic 

failures in several neoplasms, including leukemias. However, there is a lack of studies 

demonstrating the influence of the expression of these genes on the response to induction therapy 

in patients with B-cell acute lymphoblastic leukemia (B-ALL). Thus, the present study aimed to 

characterize the expression of multi-drug resistance genes (ABCB1, ABCC1, MVP) and anti-

apoptotic genes (TP53 and BCL2) in the clinical prognosis of patients with B-ALL projected at 

Fundação Hospitalar de Hematologia e Hemoterapia do Amazonas (HEMOAM) and compare their 

expression levels to those of healthy children. A prospective longitudinal study was carried out, in 

which bone marrow (BM) and peripheral blood (SP) were included in 17 pediatric patients with B-

ALL, of general age group and gender, during induction therapy, being collected at diagnosis (D0) 

and at the end of therapy (D35). In addition, a SP sample was collected from 17 healthy children, 

attended at the HEMOAM Foundation outpatient clinic. Detection of gene expression (ABCB1, 

ABCC1, MVP, TP53, BCL2) was performed using the quantitative real-time PCR (qPCR) 

technique using Taqman expression probes. It was observed that the anti-apoptotic genes BCL2 

and TP53 were more expressed in patients with B-ALL compared to healthy subjects in SP. 

Furthermore, levels of expression of resistance genes ABCB1, ABCC1 and MVP decreased in the 

bone marrow at D35 of the induction therapy, counteracting the increase in expression of ABCC1 

and MVP at D35 compared to D0 of reference blood from those patients. Finally, we observed that 

healthy individuals expressed higher levels of MVP compared to patients with ALL. Finally, we 

observed that the evaluation of the expression of the ABCB1, ABCC1, MVP, BCL2 and TP53 

genes can help in the evaluation of the prognosis of these patients, contributing to the detection of 

possible molecular biomarkers and the creation of targeted therapies in addition to current 

chemotherapy. However, future investigations are necessary for a better understanding of the 

impact of the expression of these genes on medullary remission in these patients, generating data 

that contribute to an increase in the survival rate in A-ALL. 

 

Keywords: ALL; ABCB1; ABCC1; MVP; TP53; BCL2 
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INTRODUÇÃO 

A leucemia linfoblástica aguda (LLA) é uma neoplasia hematopoiética caracterizada pela 

proliferação desordenada de linfoblastos na medula óssea comprometendo a produção de outras 

linhagens celulares, além de acometer o sangue periférico (SP) e órgãos como fígado e baço (1). O 

pico de incidência da doença, ocorre entre 2 a 5 anos de idade afetando predominantemente o sexo 

masculino, sendo considerada doença maligna mais prevalente na infância constituindo cerca de 

75% a 80% de todas as leucemias agudas em idade pediátrica (2) 

De acordo com os Registros de Câncer de Base Populacional (RCBP), entre os anos de 

1999-2010, observou-se um aumento geral na taxa de incidência de leucemia na primeira infância 

na Região Norte, onde Manaus destacou-se com os maiores números de casos. Para o triênio 2020-

2022 são estimados para capital do Amazonas, Manaus, aproximadamente 6,28 casos por 100 mil 

habitantes para os homens e 5,75 casos por 100 mil habitantes para as mulheres, de acordo com o 

Instituto Nacional de Câncer (INCA)(3).  Um estudo realizado na capital por Silva-Júnior et al 

(2019) demonstrou que a maioria dos casos de LLA foi proveniente dos municípios de Manaus, 

Tefé e Maués. Além disso, o subtipo B (79,55%) foi predominante em relação ao subtipo T 

(9,01%), bem como gênero masculino, baixo grau de escolaridade e renda(3) 

Na LLA, os protocolos utilizados para tratamento consistem em três fases: indução a 

remissão, com o objetivo de eliminar a maior quantidade de linfoblastos possíveis (geralmente são 

usados corticoides,  Vicristine, L-asparaginase e Daunoblastina); a fase da consolidação da 

remissão, que busca erradicar as células leucêmicas residuais através da associação de diversos 

quimioterápicos e a fase da manutenção na qual, ocorre um tratamento mais brando e contínuo por 

meses, afim de prevenir eventos de recaída (4). 

Apesar dos avanços terapêuticos, 25% das crianças com LLA apresentam recaídas 

ocasionadas pela presença de células residuais oriundas de alterações genéticas (presente em 90% 

dos pacientes) e mecanismos de resistência quimioterápica (5). Dentre as anomalias genéticas, 50% 

são translocações cromossômicas e influenciam na agressividade da doença, bem como na resposta 

a terapia, além da busca de melhor conduta quimioterápica (6).Outro mecanismo apontado é a 

resistência à quimioterapia, podendo ser intrínseca (ausência de resposta ao medicamento antes da 

exposição dele) ou adquirida (resistência após o tratamento). Além disso, há diversos mecanismos 

que ajudam as células neoplásicas a desenvolverem resistência a múltiplas drogas como efluxo de 
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compostos citotóxicos mediados por proteínas transmembrana que levam à diminuição do acúmulo 

celular da droga e da sua toxicidade (7). 

 As bombas de efluxo fortemente relacionadas a resistência a múltiplas drogas são 

pertencentes a família de transportadores ABC (8). Um dos membros dessa família é o gene de 

resistência a múltiplas drogas (ABCB1) e codifica a glicoproteína P (PGP) presente na membrana 

celular com funcionamento de bomba de efluxo na qual usa a energia da quebra do ATP (Adenosina 

Trifosfato) para realizar o transporte ativo de medicamentos quimioterápicos para fora da célula. 

Esse mecanismo pode causar a diminuição da sua concentração citoplasmática nas células 

neoplásicas e promover a resistência cruzada a medicamentos que não são estruturalmente 

semelhantes (9). Outros genes envolvidos na resistência a medicamentos é o gene da proteína 

relacionado a resistência a múltiplas drogas (ABCC1) (também pertencente à família ABC) e a 

proteína  relacionada a resistência pulmonar (MVP) que apesar de não fazer parte da família ABC, 

é amplamente descrito (10). 

 O mecanismo antiapoptótico também é apontado como uma possível falha do tratamento 

na LLA (12). A apoptose é um tipo de morte celular, controlada pela interação entre várias 

moléculas, visando a eliminação de células indesejadas(11) A expressão de genes antiapoptóticos 

como o gene do linfoma de células B (BCL2) e  TP53 desenvolve um papel importante no processo 

de regulação negativa da apoptose e estão associados com resistência ao tratamento da LLA (11,12) 

Entretanto, apesar da alta taxa de recaída na LLA na região norte, há uma carência de  

estudos que demonstrem a influência da expressão de genes de resistência a múltiplas drogas 

(ABCB1, ABCC1 e MVP ) e genes antiapoptóticos (TP53 e BCL2) na resposta a terapia de indução 

em pacientes com leucemia linfoblástica aguda, tornando de grande importância nosso estudo que 

por caracterizar esses genes na população em estudo e fornecer dados clínicos acerca da população. 

Nosso estudo servirá de base para pesquisas futuras que visem a identificação de biomarcadores de 

prognóstico para LLA a fim de contribuir para a melhor conduta terapêutica destes pacientes.  

 

2. REFERENCIAL TEÓRICO 

Os primeiros casos de leucemia foram registrados na literatura no início do século XIX. Em 

1811, Peter Cullen relatou o caso de um paciente com inflamação do baço (Esplenite aguda) cujo 
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sangue possuía um aspecto leitoso. Alfred Velpeau (1825), em Paris, definiu os sintomas 

associados à leucemia ao descrever um caso de uma paciente, na qual o seu sangue estava grosso, 

sendo semelhante a pus. Alfred Donné (1844) ao observar o sangue de uma paciente sob a mesma 

condição, observou pouca diferenciação celular e uma quantidade excessiva de células brancas 

chegando a pensar que o sangue tinha sido misturado com pus(13). 

No ano de 1845, John Bennett fundador da microscopia clínica francesa definiu a doença 

pelo termo “leucocitemia”, ao observar durante a microscopia um acúmulo de leucócitos 

purulentos com pouca diversidade morfológica. Neste mesmo ano, Rudolf Virchow, analisou uma 

amostra de sangue e percebeu um desequilíbrio entre as células brancas e vermelhas, havendo 

grande quantidade de células brancas em relação as células vermelhas. Posteriormente, em 1847, 

Virchow observou um segundo caso e utilizou o termo “leukhemia” que significa “sangue branco” 

para descrever a doença. No ano de 1850, foi descrito o primeiro caso de leucemia infantil pelo 

médico Henry Fuller (14). Na Alemanha, Neumann e Nikolaus Friedreich no ano de 1857, 

diferenciaram a leucemia em formas crônicas e agudas, assim como suas variantes esplênicas 

(posteriormente denominada por mieloide) e linfáticas (15). 

Em relação ao tratamento das leucemias, no final da década de 1890, a radioterapia foi 

inicialmente utilizada como esquema terapêutico, entretanto, não foi obtido resultados eficazes. 

Somente em 1948, Sydney Farber e seus colegas, relataram que o agente antifolato aminopterina, 

precursor do metotrexato, provocava remissões temporárias em crianças com leucemia 

linfoblástica aguda (LLA). No decorrer dos anos foram elaborados esquemas terapêuticos a fim de 

um melhor tratamento para leucemia. No Brasil, em 1980, iniciou-se o  primeiro protocolo 

brasileiro multicêntrico de tratamento da LLA infantil, denominado grupo cooperativo brasileiro 

de tratamento de leucemia linfóide aguda na infância (GBTLI), sendo o mais atualizado 

atualmente(16). 

 

2.1. LEUCEMIAS  

As leucemias são um grupo heterogêneo de doenças malignas do sangue, no qual um clone 

maligno das células-tronco hematopoiéticas resulta na proliferação anormal de leucócitos, 

ocupando o lugar das células normais e comprometendo o funcionamento das células do sangue. 

As leucemias diferem entre si nas suas características clínicas, morfológicas e moleculares, como 
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também, na evolução e prognóstico, sendo classificadas de acordo com o grau de diferenciação 

celular, em leucemias agudas ou crônicas e  de acordo com o seu tipo de linhagem celular 

predominante envolvido, em mieloide e linfoide (17). 

Nas leucemias agudas, encontram-se células anormais imaturas (blastos), que se 

desenvolvem de forma acelerada e deixam a medula óssea ainda como células disfuncionais 

(Figura 1). Um indivíduo normal apresenta cerca de 1% a 5% de blastos entre as células presentes 

na medula óssea e de acordo com a Organização mundial da saúde (OMS), para o diagnóstico de 

leucemia aguda é necessário ter mais de 20% de blastos presentes na medula (18).Os estágios de 

desenvolvimento hematopoiético são alvos para transformação maligna da doença, tais como: a 

célula tronco multipotente e as células precursoras mieloides e linfoides, culminando nas leucemias 

mieloides e linfoides (19). No mundo, as leucemias são a décima causa de morte por câncer, sendo 

a leucemia linfoblástica aguda considerada o câncer pediátrico mais comum e responsável por 80% 

dos casos neste grupo e 20% em adultos (20) 

 

 

Figura 1. A- Representação do sangue periférico de um indivíduo saudável com presença de hemácias e três pequenos 

linfoblastos de citoplasma escasso; (B) Aspirado de medula óssea de um paciente com leucemia linfoblástica aguda, 

no qual observa-se um elevado número de linfoblastos de tamanho homogéneo.  
Fonte: Rodak B et al (2013). 

 

2.1.1 TIPOS DE LEUCEMIA 

Segundo a OMS, para as leucemias, temos como base não apenas as características 

morfológicas e citoquímicas, como também imunofenotípicas e genético-moleculares. As 

leucemias podem ser classificadas de acordo com a linhagem acometida (mieloide ou linfoide) e 
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tempo de evolução (crônica ou aguda). Desta forma, temos como os principais tipos: leucemia 

mieloide aguda (LMA), leucemia mieloide crônica (LMC), leucemia linfoblástica aguda (LLA) e 

leucemia linfoide crônica (LLC) (21) 

A LLA é considerada a neoplasia hematológica que mais acomete crianças no mundo. 

Tem como característica a rápida evolução e proliferação anormal de células imaturas, culminando 

na diminuição e interrupção do processo de diferenciação dos leucócitos e levando à proliferação 

exacerbada de blastos incapazes de exercer suas funções normais (21,22). A OMS divide a LLA 

em dois grandes grupos: leucemia linfoblástica aguda de precursor B, que corresponde a 80% dos 

casos, e leucemia linfoblástica aguda de precursor T, a partir de marcadores celulares (22) 

Outra classificação também aplicada, principalmente em regiões com pouco recursos 

financeiros, é a do grupo cooperativo Franco Americano-Britânico (FAB) no qual classifica a LLA 

em três subtipos: L1, L2 e L3. Essa classificação baseia-se  na coloração das células do sangue 

periférico, no aspirado ou biópsia de medula óssea pelo método de Wrigth-Giemsa e das reações 

citoquímicas, tendo como requisitos de identificação: a morfologia celular, presença de nucléolos, 

membrana nuclear regular, tamanho da célula e número de blastos (20,22). 

 

2.1.2 EPIDEMIOLOGIA 

A LLA é a doença maligna mais comum na infância, podendo acometer crianças de todas 

as faixas etárias, principalmente até os 5 anos, sendo mais comum em crianças de cor branca e do 

gênero masculino (1). A LLA é a doença mais frequente em países industrializados e em áreas 

urbanas de países em desenvolvimento. Segundo a OMS, observa-se um número maior de casos 

em países desenvolvidos, como demonstrado na Figura 2 (23,24).   
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Figura 2.Taxa de incidência de leucemia para ambos os sexos (0-19 anos). 

Fonte: Globocan (2020) 

 
Um estudo epidemiológico de base populacional com 184 países, realizado por Miranda-

Filho et al (2018) apontou que as maiores taxas de incidência de leucemias para ambos os sexos 

foram na  Austrália e Nova Zelândia, seguido da América do Norte e Europa Ocidental, com a 

menor incidência demonstrada na África Ocidental (25).  

De acordo com os registros de  câncer de  base populacional (RCBP), a leucemia em 

crianças destaca-se no Brasil com frequência entre 25% a 30% de todos os cânceres pediátricos,  e 

entre os anos de 1999-2010, observou-se um aumento geral na taxa de incidência de leucemia na 

primeira infância na Região Norte, onde Manaus destacou-se com os maiores índices de casos(3). 

Para o triênio 2020-2022, no Brasil, são estimados para capital Manaus 6,28 casos de leucemias 

por 100 mil habitantes para os homens e 5,75 casos por 100 mil habitantes para as mulheres(24). 

Em um estudo realizado por Silva-Júnior et al (2019), demonstrou que os municípios do interior 

que apresentaram a maior frequência de casos LLA, além da capital Manaus, foram Tefé e Maués 

(3). 
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2.2. HEMATOPOIESE 

Denomina-se hematopoiese, o processo de formação, desenvolvimento e maturação dos 

elementos do sangue, como os eritrócitos, leucócitos e plaquetas. Todas as células sanguíneas são 

oriundas de percussores celulares indiferenciados, conhecidos como células hematopoiéticas 

pluripotentes. Essas células possuem capacidade de divisão, autorrenovação e diferenciação, 

podendo dar origem as principais células sanguíneas, como eritrócitos, leucócitos e plaquetas. Todo 

processo de hematopoiese é regulado por fatores de transcrição e crescimento hematopoiético como 

está sendo representado na figura 3 (26). 

 

 

Figura 3. Diagrama esquematizado da hematopoiese. 

Fonte: Sanarmed (2012). 
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2.3. LEUCEMOGÊNESE 

        Os mecanismos etiológicos da LLA permanecem desconhecidos, no entanto, acredita-

se que alguns fatores de risco estão associados com desenvolvimento da doença, como a exposição 

à agentes químicos/radiativos (benzeno e radiação ionizante, por exemplo), anemia de Fanconi, 

infecções comuns, alto peso ao nascer, dentre outros que contribuem para o processo de 

leucemogênese a partir da susceptibilidade à alterações genômicas, sendo a translocação 

cromossômica, o evento molecular mais observado nesta malignidade (27).    

A frequência da ocorrência das alterações genéticas desencadeadoras da LLA, pode variar 

de acordo com a faixa etária do diagnóstico. A t(4;11)(q21;q23) que codifica o gene KMT2A-AFF1 

é presente em cerca de 50-80% dos pacientes lactentes (<1 ano), 2-20% das crianças (2-18 anos), 

10% dos pacientes adultos (>18 anos) e está associada a um prognóstico desfavorável. Já o gene 

ETV6-RUNX1, resultante da t(12;21)(p13;q22) é expresso em cerca de 12-15% das crianças, 2% 

dos adultos está relacionado com o prognóstico favorável. A t(1;19)(q23;p13) [E2A-PBX1] está 

associada com um prognóstico favorável e é expressa principalmente em crianças (2-6%), seguidas 

dos adultos (3%).O gene BCR-ABL1,expresso em decorrência da t(9;22)(q34;q11.2) é identificado 

principalmente nos adultos (25%), em menor parcela em crianças (1-3%) e está correlacionado 

com um prognóstico desfavorável.  Além disso, a hiperdiploidia é detectada em aproximadamente 

20-30% das crianças, 7% dos adultos e está associada com um prognóstico favorável.Outras 

alterações responsáveis pelo processo de leucemogênese são encontradas em menor frequência na 

LLA. Por fim, a identificação dessas mutações podem ser úteis na classificação do prognóstico, 

detecção da doença residual mensurável e na definição do tratamento farmacológico adequado 

nessa população(28). 

A partir da aquisição de uma ou mais alterações genéticas, as células hematopoiéticas 

progenitoras de linfócitos (blastos) remodelam a sinalização de diversas vias relacionadas com a 

proliferação, diferenciação e morte celular. Estes eventos favorecem a proliferação exacerbada de 

blastos ineficientes e resistentes à apoptose na medula óssea, resultando na supressão da produção 

de outros elementos sanguíneos, como hemácias, plaquetas e neutrófilos. Além disso, essas células 

anormais podem povoar regiões extra-medulares, como baço, fígado, testículos e SNC, podendo 

comprometer as funções fisiológicas dos órgãos relacionados (29–31).  
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2.4. DIAGNÓSTICO E ESTRATIFICAÇÃO 

A triagem dos pacientes com suspeita de LLA é realizada através do hemograma. A maior 

parcela (60%) dos indivíduos com esta doença manifestam alta leucometria (>100.000/mm³), 

embora 25% apresentem contagem <4.000/mm³, com alta expressão de blastos na medula óssea 

(>20%) e em casos mais avançados, no sangue periférico e regiões extra-medulares. A partir de 

indícios da presença da doença, são realizados exames celulares, citogenéticos e moleculares que 

auxiliam no dianóstico e prognóstico destes pacientes (16,32). 

A distinção entre os subtipos da leucemia é realizada através deos exames de 

imunofenotipagem, mielograma, e análises citogenéticas e moleculares. A análise citológica da 

medula óssea, também conhecida como mielograma,  é utilizada na verificação da  morfologia e 

quantificação de células leucêmicas presentes na região medular. Pacientes com contagem de 

blastos igual ou superior a 20%, comumente são categorizados como portadores de leucemia aguda, 

no entanto é somente a partir do exame de imunofenotipagem que se garante um diagnóstico 

preciso (38,39). A imunofenotipagem auxilia na distinção das linhagens celulares associadas com 

os diferentes fenótipos da LLA, através da deteção de marcadores celulares específicos (CDs: 

clusters of differentiation) de cada subgrupo da doença. Para isso, é utilizada a técnica de citometria 

de fluxo, que garante a determinação das linhagens dos linfoblastos nos diferentes estágios de 

maturação, permitindo a classificação da doença (33). 

Os exames de citogenética e biologia molecular são peças fundamentais no contexto da 

estratificação e tratamento dos pacientes com LLA, pois a identificação de alterações genéticas 

específicas auxilia na categorização destes indivíduos conforme o risco da doença. Além disso, a 

avaliação dessas alterações permite a individualização do tratamento antineoplásico. Diversos 

agentes alvo-específicos foram desenvolvidos baseados na expressão de marcadores moleculares 

específicos, aumentando a sobrevida dessa população. Em conjunto, estes exames e os citados 

anteriormente garantem um diagnóstico preciso, possibilitando o tratamento adequado e 

aumentando as taxas de remissão desses pacientes(33).  

 

2.5. TRATAMENTOS CONVENCIONAIS PARA LEUCEMIA 

Na década de 80, foi inserido no Brasil o primeiro protocolo brasileiro para o tratamento da 

LLA, desenvolvendo-se o grupo cooperativo brasileiro de tratamento da leucemia linfoblástica 
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aguda na infância (GBTLI).  Desde então, foram realizados estudos e aperfeiçoamento do protocolo 

(GBTLI-80, 82, 85, 93 e 99) e atualmente encontra-se na sexta versão GBTLI -2009 (14,16). 

Embora os esquemas terapêuticos possam variar conforme as diretrizes dos centros de 

tratamento, os protocolos de tratamento da LLA têm como etapas: Indução de remissão, que 

consiste na introdução de fármacos afim de eliminar a maior quantidade de linfoblastos possíveis, 

ou seja, fazer com que a medula óssea apresente menos de 5% de blastos e que o sangue periférico 

atinja valores normais de leucócitos, neutrófilos, plaquetas e hemoglobina. E em seguida, temos a 

fase da consolidação da remissão, que busca erradicar as células leucêmicas residuais através da 

associação de diversos quimioterápicos; por fim, a fase da manutenção, na qual ocorre um 

tratamento mais brando e continuo por meses, afim de prevenir o acontecimento de recaída (34,35).  

A maioria dos quimioterápicos agem através da destruição de células cancerosas por meio 

de diversos mecanismos inerentes ao ciclo celular (36). As principais classes farmacológicas 

incluem: agentes alquilantes (formam ligações covalentes com o DNA, impedindo sua replicação); 

antimetabólitos (bloqueiam uma ou mais vias metabólicas envolvidas na síntese do DNA); 

antibióticos citotóxicos (substâncias de origem microbiana que evitam a divisão celular); e 

derivados de plantas (agentes quem afetam especificamente a função microtubular e, portanto, na 

formação do fuso mitótico) Na LLA, os medicamentos mais utilizados são: vincristina, 

daunorubicina, citarabina, L-asparaginase/PEG-L-asparaginase, 6-mercaptopurina, metotrexato, 

ciclofosfamida, Prednisona, dexametasona e nelarabine(16,37). Nas tabelas 1 e 2 está sendo 

demonstrado as etapas e medicamentos utilizados no tratamento de pacientes com LLA conforme, 

o seu grupo de risco. As tabelas estão baseadas nos critérios estabelecidos pelo protocolo GBTL-

2009. No  entanto, a duração das etapas e dose de medicamentos podem variar conforme as centros 

hospitalares e a resposta terapêutica em cada indíviduo.  
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Tabela 1. Medicamentos e doses especificadas no protocolo GBTLI-2009 para o tratamento de pacientes de LLA 

com baixo risco de recaída. 

ETAPA (DURAÇÃO) MEDICAMENTOS (DOSES) 

Indução da remissão (4 semanas) 

Prednisona (40 mg/m2/dia) 

Vincristina (1,5 mg/m2/sem) 

L-asparaginase (5000 UI/m2/dia) 

Daunorrubicina (25 mg/m2/semana) MADIT 

Consolidação da remissão (2 semanas) 

Ciclofosfamida (1 g/m2/dose) 

Citarabina (75 mg/m2/dose) 

6-Mercaptopurina (50 mg/m2/dia) MADIT 

Intensificação (8 semanas) 
Metotrexato (2 g/m2/dose) 

6-Mercaptopurina (50 mg/m2/dia) MADIT 

Consolidação tardia  (8semanas) 

Dexametasona (6 mg/m2/dia) 

Vincristina (1,5 mg/m2/dose) 

Doxorrubicina (30 mg/m2/dose) 

L-asparaginase (5000 UI/m2/dose) 

Ciclofosfamida (1 g/m2/dose) 

Tioguanina (60 mg/m2/dia) MADIT 

Manutenção  

(1 ano e meio - pacientes são aleatoriamente 

colocados em um dos grupos) 

GRUPO 1 

6-Mercaptopurina (50 

mg/m2/dia) + meto- trexato 

(25 mg/m2/dose) contínuos. 

Pulsos de vincristina (1,5 

mg/m2/dia) + dexametasona 

(4mg/m2/dia) 

MADIT 

GRUPO 2 

6-Mercaptopurina (100 

mg/m2/dia) + metotrexato (200 

mg/m2) intermitentes. 

Pulsos de vincristina (1,5 

mg/m2/dia) + dexametasona 

(4mg/m2/dia) 

MADIT 
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Tabela 2. Medicamentos e doses especificadas no protocolo GBTLI-2009 para o tratamento de pacientes 

de LLA com alto risco de recaída. 

ETAPA (DURAÇÃO) MEDICAMENTOS (DOSES) 

Indução da remissão 

(4 semanas - pacientes são ale- 

atoriamente colocados em um dos 

grupos) 

GRUPO A 

Prednisona (40mg/m2/dia) 

Vincristina (1,5mg/m2/sem) 

L-asparaginase (5000 UI/m2/dia) 

Daunorrubicina (25 mg/m2/dose) 

MADIT 

GRUPO B 

Prednisona (40 mg/m2/dia) 

Vincristina (1,5 mg/m2/sem) 

L-asparaginase (5000 

UI/m2/dia) 

Daunorrubicina (35 

mg/m2/dose) 

Metotrexato (1 g/m2/dose) 

MADIT 

Consolidação - Bloco A (1 semana) 

Metotrexato (2 g/m2/dose) 

Tioguanina (100 mg/m2/dia) 

Citarabina (2 g/m2/dose) 

Ciclofosfamida (200 mg/m2) MADIT 

Consolidação - Bloco B (1 semana) 

Vincristina (1,5 mg/m2/dose) 

Metotrexato (2 g/m2/dose) 

6-Mercaptopurina (150 mg/m2/dia) 

Citarabina (2 g/m2/dose) MADIT 

Intensificação (8 semanas) 

Dexametasona (6 mg/m2/dia) 

Vincristina (1,5 mg/m2/dose) 

Doxorrubicina (30 mg/m2/dose) 

L-asparaginase (5000 UI/m2/dose) 

Ciclofosfamida (1 g/m2/dose) 

Citarabina (75 mg/m2/dose) 

Tioguanina (60 mg/m2/dia) MADIT 

Consolidação - Bloco C (1 semana) 

Metotrexato (2 g/m2/dose) 

6-Mercaptopurina (150 mg/m2/dia) 

Etopósido (150 mg/m2/dia) 

Citarabina (2 g/m2/dose) 

Consolidação - Bloco D (1 semana) 
Ifosfamida (1,8 g/m2/dia) 

Etopósido (150 mg/m2/dia) MADIT 
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Consolidação tardia (8 semanas) 

Dexametasona (6 mg/m2/dia) 

Vincristina (1,5 mg/m2/dose) 

Doxorrubicina (30 mg/m2/dose) 

L-asparaginase (5000 UI/m2/dose) 

Ciclofosfamida (1 g/m2/dose) 

Citarabina (75 mg/m2/dose) 

Tioguanina (60 mg/m2/dia) MADIT 

Manutenção (1 ano e meio) 

6-Mercaptopurina (50 mg/m2/dia) + metotrexato (25 mg/m2/dose) 

Contínuos 

Pulsos de vincristina (1,5 mg/m2/sem) + dexametasona (4 

mg/m2/dia) 

MADIT 

 

Apesar dos avanços terapêuticos no tratamento de LLA, aproximadamente 25% das 

crianças recaem durante o tratamento. Isso pode ser devido a uma diversidade de fatores como  

presença de anormalidades genéticas, mecanismos  envolvidos  na expressão de genes de 

resistência a múltiplas drogas, tais como os quimioterápicos usados no tratamento e  expressão de 

genes antiapoptóticos (38). 

 

2.6. MECANISMOS DE RESISTÊNCIA A MÚLTIPLAS DROGAS 

A combinação de múltiplas drogas para o tratamento quimioterápico determinou um avanço 

na diminuição das taxas de resistência, porém, diversas neoplasias mesmo com o uso de diferentes 

tipos de fármacos continuam resistentes(39). Alguns tumores são intrinsicamente resistentes ao 

tratamento, outros respondem nos estágios iniciais, entretanto, adquirem posteriormente a 

resistência a múltiplas drogas (MDR), causada principalmente, pela ação de um grupo de proteínas 

de membrana, que atuam como bombas de efluxo de drogas que realizam o transporte de moléculas 

citotóxicas para fora da célula, mantendo as taxas de concentrações intracelulares de 

quimioterápicos abaixo das concentrações citotóxicas desejadas (40). 

Duas famílias de proteínas estão implicadas ao fenômeno de MDR, sendo elas a 

superfamília das ATP-binding cassette (transportadoras ABC) que durante o século XX, através do 

programa de sequenciamento do genoma humano, proporcionou à descoberta de uma variedade de 



29 
 

transportadores desta família, além da família das human major vault proteins (MVP) que são 

componentes predominantes de organelas denominadas de vaults. Essas organelas estão 

localizadas principalmente em vesículas citoplasmáticas, todavia, podem ser encontradas na 

membrana nuclear e nos complexos de poros nucleares em pequenas quantidades. A função das 

proteínas que compõem a família das MVP ainda é desconhecida, entretanto, estudos apontam que 

devido sua localização, elas sejam responsáveis por realizar um transporte bidirecional de uma 

variedade de substratos entre o núcleo e o citoplasma(41).Dentre as proteínas membros desta 

família, a proteína associada à resistência pulmonar (MVP) se destaca por ser frequentemente 

associada ao fenômeno de MDR(42). 

 

2.7 SUPERFAMÍLIA ABC 

A superfamília de transportadores ABC constitui uma das maiores famílias de proteínas 

transmembrana já descrita na literatura, composta por mais de 40 membros nos seres humanos e 

presentes em todas as espécies vivas. Essas proteínas atuam como receptores, canais e 

transportadores, estando envolvidas com o transporte de diversas substâncias tais como, 

hormônios, lipídeos e xenobióticos (8). As proteínas da família ABC  podem ser encontradas tanto 

na membrana plasmática das células quanto no sistema de endomembranas, tais como, nas 

membranas do retículo endoplasmático, vacúolos digestivos, peroxissomos, na membrana 

mitocondrial e no envelope nuclear (43).   

Essas proteínas são transportadoras dependentes da hidrólise do ATP, elas apresentam 

como característica em comum um domínio específico ABC (ATP-Binding Casett)(44). Dentro do 

grupo de proteínas ABC, temos a glicoproteína-P (codificada pelo gene ABCB1) e a proteína 

MRP1 (codificada pelo gene ABCC1), ambas se destacam por transportar uma variedade de 

moléculas através de membranas biológicas tais como, substâncias endógenas, xenobióticos e seus 

metabólitos, incluindo vários conjugados, drogas anticancerígenas, metais pesados, ânions 

orgânicos e lipídios. Essas proteínas estão sendo amplamente associadas a resistência a drogas, 

devido estarem superexpressas no câncer(45). Na figura 4, está sendo representado o processo de 

funcionamento desses transportadores ABC. Ao realizarem o reconhecimento das moléculas, 

ocorre o processo de sensibilização da transcrição de genes ABC e em caso de aumento da 
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expressão das proteínas, ocorre um aumento no efluxo de moléculas resultando,  na desintoxicação 

e resistência a múltiplas drogas.  

 

 
Figura 4. Representação esquemática do funcionamento dos transportadores ABC na célula.  

Fonte: Adaptado de Cattaneo et al. (2009). 

 

2.7.1 ABCB1 

O gene ABCB1 (ATP binding cassette subfamily B member 1) (ID HGNC:40; Refseq: 

NM_000927; OMIM:171050) de localização citogenética: 7q21.12, é expresso nas membranas 

plasmáticas de várias células e órgãos, incluindo o endotélio da barreira hematoencefálica (BHE), 

este gene codifica a glicoproteína P, uma transportadora transmembrana que é parte integrante da 

barreira hematoencefálica e transporta uma variedade de compostos xenobióticos da células(46)  A 

glicoproteína P (P-gp) foi descrita pela primeira vez por Juliano e Ling (1976) ao observarem 

células ovarianas de hamster chinês e detectaram um fenótipo de resistência a fármacos devido um 

componente presente na membrana das células,  no qual denominaram como uma  glicoproteína 

de 170kD (glicoproteína P) que estava fortemente envolvida, na alteração da  permeabilidade de 

fármacos (47). Ueda et al. (1986) confirmaram que o gene ABCB1 anteriormente conhecido como 

MDR1, codifica a glicoproteína P(48).  
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Ao medirem o RNA ABCB1 em tumores humanos e tecidos normais, detectaram que o 

gene é expresso em níveis alto, na glândula adrenal e rim; intermediários no pulmão, fígado, jejuno 

inferior, cólon e reto; baixos em muitos outros tecidos. Este gene também foi expresso em diversos 

tumores humanos derivados da glândula adrenal e colón, sugerindo que a avaliação dos níveis de 

RNA ABCB1 seja uma ferramenta significativa para no projeto da quimioterapia(40). A 

glicoproteína-P (P-gp) responsável pela proteção das células de substâncias tóxicas ou metabólitos 

os seus domínios transmembranares são compostos por seis segmentos abrangentes capazes de 

reconhecer e ligar-se a uma variedade de compostos, como drogas quimioterápicas, inibidores de 

proteases, imunossupressores, bloqueadores de canais de cálcio, dentre outros (49). 

Essa proteína apresenta um papel crucial na eliminação de medicamentos administrados por 

via oral, por limitar sua biodisponibilidade por efluxo de drogas e absorção de substratos do 

intestino, como também na excreção de substratos na urina, acelerando a depuração renal (49,50). 

Sugere-se que fatores ambientais e genéticos podem influenciar na variabilidade interindividual da 

expressão ou função da P-gp e assim, na resposta a terapia medicamentosa visto que, a maioria dos 

medicamentos quimioterápicos entram nas células neoplásicas através de difusão de membrana 

celular, o que torna vulneráveis a ação das bombas de efluxo e evitam que as drogas entrem no 

citoplasma. Esse mecanismo pode estar diretamente envolvido nas taxas de recidivas de diversas 

doenças, incluindo a leucemia (51). 

A alta expressão de ABCB1 tem sido frequentemente observada em tumores humanos após 

quimioterapia Estudos apontam que a superexpressão ABCB1 é considerado um fator sugestivo de 

pior resposta a quimioterapia em pacientes com LMC e resistência a prednisolona, um dos 

medicamentos utilizados no tratamento de pacientes com LLA(51).Sharnouby et al (2010) sugeriu, 

que a expressão de ABCB1 afeta a remissão completa e as taxas de sobrevida em pacientes com 

LLA (52). Além disso, Hirose et al (2009), demonstrou uma correlação significativa entre a 

expressão aumentada de ABCB1 e a proteína codificada pelo gene P-gp com o nível de resistência 

a  vincristina (VCR), quimioterápico utilizado no tratamento da LLA(40). Drach et al (2009) 

observou que a expressão de ABCB1 está envolvida não apenas em células leucêmicas, mas 

também em populações de células hematopoiéticas normais, como células progenitoras CD34+ e 

linfócitos do sague periférico, sendo capazes de expressar um fenótipo multirresistente (53).  
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2.7.2 ABCC1 

O gene ABCC1 (ATP binding cassette subfamily C member 1) (ID HGNC:51; Refseq: 

NM_004996; OMIM: 158343) de localização citogenética: 16p13.11, codifica a proteína de 

resistência múltipla-1 (MRP1) que faz parte da família de transportadores ABC. O MRP1 

transporta uma gama estruturalmente diversificada de substâncias endógenas, bem como 

xenobióticos e seus metabólitos, incluindo vários conjugados, medicamentos anticancerígenos, 

metais pesados, ânions orgânicos e lipídios (54).A proteína é identificada principalmente na 

membrana plasmática das células e tem como função, remover agentes citotóxicos da célula por 

meio de transporte ativo (40).  

A proteína de resistência a múltiplas drogas, foi descrita pela primeira vez por Cole et al 

(1992), após observar a existência de um segundo tipo de proteína (MRP1) que também funciona 

como bomba de efluxo de drogas, com ação de mediar a resistência à doxorrubicina, etoposídeo, 

vincristina, entre outros (45). No entanto, atualmente essa proteína tem sido apontada com um 

papel mais amplo que mediar o efluxo de drogas dependente de ATP das células, que faz com que 

facilite as mudanças na conformação da proteína permitindo a passagem do soluto (55,56). 

Estudos relatam que a alta expressão de ABCC1  vem sendo associada ao desenvolvimento 

de resistência a drogas anticancerígenas em vários tipos de tumores e apontada como um fator de 

prognóstico desfavorável em diferentes neoplasias hematológicas não tratadas e refratárias à 

quimioterapia, incluindo as LMAs e LLAs.(49,64). Em um estudo de feito por Mahjoubi et al. 

observou-se que pacientes pediátricos iranianos com Leucemia Linfoblástica Aguda  recidivante 

têm altos níveis de expressão gênica ABCC1(57). Além disso, no estudo de Mehrvar et al (2019)  

revelou uma relação entre altas doses de agentes quimioterápicos e a expressão gênica do 

transportador ABCC1 em todos os pacientes recidivantes (58). Silveira-Júnior et al (2020), indicou 

que a detecção do fenótipo MRP1 por citometria de fluxo pode ser um marcador molecular para o 

prognóstico de pacientes com LMA, visto que, foi observado no estudo uma associação entre a 

expressão de MRP1 com achados laboratoriais de 133 pacientes de LMA de diferentes subtipos 

(59). O aumento da expressão de mRNA de ABCC1 foi associado a recaída e a alta contagem de 

leucócitos em pacientes indianos com leucemia linfoblástica aguda, além disso, Gurbuxani et al 

(2001) sugere que são necessários outros estudos afim da investigação dos aspectos funcionais do 

transporte de drogas por MRP1(60). 
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2.8. MPV 

O gene MVP (Major Vault Protein) (ID HGNC: 7531; Refseq:NM_005115; OMIM: 

605088) de localização citogenética: 16p11.2 também é conhecido  pela denominação de proteína 

relacionada à resistência pulmonar (LRP). A proteína foi inicialmente identificada em 1986, em 

células de linhagem de câncer de pulmão resistentes a antraciclinas que não apresentavam aumento 

de expressão de ABCB1 (61). Posteriormente, a análise da sequência de aminoácidos da MVP 

revelou que esta era, na verdade, a principal proteína da família das major vault proteins (MVP). 

Vaults são organelas citoplasmáticas presentes na membrana nuclear e no poro nuclear. A 

MVP geralmente está associada a vesículas e lisossomos e acredita-se que seja responsável pela 

absorção de drogas nas vesículas citoplasmáticas que provavelmente são expulsas da célula por 

exocitose (62).  

Devido à sua localização sugestiva na membrana nuclear, sugere-se que a MVP tenha um 

efeito no transporte bidirecional de drogas, no qual seu principal alvo é o DNA, desempenhando 

um papel importante na resistência a drogas(63). Elas podem ser encontradas fisiologicamente no 

cólon, pulmões, túbulos proximais renais, córtex e adrenal(62). A MVP pode levar a uma maior ou 

menor sensibilidade a quimioterapia em diferentes tipos de tumores, não se sabendo ao certo o seu 

papel no câncer, porém estudos sugerem que a superexpressão de MVP prediz uma pior resposta à 

quimioterapia e prognóstico na leucemia mieloide aguda e no carcinoma ovariano(64).  

Além disso, a expressão de MVP também foi associada a uma resposta insatisfatória a 

quimioterapia e uma sobrevida curta, em casos de linfoma de célula B(61). Até o momento existem 

poucos estudos elucidando os mecanismos de participação da MVP no desenvolvimento da 

resistência a múltiplas drogas em neoplasias hematológicas principalmente na leucemia 

linfoblástica aguda (65).Segundo Valera et al (2004), apesar dos avanços na taxa de cura de 

pacientes com LLA, muitos desses pacientes apresentam recaídas. Ao analisar a expressão de RNA 

mensageiro para o gene MVP por RT-PCR semiquantitativo, observou que o risco relativo de 

recaída ou morte foi seis vezes maior entre as crianças com um aumento na expressão de MVP ao 

diagnóstico(66). Hu et al (2006), demonstrou que pacientes com leucemia aguda que expressaram 

mRNA de MRP1 e MVP tiveram piores resultados e pior sobrevida em 2 anos(10). 
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2.9.GENES ANTIAPOPTÓTICOS 

Apoptose é um processo biológico criticamente importante que desempenha um papel 

essencial no destino celular e na homeostase(67), desencadeada quando há exposição da célula a 

determinados estímulos como lesão celular, infecção e ausência de fatores de crescimento. Está 

morte celular tem como característica a presença de condensação e fragmentação da cromatina  

nuclear, além da quebra cromossomal do DNA e formação de corpos apoptóticos contendo 

fragmentos de células mortas e membrana plasmática, que posteriormente serão fagocitadas por 

macrófagos (68). 

O processo de apoptose é altamente regulado por vias de sinalização celular e proteínas pró 

e antiapotóticas. Mudanças nos genes que reagem a apoptose podem levar ao acúmulo de células 

neoplásicas, induzindo a taxa de crescimento e destruição celular. A apoptose é um importante 

fator na patogênese do câncer , visto que as células tumorais podem apresentar alta resistência ao 

tratamento radioterápico ou quimioterápico, devido ao controle ou inibição da via apoptótica 

(69,70). 

Existem duas principais vias de ativação da apoptose, denominadas de via intrínseca e 

extrínseca. A via intrínseca ou mitocondrial pode ser estimada por diversos fatores, como 

quimioterápicos que agem causando danos ao DNA, ruptura de microtúbulos e deficiência ou 

ausência de fatores de crescimento. Esta via é controlada por genes antiapoptóticos como o BCL-2 

e p53. Enquanto a via extrínseca é ativada por receptores de morte, como o fator de necrose tumoral 

(TNF), dentre outros (71). 

 

2.9.1. TP53 

O gene TP53 (Tumor Protein p53) (ID HGNC:11998; Refseq:NM_000546; OMIM: 

191170) de localização citogenética: 17p13.1 é um regulador chave da apoptose e codifica a 

fosfoproteína p53, amplamente associada ao processo carcinogênico no microambiente tumoral. A 

p53 funciona como um fator de transcrição que tem um papel central na coordenação da resposta 

celular que é estabilizado e ativado por vários sinais genotóxicos e de estresse celular, tais como 

danos de DNA, hipóxia, perda de adesão celular, frio, calor, encurtamento telomérico, dentre 

outros. Essa proteína também atua regulando outros genes como proteínas da família BCL-2 

(72,73). 
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Os níveis de TP53 em células normais são baixos, porém quando ocorre um estresse ou 

danos no DNA, a proteína é estabilizada e se torna ativa. A parada do ciclo, assim como a ativação 

da apoptose, é dependente de p53 e parece contribuir com a inibição do desenvolvimento do câncer 

em vários estágios (73). A p53 é expressa em aproximadamente 50% dos tumores humanos, 

podendo afetar tanto na evolução e biologia quanto resposta terapêutica (74). Dependendo de sua 

localização no citoplasma ou no núcleo, a p53 pode atuar inibindo ou induzindo o processo de 

autofagia, caracterizando importante mecanismo de resistência a drogas, além de interagir com 

inibidores de mTOR (regulador de crescimento, proliferação e sobrevivência celular)(75) Estudos 

apontam que mutações nesse gene estão associadas com o risco de recidivas e progressão da LLA-

T e LLC (76).   

Cai et al (2020), demonstrou que a atividade da p53 influencia na iniciação da leucemia e 

sensibilidade terapêutica aos inibidores farmacológicos(75). Segundo Mattsson et al (2018), a alta 

expressão de TP53 em pacientes após transplante de células-tronco hematopoiéticas sinalizam uma 

recaída em pacientes pediátricos com LLA, sugerindo um  potencial marcador para prognóstico 

adicional afim de, predizer recidiva após Transplante(74). 

 

2.9.2. BCL2 
O gene BCL2 (B-cell CLL/lymphoma 2) (ID HGNC: 990; Refseq NM_000633 e 

OMIM:151430) de localização citogenética: 18q21.33,  se trata de um proto-oncogene que codifica 

a proteína BCL2 e tem função de regulador-chave da via apoptótica mitocondrial intrínseca. Ngan 

et al. (1988) encontraram a proteína BCL2 imunorreativa em células neoplásicas de quase todos os 

linfomas foliculares, enquanto nenhuma proteína BCL2 foi detectada em tecido linfoide normal ou 

folículos afetados por processos não neoplásicos(77).  

Em estudos de imunolocalização desenvolvidos por Hockenbery et al. (1990) 

demonstraram que a proteína BCL2 localiza-se na membrana mitocondrial interna. A proteína atua 

estabilizando o potencial de membrana e reduzindo a permeabilidade(78). Estudos apontam que o 

gene BCL2 é um proto-oncogene regulador crítico de morte celular programada cuja expressão 

frequentemente se torna alterada em cânceres humanos (79,80). Em situações de estresse celular 

como processo de hipóxia, radiação e até mesmo a quimioterapia, como demontrado na figura 5  

ocorre a inativação dos membros antiapoptóticos da família BCL2 e atiavação do membros pró-

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore?term=NM_000633
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apoptóticos efetores desta mesma família. Esta mudança reflete no aumento da permeabilidade da 

membrana mitocondrial e assim na liberação de proteínas que ativam a cascata de caspases 

resultando na apoptose (81). 

 

 

Figura 5. Ativação da via intrínseca da apoptose regulada por membros da família Bcl-2. Fatores externos e internos 

podem acarretar em dano ao DNA, culminando na ativação de iniciadores pró-apoptóticos como proteínas BH3 que 

ligam-se a proteínas antiapotóticas e ativam proteínas pró-apoptóticas efetoras (BAX/BAK) acarretando na 

permeabilização da membrana, liberação do citocromo C e consequentemente uma cascata de caspases resultando na 

apoptose. Genes antiapoptóticos como o BCL2 também, está sendo demonstrado na figura, atuante na supressão da 

oligomerização BAK/BAX e evitando a apoptose. A superexpressao desse gene pode culminar na resitência 

quimioterápica. 

Fonte: Adaptado de Adams et al. (2018). 

 

 Altos níveis de BCL2 têm sido correlacionados com fenótipos mais agressivos, tanto no 

caso de neoplasias hematológicas como em tumores sólidos. Na LMA, a superexpressão do BCL2 

foi associada ao prognóstico ruim, conferindo um aumento na sobrevida das células neoplásicas e 
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resistência a toxicidade dos agentes quimioterápicos (82,83). Shman et al (2008) observou que 

pacientes infantis com LMA foram menos sensíveis à apoptose espontânea e tiveram níveis de 

expressão de BCL2 até 5 vezes maiores (84). Por outro lado, os níveis de expressão do gene BCL2  

tiveram uma correlação negativa em pacientes com leucemia linfoblástica aguda(85). Outro estudo 

demonstrou que a expressão de BCL2 foi correlacionada a sensibilidade à apoptose após exposição 

à radiação ionizante em pacientes com LLA pediátricos (86). 

 

3. OBJETIVOS 

3.1. OBJETIVO GERAL 

• Caracterizar a expressão de genes de resistência a múltiplas drogas (ABCB1, ABCC1 e 

MVP) e antiapoptóticos (TP53 e BCL2) na resposta a terapia de indução em pacientes com 

leucemia linfoblástica aguda atendidos na Fundação HEMOAM. 

 

3.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS  

• Identificar os níveis de expressão dos genes de resistência a múltiplas drogas (ABCB1, 

ABCC1 e MVP) e antiapoptóticos (TP53 e BCL2) em pacientes com leucemia linfoblástica 

aguda ao D0 e D35; 

• Comparar os níveis de expressão dos genes de resistência a múltiplas drogas (ABCB1, 

ABCC1 e MVP) e antiapoptóticos (TP53 e BCL2) em pacientes com leucemia linfoblástica 

aguda com os níveis expressão em crianças saudáveis atendidas na Fundação HEMOAM; 

 

4. MATERIAL E MÉTODOS  
 
4.1. TIPO DE ESTUDO 

Trata-se de um estudo longitudinal do tipo prospectivo a fim de avaliar a influência da 

expressão de genes de resistência a múltiplas drogas (ABCB1, ABCC1, MVP) e antiapoptóticos 

(TP53 e BCL2) no prognóstico de pacientes com leucemia linfoblástica aguda. 
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4.2.  ASPECTOS ÉTICOS 

Este projeto faz parte de um projeto maior intitulado “Biomarcadores celulares e 

moleculares envolvidos na resposta imunológica de pacientes com Leucemia Linfoblástica Aguda: 

Novas abordagens aplicadas ao diagnóstico, prognostico e terapêutica” coordenado pelo Dr. 

Allyson Guimarães da Costa, aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa (CEP) da Fundação 

Hospitalar de Hematologia e Hemoterapia do Amazonas (HEMOAM) sob o seguinte número do 

parecer: 4.982.395 e data de parecer: 17/09/2021 (Apêndice 02). 

 

4.3. FLUXOGRAMA DE TRABALHO 

O fluxograma de atividades realizadas no estudo, está sendo demonstrado na Figura 6. No 

qual foi dividido em 3 etapas: Inclusão de participantes ( seguindo os critérios de elegebilidade do 

grupo caso e grupo controle); Coleta e armazenamento de amostras, para o grupo caso fizemos a 

coleta em dois momentos (D0 e D35) sendo amostras de sangue periférico e medula óssea. Para o 

grupo controle foram realizadas coletas em tempo único e apenas amostras de sangue periférico; 

A etapa de Procedimento abrangeu as atividades como extração de RNA, síntese de cDNA, 

expressão gênica por qPCR, análise e escrita da tese. 
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Figura 6. Represenção esquemática do fluxagrama do estudo dividido em três etapas: Inclusão dos participantes; 

Coleta de amostras e armazenamento; Procedimento. 
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4.4. PACIENTES E AMOSTRAGEM 

No grupo caso, foram incluídos 17 pacientes diagnosticados com leucemia linfoblástica 

aguda do subtipo B, que procuraram atendimento na Fundação HEMOAM, no período de outubro 

de 2021 a dezembro de 2022. Realizamos as coletas de amostras (medula óssea e sangue periférico) 

em dois diferentes estágios (D0 e D35) a fim de avaliar os níveis de expressão gênica, durante as 

fases de tratamento. No grupo controle, incluímos 17 crianças (menores de 18 anos) que foram 

atendidas em consulta ambulatorial de rotina da Fundação HEMOAM, entre novembro de 2022 a 

abril de 2023 e que não apresentavam alterações na série leucocitária. Para o grupo controle, 

realizamos apenas coleta de amostra do sangue periférico em um único estágio.  

 

4.5.  CRITÉRIOS DE ELEGIBILIDADE 

Foram incluídos no grupo caso, pacientes diagnosticados com LLA (menores de 18 anos), 

ambos os sexos e que estavam na fase de indução, conforme protocolos médicos estabelecidos e 

que procuraram atendimento na Fundação HEMOAM, no período de outubro de 2021 a dezembro 

de 2022. No grupo controle, foram incluídas crianças (menores de 18 anos) que deram entrada na 

Fundação HEMOAM  entre novembro de 2022 a maio de 2023, para a realização de consulta 

ambulatorial de rotina e que não apresentavam alterações na série leucocitária. Os participantes de 

ambos os grupos, foram incluídos mediante a assinatura do Termo de Consentimento Livre e 

Esclarecido (TCLE) ao decidirem participar da pesquisa. 

 

4.5.1.  CRITÉRIOS DE NÃO INCLUSÃO 

Serão cessados do estudo portadores de qualquer outra doença hematológica, pacientes 

maiores de 18 anos, indígenas e que não se enquadrem aos nossos critérios de inclusão. 

 

4.5.2. CRITÉRIOS DE EXCLUSÃO 

Serão excluídas amostras coaguladas ou insuficientes para a realização do experimento e 

amostras com má qualidade após extração do material genético. 
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4.6.  COLETA DE DADOS  

Os dados foram coletados através de prontuários da Fundação HEMOAM, através do Setor 

de atendimento médico e estatístico (SAME) e sistema idoctor sendo eles: dados 

sociodemográficos (Idade, gênero e residência), laboratoriais (hemograma, mielograma e 

imunofenótipo) e clínicos (protocolo de tratamento, manifestações clínicas e óbito). 

 

4.7.  COLETA DE AMOSTRAS 

Para o grupo caso, foram coletados aproximadamente 2 mL de amostra ( 2mL medula óssea 

e 2 mL de sangue periférico) ao D0 e D35. Para o grupo controle, foram coletados 

aproximadamente 2mL de amostra de sangue periférico. As amostras foram coletadas em tubos 

com sistema a vácuo contendo EDTA (BD Vacutainer® EDTA K2), pela equipe multidisciplinar 

da Fundação HEMOAM.  

Assim realizamos a confirmação do diagnóstico no grupo caso e análise do hemograma do 

grupo controle, convidamos os indivíduos a participarem da pesquisa e posteriormente aplicação e 

assinatura do TCLE, em seguida as amostras foram encaminhadas ao Laboratório de Genômica da 

Fundação HEMOAM para processamento e  armazenamento  pela equipe do projeto.  

 

4.8. OBTENÇÃO DE CÉLULAS MONONUCLEADAS 

Após a coleta das amostras de medula óssea e sangue periférico, realizamos o isolamento 

das células mononucleadas de sangue periférico (PBMC) com à lise de hemácias utilizando tampão 

de lise. Com o precipitado livre de hemácias, ressuspendemos o pellet com solução salina, 

homogenizamos, centrifugamos e foi desprezado o sobrenadante. Após ser retirada a solução 

salina, foi adicionado RNAlater para conservar as amostras em pellet e armazenadas em criotubos  

até o momento da extração do material genético. 

 

4.9. EXTRAÇÃO DE RNA  

 O RNA (Ácido Ribonucleico) será extraído usando o reagente Trizol®, conforme descrito 

no POP01 presente em apêndice 04. A quantificação de RNA foi determinada usando o 
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espectrofotômetro Nanodrop 2000c, estabelecendo como valor de concentração aceitável um valor 

acima >60 ng/𝜇L. A pureza do RNA foi determinada pelas relações 260/280 e 260/230, 

estabelecendo um valor >1,8 como o parâmetro aceitável. Além disso a qualidade do RNA extaído 

foi posteriormente avaliada em gel de agarose não desnaturante a 0,8% corado com brometo de 

etídio (Figura 7).  

 

 

Figura 7. Avaliação da integridade do RNA por gel de agarose não desnaturante a 0,8%. Observou-se na imagem a 

presença das bandas 28S e 18S, indicando que não houve degradação e contaminação por DNA genômico. 

Fonte: Acervo pessoal. 

 

4.10. SÍNTESE DE cDNA 

Foram convertidos 100ng de RNA total em cDNA (DNA complementar)  utilizando o Kit 

GoScript Reverse Transcription System, conforme o protocolo do fabricante (POP02 - apêndice 

28S 

18S 
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05), para utilização no ensaio de expressão gênica os cDNAs sintetizados foram armazenados a  -

20°C até a realização da técnica.  

 

4.11. EXPRESSÃO GÊNICA 

A detecção da expressão dos transcritos gênicos ocorreu através da técnica de Reação em 

Cadeia da Polimerase em Tempo Real (PCR – Real Time) na qual, utiliza como marcador 

quantitativo as sondas flurescentes TaqManTM da Applied Biosystems, específicas para os genes de 

interesse (ABCB1, ABCC1, MVP, TP53 e BCL2). Como controle para a comparação da expressão 

relativa, utilizamos indicadores para o gene GAPDH As reações foram realizadas em duplicatas, 

em microplacas de 96 poços sendo adicionado água ultrapura (1,25μl), Master Mix universal (8μM) 

2x (2,5 μl), sondas TaqMan 20x (0,25 μl), e cDNA (1μl) de cada paciente (O procedimento está 

descrito em detalhes no POP03, em apêndice 06).  

 

 

Figura 8.Curva de amplicação gerada para o gene GAPDH de 96 amostras, ilustrando a razão entre o nível de 

emissão de luz com o número de ciclos. 

Fonte: Acervo pessoal.  

 

A amplificação das sequências de interesse será realizada no termociclador StepOnePlus e 

a leitura da florescência será realizada a partir do software StepOne v2.0, o qual gerá um gráfico 

exponencial que relaciona o nível de emissão de luz com o número de ciclos, está sendo 
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demonstrado na Figura 8,  na qual inlustra a curva de amplificação gerada para o gene GPDH de 

96 amostras. As sondas  utilizadas no estudo estão descritas na Tabela 1,  conforme a descrição 

dos genes de interesse. Para calcular a expressão relativa da expressão gênica, será utilizado o 

método de comparação de Ct (-ΔΔCT2).  

 

Tabela 3. Gene de referência, localização e kit de expressão gênica. 

Gene Localização Kit de expressão gênica 

ABCB1 7q21.12 Hs00184500_m1 

ABCC1 16p13.11 Hs01561518_m1 

MVP 16p11.2 Hs00250049_m1 

TP53 17p13.1 Hs00153349_m1 

BCL2 18q21.33 Hs04986394_s1 

GAPDH 12p13.31 Hs02786624_g1 
 

 

4.12. ANÁLISE DE DADOS 

Utilizamos o Execel para tabulação dos dados em planilhas. Análises descritivas foram 

realizadas para caracterizar a população do estudo. As variáveis categóricas foram comparadas 

usando o teste qui-quadrado de Pearson (correção de Yate) ou o teste bicaudal de Fisher e 

apresentadas como número e frequência (%) nas tabelas. Variáveis contínuas foram exibidas como 

mediana e intervalo interquartil (IQR) e testadas para distribuição Gaussiana usando o teste 

D'Agostino-Pearson.  As comparações dos valores entre dois grupos independentes foram feitas 

por meio do teste de Mann-Whitney, enquanto as comparações entre dois grupos dependentes 

foram feitas por meio do teste de postos assinados de pares combinados de Wilcoxon. Além disso, 

comparações múltiplas entre  três ou mais grupos foram realizadas usando os testes de Kruskal-

Wallis seguidos pelo teste de Dunn’s. Em todos os casos, foi considerada significância p < 0,05. 

As análises foram realizada usando o software Graph Pad Prism v.8.0. 
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5. RESULTADOS  

5.1. CARACTERÍSTICAS DA POPULAÇÃO EM ESTUDO 

As características da população em estudo estão demostradas na Tabela 2. Foram incluídos 

no estudo 17 indivíduos no grupo controle, com idade mediana de 10 anos, além de 17 indivíduos 

no grupo caso, com idade mediana de 6 anos. Foram predominantes, em ambos os grupos de estudo, 

os indivíduos do sexo masculino (53% e 71%).  

Em relação a residência, 76% dos indivíduos que fizeram parte do grupo caso eram 

residentes na capital Manaus, enquanto 24% eram do interior do Amazonas. Todos os indivíduos 

do grupo controle eram provenientes da cidade de Manaus. 65% dos indivíduos do grupo caso 

apresentaram manifestações clínicas tais como, anemia (53%) adenomegalia (30%), febre (41%), 

outros (18%) (infecções, sangramentos, dor óssea, fadiga, dentre outros) e 35% dos pacientes não 

apresentaram manifestações clínicas aparentes. 2 (12%)  pacientes  incluídos no estudo, sofreram 

óbito durante o tratamento. 

Os dados laboratoriais dos pacientes com LLA-B demonstraram uma mediana de 

Hemoglobina de 7,4 g/dL, Hematócrito de 21,40 g/dL, Leucócitos de 6.660 g/dL e Plaquetas de 

27.000 g/dL. Em relação aos dados laboratoriais do grupo controle, foi demonstrado uma mediana 

de Hemoglobina de 13,70 g/dL, Hematócrito 40g/dL, Leucócitos 7.860 g/dL e Plaquetas 257.000 

g/dL.  
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Tabela 4. Avaliação dos dados sociodemográfico, clínicos e laboratoriais dos pacientes com leucemia linfoblástica 

aguda e do grupo controle. 

Variáveis  Grupo Controle Grupo Casos LLA-B 
(n = 17) (n = 17) 

Idade (idade, median [IQR]) 10 [6-14] 6 [3-9] 

Gênero    

Masculino, n(%) 9 (53%) 12 (71%) 

Feminino, n(%) 8 (47%) 5 (29%) 

Residência   

Manaus, n(%) 17 (100%) 13 (76%) 
Interior do Estado do Amazonas, n(%) - 4 (24 %) 
Outro Estado, n(%) - - 
Manifestações clínicas   

Sim, n(%) - 11 (65%) 

Anemia, n(%) - 9 (53%) 

Adenomegalia, n(%) - 5 (30%) 

Febre, n(%) - 7 (41%) 

Outros, n(%) - 3 (18%) 

Não, n(%) - 6 (35%) 

Óbito   

Sim, n(%) - 2 (12%) 

Não, n(%) - 15 (88%) 

Hemoglobina (g/dL, median [IQR]) 13,70 [12,88 -14,25] 7,4 [6,3 - 8,9] 

Hematócrito (g/dL, median [IQR]) 40 [38,4 - 43,5] 21,40 [18,45 - 26,40] 

Leucócitos (g/dL, median [IQR]) 7.860 [6.095 - 8.580] 6.660 [2.305 -119.900] 

Plaquetas (g/dL, median [IQR]) 257.000 [19.500 -340.000] 27.000 [16.000 - 63.000] 
 

5.2. EXPRESSÃO DOS GENES DE RESISTÊNCIA 

Na Figura 9. está demonstrado o número de amostras presentes no grupo controle, que 

expressaram os genes em estudo. Das quais, 17 (100%) amostras expressaram nosso gene de 
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controle endógeno GAPDH, 16 (96%) expressaram o gene BCL2, 7 (41%) TP53, 8 (47%) ABCB1, 

4 (23%) ABCC1 e 6 (35%) MVP. 

 

 
Figura 9. Representação gráfica  do número de amostras controles de sangue periférico que expressaram os genes: 

GAPDH, BCL2, TP53, ABCB1, ABCC1 e MVP. 

 

A Figura 10 representa o número  amostras de sangue periférico (SP) do grupo caso ao 

diagnóstico (D0) (representação A) e dia 35 (D35) (representação B) que expressaram os genes 

GAPDH, BCL2, TP53, ABCB1, ABCC1 e MVP. Em ambos os dias (D0 e D35), 100% dos pacientes 

expressaram o controle endógeno GAPDH. Em relação aos genes antiapoptóticos houve uma 

diminuição do número de amostras que expressaram os genes, ao D0 quando comparadas ao D35. 

8 (47%) amostras expressaram o gene BCL2 ao D0 e 5 (29%) amostras expressaram o gene ao 

D35. Para o TP53, 5 (29%) e 4 (23%) amostras foram expressas ao D0 e D35 respectivamente.  

A quantidade de amostras de sangue periférico que expressaram os genes de resistência 

ABCB1 e ABCC1 no grupo caso também dimuiram no decorrer do D0 ao D35. No dia 0, 18% (3) 

das amostras expressaram o gene ABCB1 e 29% (5) o gene ABBC1 porém, ao dia 35 houve a 

expressão de apenas 1 (6%)  amostra de sangue periférico para ambos os genes. O número de 
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amostras que expressaram o gene MVP permaneceu o mesmo ao compararmos ambos os dias, 

sendo 12% (2) das amostras que expressaram este gene (Figura 10). 

            

 
Figura 10. Representação gráfica do número de amostras do grupo caso ao D0 (A) e D35 (B) do sangue periférico que 

expressaram o genes em estudo. 

 

O número de amostras de medula óssea (BM) que expressaram os genes em estudo, estão 

representadas na Figura 11. Pode ser observado que todas as amostras expressaram o gene 

GAPDH em ambos o dias 0 e 35. Também foi possível obsevar uma dimuição na quantidade de 

amostras que expressaram os genes BCL2, TP53, ABCB1 e MVP no D35  ao compararmos com 

D0. Foram expressas para o gene  BCL2 (9/6), TP53 (7/4), ABCB1 (4/2), MVP (4/2) amostras ao 

D0 e D35 respectivamente. O número de amostras de medula óssea que expressaram o gene de 

resistência ABCC1, demonstrou-se igual tanto dia 0 quanto no dia 35, sendo equivalente a 3 

amostras (18%). 
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Figura 11. Representação gráfica do número de amostras do grupo caso ao D0 (A) e D35 (B) da medula óssea que 

expressaram o genes em estudo. 

           

5.3. AVALIAÇÃO DOS  CICLOS THRESHOLD (CT) POR GENES 

A avalição dos ciclos de Ciclo Threshold (Ct) por Genes (GAPDH, BCL2, TP53, ABCB1, 

ABCC1 e MVP), dias (D0 e D35) e tipos de amostras (sangue periférico e medula óssea)  está sendo 

representado na Figura 12. O Ct reflete ao número do ciclo no qual a flurescência emitida em uma 

reação cruza o Threshold (linha limiar), equivalente  a uma medida relativa da concentração do 

alvo na reação de qPCR. No qual obsevamos que, para o grupo controle do gene GAPDH (Fig. 

12A)  a média do Ct foi 27. Enquanto no grupo caso, a média do Ct para o D0 e D35 sangue 

periférico (PB) foi 28 e 30 respectivamente. As amostras medula óssea apresentaram o Ct 29 (D0) 

e 30 (D35). 

A média do Ct do gene ABCC1 (Fig. 12B) no grupo controle e amostras D35 do sangue 

periférico e medula óssea do grupo caso, foram de 30 para ambos os grupos. As amostras D0 

apresentaram média de Ct igual a 29. O gene ABCB1 (Fig. 12C)  apresentou as seguintes médias 

de Ct: 29 (grupo controle), 32 (D0 - PB), 28 (D35 - PB) e (D0 - BM), 27 (D35 - BM). Em relação 

a média do Ct para o grupo controle dos genes TP53 e BCL2, ambos apresentaram média de 

aproximadamente 28. O D0 (PB e BM ) do gene TP53 teve como Ct médio 27 e ao D35 (PB) a 

média foi de 32 enquanto, o D35 BM foi 29 (Fig. 12D). O Ct médio do grupo caso para os genes 

BCL2 (Fig. 12E) e MVP (Fig. 12F) foi de aproximadamente 29 (PB e BM). No grupo controle as 

médias do Ct foram BCL2 (27) e MVP (29). 
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Figura 12. Avaliação da média do Ciclo Threshold (CT) por gene, representados pelas letras: A -GAPDH; B - ABCC1; 

C - ABCB1; D - TP53; E - BCL2; F- MVP. Os Ct dos genes alvo foram subdivididos conforme os dias ( D0 e D35) e 

tipos de  amostras: sangue periférico (SP) e medula óssea (MO). 

 

5.4. AVALIAÇÃO DA EXPRESSÃO DOS GENES ANTIAPOPTÓTICOS 

Para a quantificação relativa foi utilizado o método de Ct comparativo, no qual realizamos 

o cálculo 2-ddCt para avaliação da expressão gênica em amostras de sangue periférico (D0 e D35) 

e comparamos entre  os grupos controle e caso (Figura 13).  A expressão do gene BCL2 foi 

estatiscamente menor em indivíduos saudáveis quando comparada com a expressão em pacientes 

com LLA ao D0 (Diagnóstico) e D35 (Durante a fase de indução do tratamento). Ao dia 35 

observou-se que os pacientes com LLA apresentaram níveis mais altos de BCL2 em amostras de 

sangue periférico quando comparadas ao dia 0, mas as diferenças não foram signfificativas. 
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Figura 13. Avaliação da expressão do gene BCL2 em amostras de sangue periférico no grupo caso e controle. 

 

Em seguida, realizamos a análise dos resultados finais da expressão gênica em valores log. 

Englobamos todas as amostras (sangue periférico e medula óssea) e seus respectivos tempos (D0 

E D35). Utilizamos análise em base log afim de que, tornaria a distribuição dos dados simétrica. 

Na Figura 14, avaliamos a expressão do gene BCL no qual demonstrou que os níveis de expressão 

do gene eram inferiores em crianças saudáveis quando comparados aos níveis de pacientes com 

LLA, tanto em amostras de medula óssea quanto sangue periférico. Além disso, ao fazermos uma 

comparação entre os tipos de amostras percebemos que, os níveis de expressão em sangue 

periférico decaíram entre o dias 0 e 35 enquanto, na medula óssea a expressão aumentou no dia 35 

ao compararmos com o dia do diagnóstico. 

 
Figura 14. Avalição da expressão diferencial de BCL2 em amostras de sangue periférico e medula óssea, ao dia 0 e 

35 de crianças saudáveis e pacientes com LLA. 
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Na Figura 15 podemos observar os níveis de expressão de TP53 em amostras de sangue 

periférico. Demonstrou-se que, a expressão de TP53 em indivíduos do grupo controle foram 

inferiores aos níveis expressos pelos pacientes de LLA ao D0 e D35. Além disto, ao dia 35 os 

pacientes apresentaram níveis mais elevados de TP53 quando comparamos ao dia do diagnóstico. 

 

 
Figura 15. Avaliação da expressão do gene TP53 em amostras de sangue periférico no grupo caso e controle. 

 
Ao compararmos os níveis de expressão de TP53 através da análise por FC log (Figura 

16), o grupo controle apresentou níveis de expressão mais baixos que o D0 (medula óssea e sangue 

periférico) dos pacientes com LLA. No entanto, ao D35 os níveis de expressão de TP53 foram 

significadamente menores tanto nas amostras de sangue periférico quanto medula óssea de 

pacientes com LLA. 

 
Figura 16. Avalição da expressão diferencial de TP53 em amostras de sangue periférico e medula óssea, ao dia 0 e 35 

de crianças saudáveis e pacientes com LLA. 
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5.5. AVALIAÇÃO DA EXPRESSÃO DOS GENES DE RESISTÊNCIA  

Na análise da expressão gênica pelos valores de 2-ddCt para o gene ABCB1 foi possível 

observar que o grupo controle expressou o gene em níveis menores quando comparados ao D0 de 

pacientes com LLA. No entanto, ao D35 durante o tratamento os pacientes com LLA não 

expressaram mais o gene ABCB1 em amostras de sangue periférico (Figura 17).  

 

 

Figura 17. Avaliação da expressão do gene ABCB1 em amostras de sangue periférico no grupo caso e controle. 

 

Ao fazermos a análise dos resultados finais da expressão por FC log (representados na 

Figura 18), foi possível confirmar que os níveis de ABCB1 em crianças saudáveis foram inferiores 

quanto aos de pacientes de LLA. No entanto, ao compararmos a data de diagnóstico e o dia 35 do 

tratamento, os níveis de expressão de ABCB1 no sangue periférico foram consideravelmente mais 

baixos e ao analisarmos as amostras medula óssea, esses pacientes não expressaram os genes no 

dia 35. 
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Figura 18. Avalição da expressão diferencial de ABCB1 em amostras de sangue periférico e medula óssea, ao dia 0 e 

35 de crianças saudáveis e pacientes com LLA. 

 

Os níveis de ABCC1 em amostras de sangue periférico de  crianças saudáveis foram 

inferiores aos de pacientes com LLA no diagnóstico, porém, esse pacientes não expressaram o gene 

ABCC1 no sangue periférico ao dia 35, esses dados estão sendo demonstrados na Figura 19.  

 

 
Figura 19.Avaliação da expressão do gene ABCC1 em amostras de sangue periférico no grupo caso e controle. 

 

Ao fazermos a análise por FC log obtivemos um outro parâmetro dos dados (Figura 20). O 

qual demonstrou que o grupo controle obteve uma expressão maior do que o grupo caso e os níveis 
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de expressão em amostras de sangue periférico foram superiores aos da medula óssea. Os níveis de 

ABCC1 no sangue periférico aumentou no D35 enquanto na medula óssea, esses níveis foram 

aproximadamente zero. 

 

 
Figura 20. Avalição da expressão diferencial de ABCC1 em amostras de sangue periférico e medula óssea, ao dia 0 e 

35 de crianças saudáveis e pacientes com LLA. 

 

Na avaliação da expressão diferencial de MVP em amostras de sangue periférico (Figura 

21), o grupo controle apresentou níveis mais elevados do gene quando comparados ao grupo caso. 

Os níveis de MVP desmonstraram-se superiores ao dia 35 quanto ao dia 0.  

 

 
Figura 21. Avaliação da expressão do gene MVP em amostras de sangue periférico no grupo caso e controle. 
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Através dos parâmetros apresentados pela análise por FC log na Figura 22, observamos 

que os níveis foram mais elavados em crianças saudáveis e que ao D35 os pacientes apresentaram 

níveis baixos em comparação ao D0 no sague periférico. No entanto, ao olharmos para as amostras 

de medula óssea desses pacientes percebemos que ao D35 não estava ocorrendo expressão do gene 

MVP.  

 

 
Figura 22. Avalição da expressão diferencial de ABCC1 em amostras de sangue periférico e medula óssea, ao dia 0 e 

35 de crianças saudáveis e pacientes com LLA. 

 

 

6. DISCUSSÃO 

A manutenção da homoeostase em tecidos normais reflete um equilíbrio entre a proliferação 

celular e a morte celular. Os membros da família BCL2 e o gene TP53 possuem um papel central 

na regulação da morte celular programada, controlando sinais intracelulares pró-apoptóticos e 

antiapoptóticos. No câncer, a evasão da apoptose através da desregulação de genes é um evento 

recorrente, portanto, a inibição seletiva de proteínas específicas antiapoptóticas representa uma 

oportunidade terapêutica promissora (87). A expressão aberrante de genes que controlam a 

apoptose, como os membros da família BCL2, representam uma característica recorrente das 

células leucêmicas que pode levar ao aumento da sobrevivência celular e resistência à 

quimioterapia (88). 
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Em um estudo realizado por Cahyadi et al. (2018), avaliando a expressão de BCL2 em 17 

crianças com LLA durante a fase de terapia de indução, foi observado que 6 crianças foram ao 

óbito e 11 conseguiram finalizar a terapia de indução. Em concordância aos resultados apresentados 

em nosso estudo, a maioria das crianças também eram do gênero masculino e apresentavam 

manifestações clínicas como adenomegalias. Nesse estudo foi observado diminuição da expressão 

de BCL2 em medula óssea ao diagnostico (22,6%) quando comparado com o final da quimioterapia 

(9,9%), no entanto, sem diferença significativa (p=0,075)(89). Em nosso estudo, houve essa 

diminuição apenas em amostras do sangue periférico, na medula óssea os níveis de BCL2  

aumentaram ao dia 35. 

 Em outro estudo, realizado com pacientes de LMA, o BCL2 foi superexpresso em 56,6% 

(137/242) dos casos e foi associado ao pior prognóstico (90). Segundo Zhou et al. (2019) a 

expressão de BCL2 foi aumentada em pacientes com LMA recém-diagnosticados em comparação 

com os controles saudáveis (91). Em nosso estudo também observamos que o grupo controle 

apresentou níveis mais baixos de BCL2 do que os pacientes com LLA-B. Isso pode estar 

relacionado aos agentes inibidores de BCL2, que são agentes promissores durante o tratamento e 

acompanhamento de pacientes com LMA (92). Embora esses dados sejam interessante, nota-se na 

LLA-B ainda há uma carência de estudos envolvendo a expressão de BCL2.  

O gene da proteína supressora de tumor TP53 é um  supressor de tumor crucial, responsável 

pela maior defesa contra o crescimento tumoral, pois promove autofagia, sinalização de apoptose, 

transcrição, respostas imunes ou inflamatórias e está associado a vários tipos de câncer no entanto, 

pouco se sabe sobre sua expressão em pacientes com leucemia linfoblástica aguda de células B 

(LLA-B) (93,94). No presente estudo, os níveis de TP53 foram mais altos em pacientes com LLA-

B quando comparados a indivíduos saudáveis porém, esses níveis diminuem significamente ao D35 

durante a terapia de indução.  

Weng et al. (2020) realizou um estudo com 146 crianças com LLA e 23 crianças doadoras 

com púrpura trombocitopênica idiopática (PTI) e demonstrou resultados semelhantes aos nossos, 

o nível de mRNA de TP53 em pacientes com LLA foi maior em comparação com os doadores PTI 

(P = 0,019) e o associou como um marcador de prognóstico ruim em pacientes com LLA (95). Na 

LMA a expressão de TP53 é utilizada como uma ferramenta de leitura global sensível e específica 
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para mutações TP53 (96). Estudos apontam que pacientes de LMA com mutações no gene TP53 e 

que recebem quimioterapia convencional têm resultados desfavoráveis no tratamento (97). 

A quimiorresistência é um fator importante na falha do tratamento em pacientes com 

leucemia linfoblástica aguda, este mecanismo envolve transportadores de efluxo de drogas 

dependentes de ATP como os da família dos transportadores ABC e MVP (98). Segundo Organista-

Nava et al. (2019) , os níveis de ABCB1 foram mais baixos em indivíduos com Leucemia Aguda 

em comparação a indivíduos saudáveis e não foi observado diferenças significativas entre a 

expressão de ABCC1 entre os grupos. No entanto, os pacientes que apresentavam altos niveis de 

ABCC1 (OR= 5,50, IC 95% = 1,12-27,06) tiveram maior chance de recaírem durante o tratamento 

(99). Outro estudo, realizado com pacientes de LMA também associaram a alta expressão de 

transportadores ABC à resistência a quimioterápica (100).  

Nossas descobertas no presente estudo demonstraram que os indivíduos saudáveis 

apresentaram menor expressão de ABCB1 em comparação com pacientes com LLA-B, sendo que 

esses níveis diminuem ao dia 35 (tanto no sangue periférico quanto na medula óssea). Em relação 

aos níveis de ABCC1, o grupo controle apresentou maior expressão do que os pacientes com LLA-

B e os níveis de ABCC1 em sangue periféricos ao dia 35 aumentam enquanto na medula óssea os 

níveis diminuíram. Nosso estudo apresentou ainda resultados semelhantes ao estudo realizado por 

Gurbuxani et al. (2001) que avaliou a expressão de ABCB1 e ABCC1 em 167 pacientes com LLA 

em diferentes estágios (novos casos, remissão completa e recaídas). Seus resultados mostraram que 

o nível de expressão de ABCC1 foi maior em pacientes com LLA que recaíram e aqueles indivíduos 

que expressaram altos níveis de ABCC1 não atingiram a remissão completa (101).  

O aumento da expressão de MVP foi relacionado à piora da sobrevida livre de eventos (p = 

0,005) em pacientes com LLA (39). Em nosso estudo, o grupo controle apresentou maior expressão 

de MVP em comparação ao pacientes com LLA. Além disso, os niveis de MVP no sangue periférico 

aumentou e na medula óssea diminuiram ao D35, durante a quimioterapia de indução. Em outro 

estudo, realizado com pacientes com LMA, foi apresentado resultados semelhantes aos nossos, 

com níveis de expressão do MVP sem diferenças significativas, sem nenhum dos parâmetros 

associados à sobrevida global ou livre de recidiva (102). No entanto, outro estudo demonstrou que 

a expressão de mRNA de MVP foi significativamente associada à resistência à quimioterapia de 

indução em pacientes com leucemia aguda (103). 
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A avaliação da expressão de genes de resistência e antiapoptóticos estão sendo associadas 

ao desenvolvimento de diversos tumores e a criação de inibidores desses genes como de BCL2 já 

estão sendo apontados como potenciais estratégias terapêuticas em leucemias agudas. Esses 

inibidores podem atuar em mecanismos de escape da quimiorresistencia terapêutica (104,105). O 

desenvolvimento desse estudo nos proporcionou um novo olhar para estes genes, apesar dos seus 

mecanismos ainda não estarem totalmente elucidados na literatura. As funções e localizações 

especificas desses genes e seu uso como biomarcadores moleculares promissores na avaliação do 

prognóstico desses pacientes,  pode contribuir para a criação de terapias alvos e agreagar a 

quimioterapia atual, em busca da remissão medular nesses pacientes, resultando no aumento da 

taxa de sobrevida e cura de doenças malignas agressivas como a LLA. 

O presente estudo apresentou algumas limitações, tais como o número de participantes do 

estudo ser relativamente menor, quando comparado a outros estudos prospectivos e a ausência de 

algumas informações em protuários dos pacientes, tais como etnia, renda familiar e recaída. 

Embora o presente estudo forneça dados relevantes acerca da expressão de genes de resistência e 

antiapoptóticos na LLA, se faz necessário outros estudos que busquem contribuir com dados 

clínicos e laboratoriais sobre a influência desses genes na Leucemia Linfoblástica Aguda de células 

B 

 

7. CONCLUSÃO 

          Ao témino deste estudo, podemos concluir que os genes antiapoptoticos BCL-2 e TP53 foram 

mais expresso em indivíduos com LLA-B em comparação ao grupo controle. Além disso, 

observou-se que os genes ABCB1, ABCC1 e MVP tiveram sua expressão reduzida na medula óssea 

ao término da terapia de indução. Evidenciou ainda que em amostras de sangue periférico, os níveis 

de expressão dos genes ABCC1 e MVP foram mais elevados ao D35 em contraste com o D0. 

Visualizou-se também, que o grupo controle expressou valores mais elevados do gene MVP em 

comparação aos pacientes com LLA. No entanto, devido as limitações deste projeto, estudos 

prospectivos são necessários a fim de elucidar a influência destes genes em pacientes portadores 

de Leucemia Linfoblástica Aguda de células B. 
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9. APÊNDICE 

9.1.APÊNDICE 01- EQUIPE DO PROJETO 

 
 

9.2.APÊNDICE 02 – FINANCIAMENTO DO PROJETO 
 

Material Quantidade Valor unitário Valor final 

Microtubos 0,1ml 1 pct (1000) R$ 900,09 R$ 900,09 
Luvas de procedimento 5 R$ 20,00 R$ 100,00 

Ponteiras com filtro 200µl 30 R$ 70,00 R$ 2.100,00 

Nome Formação Instituição Atividade no Projeto 
de Pesquisa 

Daniele de Sá Pereira Biomedicina 
HEMOAM/ 

UEA 
Mestranda 

Allyson Guimarães da 
Costa Enfermeiro HEMOAM/UEA Orientador 

Adriana Malheiro Alle 
Marrie Bióloga HEMOAM/UFAM Coorientadora 

Andréa Monteiro 
Tarragô 

Farmacêutica-
Bioquímica HEMOAM/UFAM Colaboradora 

Fabíola Silva Alves 
Hanna Biomédica 

HEMOAM/ 

UFAM 
Colaboradora 

Gláucia Lima de Souza Biomédica HEMOAM Colaboradora 

João Paulo Diniz 
Pimentel 

Farmacêutico-
Bioquímico HEMOAM Colaborador 

Maria do Perpétuo 
Socorro Sampaio 

Carvalho 
Médica HEMOAM Colaboradora 
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Ponteiras com filtro 10µl 50 R$ 60,00 R$ 3.000,00 
Kit paxgene blood rna 1 R$ 4.487,00 R$ 4.487,00 
Kit quantitec reverse 

transcription 1 R$ 1.934,62 R$ 1.934,62 

TaqMan™ Fast Advanced 
Master Mix 1 R$ 2.809,00 R$ 2.809,00 

Placas oticas 96 poços cod 
barras enduraplate 1 pct (20) R$1.036,02 R$ 1.036,02 

Sondas Taqman Expression 
Assay 5 R$ 1.273,60 R$ 6.368,00 

Total R$ 22.734,73 

 

Financiamento: Este projeto foi desenvolvido com recursos indiretos provenientes de 

Projeto de Pesquisa aprovado no Âmbito do Programa de Apoio à Consolidação das Instituições 

Estaduais de Ensino e/ou Pesquisa (PRÓ-ESTADO), Resolução N° 002/2008, da Fundação de 

Amparo à Pesquisa do Estado do Amazonas (FAPEAM). 

 

9.3. APENDICE 03 PARECER DO COMITÊ DE ÉTICA EM PESQUISA – CEP-HEMOAM  
             

Este projeto faz parte de um projeto maior denominado Biomarcadores celulares e moleculares 

envolvidos na resposta imunológica de pacientes com leucemia linfoblástica aguda: Novas 

abordagens aplicadas ao diagnóstico, prognostico e terapêutica.  
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9.4. APÊNDICE 04 - POP01 EXTRAÇÃO DE RNA 
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9.5.APÊNDICE 05 - POP02 SÍNTESE DE cDNA  
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9.6.APÊNDICE 06 – POP03 EXPRESSÃO GÊNICA 
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