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RESUMO

GOMES, G. W. Expressao génica dos transportadores de membrana ABCB1,
ABCG2, SLC22A1 e SLCO1A2 em linhagens celulares tratadas com inibidor
comercial da via JAK-STAT. 2015. 86 f. Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de Sédo Paulo, Sdo Paulo, 2015.

INTRODUGAO: Adesregulacéo da via de sinalizacdo JAK-STAT é uma caracteristica
marcante das neoplasias mieloproliferativas (NMPs), doengas clonais da célula tronco
hematopoética, dentre as quais encontra-se a mielofibrose (MF). Diversos inibidores
de JAK foram desenvolvidos para o tratamento da MF e encontram-se em diferentes
fases de desenvolvimento clinico. Devido ao seu desenvolvimento recente, pouco se
sabe a respeito do papel de transportadores de membrana na farmacocinética desses
compostos. Essas proteinas realizam o influxo e efluxo celular de substratos
enddgenos e xenobidticos, e alteragdes na expressao desses transportadores podem
influenciar a resposta a esses farmacos. OBJETIVO: Avaliar o efeito de um inibidor
comercial da via JAK-STAT na expressao génica dos transportadores de membrana
ABCB1, ABCG2, SLC22A1 e SLCO1A2 em células HepG2, Caco-2 e HEL92.1.7.
METODOS: Linhagens de carcinoma hepatocelular (HepG2), adenocarcinoma
colorretal (Caco-2) e eritroleucemia humana homozigotas para JAK2V6'"F (HEL92.1.7)
foram cultivadas e tratadas o inibidor comercial da via JAK-STAT JAK Inhibitor I. Para
determinar a concentracao ideal para o tratamento com o inibidor, as células foram
tratadas com diversas concentragdes do inibidor de JAK por 24 horas e foram feitos
testes de viabilidade celular e fragmentagao do DNA. Com as condi¢des de tratamento
padronizadas, foi extraido o RNA total das células e sintetizado o cDNA, para analise
das expressdes de RNAmM dos genes ABCB1, ABCG2, SLC22A1 e SLCO1A2 por PCR
em tempo real. Foi também avaliada a expressao dos transportadores de efluxo
ABCB1 e ABCG2 por citometria de fluxo, utilizando anticorpos primarios direcionados
a essas proteinas. RESULTADOS: Nas células HepG2, foi observado um aumento da
expressao de RNAm de ABCB1 nas células tratadas com 4,00 uM do inibidor de JAK,
quando comparado com o controle (células incubadas apenas com o veiculo)
(P=0,041). Nao foi observada alteragdo da expressao de RNAm de ABCGZ2 e
SLC22A1 com o tratamento com o inibidor de JAK nessa linhagem (P>0,05); a
expressao de RNAm de SLCO1A2 néao foi detectada nessa linhagem. Nas células
Caco-2, a expressao de ABCB1, ABCG2, SLC22A1 e SLCO1A2 néao se alterou com
o tratamento com o inibidor de JAK nas concentragdes utilizadas (0,25 uM a 1,00 uM)
por 24 horas (P>0,05). Para as células HEL92.1.7, ndo foi observada diferenca na
expressao de RNAm de ABCB1, ABCG2 e SLC22A1 com o tratamento com 1,00 uM
do inibidor de JAK por 24 horas em comparagao ao controle (P>0,05); nessa linhagem,
a expressao de RNAm de SLCO17A2 nao foi detectada. A expressao proteica dos
transportadores ABCB1 e ABCG2 néao sofreu alteragdo com o tratamento com o
inibidor de JAK nas condi¢des utilizadas nas trés linhagens celulares estudadas
(P>0,05). CONCLUSOES: Apenas as células HepG2 apresentaram um aumento da
expressao de RNAm do transportador de efluxo ABCB1 em concentragdes elevadas
do inibidor de JAK, sugerindo que os inibidores de JAK podem modular a expressao
do gene desse transportador no figado. O tratamento com o inibidor da via JAK-STAT
nao foi associado com alteracbes na expressao proteica de ABCB1 e ABCG2 em
todas as células estudadas.

Palavras-chave: mielofibrose, via de sinalizacdo JAK-STAT, inibidores de JAK,
transportadores de membrana, expressao génica.



ABSTRACT

GOMES, G. W. Gene expression of drug transporters ABCB1, ABCG2, SLC22A1
and SLCO1A2 in cell lines treated with commercial inhibitor of JAK-STAT
pathway. 2015. 86 f. Dissertagdo (Mestrado) — Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas,
Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo, 2015.

BACKGROUND: JAK-STAT pathway signaling disregulation is a hallmark of
myeloproliferative neoplasms (MPN), hematopoietic stem cell clonal diseases, among
which is myelofibrosis (MF). Several JAK inhibitors have been developed for MF
treatment and are found in different stages of clinical development. Because the recent
development of these compounds, the role of drug transporters in their
pharmacokinetics is poorly understood. These proteins perform celular influx and effux
of endogenous substrates and xenobiotics, and changes in the expression of these
drugs transporters may affect the response to these drugs. AIM: To evaluate the effect
of a JAK-STAT pathway commercial inhibitor in gene expression of drug transporters
ABCB1, ABCG2, SLC22A1 and SLCO1A2 in HepG2, Caco-2 and HEL92.1.7 cells.
METHODS: Hepatocellular carcinoma cell line HepG2, colorectal adenocarcinoma cell
line Caco-2 and human erythroleukemia homozygous JAK2V6'"F cell line HEL92.1.7
were grown and treated with the JAK-STAT pathway inhibitor JAK Inhibitor I. In order
to determine the optimal concentration for treatment with the inhibitor, cells were
treated with several concentrations of JAK inhibitor by 24 hours, and cell viability and
DNA fragmentation tests were performed. Once the treatment conditions were
standardized, total RNA were obtained from the cells, and cDNA was synthesized in
order to evaluate the mRNA expression of ABCB1, ABCG2, SLC22A1 and SLCO1A2
genes, performed by real time PCR. We also evaluate the expression of drug efflux
transporters ABCB1 and ABCG2 by flow cytometry, using primary antibodies directed
to these proteins. RESULTS: In HepG2 cells, it was observed an increase in ABCB1
MRNA expression in cells treated with 4,00 uM of JAK inhibitor, when compared with
controls (cells exposed only to the vehicle) (P=0.041). There was no change in ABCB2
and SLC22A1 mRNA expression with the treatment with JAK inhibitor in this cell line
(P>0.05); SLCO1A2 mRNA was not detected in this cell line. In Caco-2 cells, ABCB1,
ABCG2, SLC22A1 and SLCO1A2 mRNA expression did not change with treatment
with the JAK inhibitor at the concentrations used (0.25 uM to 1.00 uM) by 24 hours
(P>0.05). In HEL92.1.7 cells, it was not observed differences in ABCB1, ABCG2 and
SLC22A1 mRNA expression with the treatment with 1 uM of JAK inhibitor by 24 hours
when compared with controls (P>0.05); in this cell line, SLCO1A2 mRNA was not
detected. Protein expression of ABCB1 and ABCG2 drug transporters has not changed
with treatment with the JAK inhibitor under the conditions used in the three cell lines
studied. CONCLUSIONS: Only HepG2 cells presented an increase in mRNA
expression of drug efflux transporter ABCB1 in presence of high levels of JAK inhibitor,
suggesting that JAK inhibitors could modulate this transporter gene expression in liver.
Treatment with JAK-STAT pathway inhibitor was not associated with changes in
ABCB1 and ABCG2 protein expression in all cell lines studied.

Keywords: myelofibrosis, JAK-STAT pathway signalling, JAK inhibitors, drug
transporters, gene expression.
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1. INTRODUCAO

As neoplasias mieloproliferativas (NMPs) sdo doencas clonais da célula-tronco
hematopoética, caracterizadas pela proliferacdo aumentada de uma ou mais
linhagens da série mieloide com maturacao eficaz. Como consequéncia, podem
ocorrer leucocitose, aumento da massa eritrocitaria ou trombocitose?. Varios tipos de
NMP podem progredir para transformacéo leucémica ou mielofibrose?.

Em 2008, a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) classificou essas doencas
em nove entidades diferentes: leucemia mieloide cronica (LMC), policitemia vera (PV),
trombocitemia essencial (TE), mielofiborose (MF) primaria, leucemia neutrofilica
cronica, leucemia eosinofilica crénica ndo especificada, mastocitose e NMPs
inclassificaveis; destas, a unica NMP BCR-ABL1 positiva é a LMC, sendo que as
demais sdo BCR-ABL1 negativas® 3. Essa classificacdo baseou-se em dois
importantes fatores: (1) uso da Biologia Molecular para marcadores genéticos nas
NMPs BCR-ABL1 negativas e (2) uso da caracterizacao histolégica como auxilio na

identificacdo dos subtipos das NMPs?,

1.1. Via de sinalizacao JAK-STAT

Em 2005, a descoberta da mutacdo JAK2V617F no dominio autoinibitério de uma
proteina com atividade de tirosinoquinase da familia Janus quinase (JAK), a JAK2,
esclareceu parte das bases moleculares das NMPs e o papel da via JAK-STAT na
patogenia dessas doencas.

A JAK2 é membro de uma grande familia de tirosinoquinases envolvidas na
sinalizacdo de receptores de citocinas, a qual inclui JAK1, JAK3 e TYK2
(tirosinoquinase 2)°. A JAK2 é essencial para a sinalizagdo de receptores de fatores
de crescimento hematopoéticos, como 0s receptores de eritropoetina (EPO),
trombopoetina (TPO), fator estimulante de coldnia granulocitico-macrofagico (GM-
CSF), interleucina (IL)-3 e IL-5°.

Estruturalmente, a JAK2 possui sete dominios homélogos, denominados de
JH1 a JH7 (Figura 1). O dominio JH1 (quinase), localizado na posicdo C-terminal, é
o responsavel pela atividade catalitica da enzima. O dominio JH2 (pseudoquinase) é
homélogo ao dominio JH1, porém, ndo apresenta atividade catalitica. Esse dominio é
essencial na modulagdo da atividade do dominio quinase. Os dominios JH3-JH4

compartilham homologia com o dominio SH2 (do inglés, Src homology) das proteinas
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transdutoras de sinal e ativadoras de transcricdo (STAT). Por fim, o dominio amino
terminal JH4-JH7 é conhecido como FERM (do inglés, four-one, ezrin, radixin and

moesin), e corresponde a regiéo de ligacédo ao receptor de citocinas’®.

JH7-JH5 JH4-JH3 JH2 JH1

Figura 1. Representacao esquematica da estrutura da JAK2.

A proteina JAK2 possui um dominio tirosino quinase (JH1), um dominio pseudoquinase (JH2), um dominio SH2
(JH3-JH4) e um dominio four-one, ezrin, radixin and moesin (FERM). O dominio pseudoquinase previne a ativagao
do dominio quinase. Os dominios JH3-JH4 compartilham homologia com o dominio SH2 da proteina STAT. O
dominio FERM é responsavel pela ligagcdo aos dominios citosélicos dos receptores de citocinas. Adaptado de
Vainchenker e Constantinescu (2013)°.

Os receptores de citocinas compreendem duas ou mais subunidades, cada
uma associada a um mondémero de JAK. Apos a ligacdo da citocina a seu receptor
apropriado, as subunidades do receptor sdo reorientadas ou oligomerizadas,
facilitando a transfosforilacéo das JAKs e ativando-as. Em seguida, as JAKs ativadas
fosforilam residuos de tirosina em regides citoplasmaticas do receptor de citocinas,
gerando sitios de ligacdo para proteinas que contém dominios de reconhecimento de
fosfotirosinas, proteinas estas caracterizadas pelo dominio SH2 (na qual estdo
inclusas as STATSs). Dependendo do receptor e dos sitios de ligacdo gerados pela
fosforilacdo dos receptores, um ou mais membros da familia das STATs (STAT1-6)
podem ser recrutados®; no caso da JAK2, STAT-3 e -5%. As STATs sdo entdo
fosforiladas e se dimerizam, sendo translocadas para o ndcleo para iniciar a
transcricdo de genes efetores envolvidos na regulacao do ciclo celular, na apoptose e
na degradacéo proteassomal® (Figura 2).

A expressdo subsequente da serinal/treonina quinase Pim favorece a
sobrevivéncia celular ao fosforilar Bad e aumentar a atividade das proteinas
antiapoptoticas Bcl2 e Bclx, enquanto o aumento da expressao das ciclinas D1/2 e
Cdc25A promovem a progressdo do ciclo celular da fase G1 para a fase S& 0. A
proteina JAK2 também ativa as vias de sinalizacdo da proteina quinase ativada por

mitégeno (MAPK) e PI3K/Akt, que promovem proliferacédo e sobrevivéncia celulares®

7;11
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Figura 2. Via de sinalizacdo JAK-STAT em uma célula hematopoética.

A ligacéo do fator de crescimento hematopoético ao seu receptor de superficie inicia a transfosforilagéo de JAK2
e a fosforilacdo de receptores citoplasmaticos de tirosinas. STATs se ligam aos receptores de fosfotirosinas e
formam homodimeros e heterodimeros, que translocam-se para o nicleo e induzem a expresséao de genes efetores
como as proteinas antiapoptoticas Pim e BclxL, ciclinas (promovendo a progressao do ciclo celular) e SOCS. JAK2
também ativa as vias de sinalizacdo da PI3K/Akt e MAPK, promovendo proliferacdo e sobrevivéncia celular. Os
reguladores negativos SOCS e CBL realizam a ubiquitinacdo de JAK2, promovendo a sua degradacado
proteassomal. A LNK sequestra JAK2 por ligacao direta, e as PTPs desfosforilam os receptores de citocinas, JAK
e STATs. A ativacdo constitucional da proteina JAK2 induz a ativacdo da cascata de sinalizacdo JAK-STAT
independentemente da ligacdo de citocinas ao receptor. Adaptado de: Meyer e Levine (2014)8

Em contrapartida, a via JAK-STAT é negativamente regulada pela expressao
de varias proteinas. As proteinas supressoras da sinalizacdo de citocinas (SOCS)
competem com as STATs pela ligacdo ao receptor de citocina, promovendo a

degradacgéo proteassomal de JAK2 por ubiquitinacdo e interferindo com a atividade
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catalitica via interagdo com o dominio quinase'?. A JAK2 também é negativamente
regulada pela proteina Casitas B-cell ymphoma (CBL), que age como ubiquitina ligase
para varias tirosinoquinases, e pela proteina adaptadora LNK (do inglés, lymphocyte
adaptor protein), que sequestra JAK2'3, Tirosinofosfatases (PTPs) também agem na
regulacdo negativa da via, atuando na desfosforilacédo de receptores, JAKs e STATs®
(Figura 2).

Além de ativar a via de sinalizacdo JAK-STAT, a proteina JAK2 também é
capaz de translocar-se ao nucleo, fosforilando as histonas H3 e Y41, o que leva ao
deslocamento da heterocromatina proteina 1 e PRMT5, uma histona arginina
metiltransferase'* °, O impacto da JAK2 sobre as fung¢des do ciclo celular ainda nédo
€ completamente compreendido.

A transducéo de sinal das citocinas e fatores de crescimento hematopoéticos e
de seus receptores € essencial para a proliferacdo coordenada e para a diferenciacao

das linhagens celulares a partir da célula pluripotente hematopoética® ” 6.

1.2. Desregulacéo da via JAK-STAT nas NMPs

A desregulacédo da via JAK-STAT € uma caracteristica marcante das NMPs
BCR-ABL1 negativas (PV, TE e MF), e o primeiro indicativo da importancia dessa via
nessas doencas foi a descoberta da mutacdo JAK2V61’F em 2005 17-19,

A mutagdo JAK2V®L’F consiste na troca de uma valina por uma fenilalanina no
dominio JH2, posicdo 617 da proteina JAK2, decorrente da substituicdo de uma
guanina por uma timina no nucleotideo 1849, exon 14 do gene JAK2°, Essa mutacgado
impede a acdo de efeitos reguladores negativos mediados pelo dominio JH2,
permitindo sua ativacdo constitutiva, independente do ligante, e a sinalizacdo celular
por meio deste caminho torna-se mais robusta, representando o componente
proliferativo nas NMPs (Figura 2)% 2%, Além disso, a JAK2V6"F escapa do feedback
negativo realizado por SOCS®. Essa mutacdo acomete cerca de 65% dos pacientes
com MF primaria, além de 96% de pacientes com PV e 55% dos pacientes com TE?.

Recentes estudos mostraram que pacientes com TE apresentam a menor
carga alélica (allele burden) da mutacdo JAK2V617F pacientes com PV e MF primaria
apresentam carga alélica intermediaria e pacientes com MF secundaria apresentam a
carga alélica mais elevada?? 23, Além disso, a carga alélica de JAK2V1'F elevada foi

associada ao maior risco de eventos trombéticos na TE, ao aumento do risco
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cardiovascular e de esplenomegalia na PV, e a leucocitose e ao maior risco de
transformacéo leucémica na MF primaria®+2¢. Entretanto, alguns desses achados sédo
controversos, uma vez que outro estudo nao encontrou correlagdo entre a carga
alélica de JAK2V617F e a ocorréncia de eventos tromboticos?’.

Outras muta¢Bes que levam a ativacao da via JAK-STAT tém sido identificadas
nos pacientes com NMPs néo-portadores da mutagdo JAK2V61’F. Nos pacientes com
PV JAK2V81’F negativos, por exemplo, mutacdes missense no exon 12 de JAK2 s&o
identificadas na maioria dos casos?®. Tais mutacGes também levam a ativacdo
constitutiva da sinalizagdo JAK-STAT.

Cerca de 5% dos pacientes com TE negativos para JAK2V61’F apresentam
mutacdes no gene que codifica para o receptor de trombopoetina (MPL), sendo
W515L ou W515K as mais comuns?®. Estas mutagées também resultam na ativacdo
da sinalizacao via JAK2. A mutacdo W515L € ainda encontrada em cerca de 10% dos
pacientes com MF ndo-portadores da JAK2V617F 6; 30,

Além disso, mutagdes em LNK s&o encontradas em 5% dos pacientes com TE
nao portadores de mutacdes em JAK2 e MPL. Cerca de 5% dos pacientes com MF
negativos para mutagées em JAK2 e MPL apresentam mutacGes em LNK ou CBLS 0,

Recentemente, mutacdes somaticas no exon 9 do gene da calreticulina
(CALR), uma chaperona de reticulo endoplasmatico, foram identificadas em 70 a 84%
dos pacientes com TE e MF ndo portadores de JAK2V6L7F 3% 32 Egsas variantes
provocam uma alteracdo do C-terminal dessa proteina, levando a uma perturbacao
da sinalizacao para a retencao de proteinas no reticulo endoplasmatico, influenciando
a localizacdo subcelular da CALR3Y 32, Embora os efeitos fisiolégicos dessas
alteracdes ainda nao estejam claros, os primeiros estudos in vitro sugerem uma
implicacgdo critica da ativacdo de STAT53L.

Como na MF geralmente ocorre maior carga alélica de JAK2V61’F além de essa
doenca ser associada a um pior progndstico em relacdo as demais NMPs33, os
farmacos inibidores da via JAK-STAT foram desenvolvidos primeiramente para o
tratamento da MF, embora atualmente estudos clinicos estejam sendo realizados com

PV, TE e outras doencas.
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1.3. Mielofibrose (MF)

A MF é uma NMP cromossomo Philadelphia negativo, que pode ser primaria
(idiopatica) ou secundaria a PV ou a TE3* 35, Apresenta uma incidéncia de 0,5 a 1,5
casos/ 100.000 habitantes/ ano e a sobrevida varia de 3 a 10 anos®*. A maior parte
dos pacientes é diagnosticada com mais de 60 anos de idade3. E uma doenca
caracterizada por fibrose na medula éssea, hematopoese extramedular,
esplenomegalia, sobrevida diminuida e sintomas constitucionais, que incluem febre,
sudorese noturna, prurido e perda de peso.

Na MF, a proliferacdo excessiva das células da medula 6ssea (principalmente
megacariocitos) leva a liberacdo exacerbada de fatores de crescimento e citocinas.
Como consequéncia, ocorrem alteracbes no microambiente medular que incluem
alteracoes de fibroblastos, expressao alterada de moléculas de adesao e aumento de
deposicdo de componentes da matriz extracelular®’4!. Acredita-se que fatores de
crescimento como o fator plaquetario 4 (PF4), fator de crescimento derivado de
plaquetas (PDGF), fator de crescimento de fibroblasto basico (bFGF)424 e fator de
crescimento endotelial vascular (VEGF)*%46 ativem as células mesenquimais, levando
a fibrose medular, bem como as células endoteliais, contribuindo para a angiogénese.
Com o favorecimento da proliferacdo de células-tronco hematopoéticas,
mesenquimais e endoteliais, estas células sdo mobilizadas da medula 0ssea para o
sangue periférico, e entdo migram para 6rgaos como o0 baco e o figado, aonde se
instalam, proliferam e se diferenciam em células sanguineas. Esse processo resulta
em hematopoese extramedular®’.

Os sinais e sintomas mais comuns da MF s&o os sintomas constitucionais e as
consequéncias da hematopoese ineficaz. Os sintomas constitucionais ocorrem em
decorréncia da producdo anormal de citocinas*®. Hepatomegalia e esplenomegalia
sdo consideradas fundamentalmente caracteristicas da MF, e ocorrem principalmente
devido a hematopoese extramedulart’. Com a progressiva fibrose da medula éssea,
podem ocorrer citopenias, particularmente trombocitopenia e anemia, que podem
levar, respectivamente, a fendmenos trombohemorragicos e a sintomas de fadiga,
fraqueza, taquicardia e dispneia*®.

O diagnéstico da MF primaria é baseado atualmente nos critérios da OMS de
2008, e envolve a andlise de uma série de caracteristicas clinicas e laboratoriais. Ja

o diagndstico da MF secundéria (pés-PV e pds-TE) deve obedecer aos critérios do
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International Working Group for MPN Research and Treatment (IWG-MRT) (Tabela 1)
51_

A avaliacdo do prognéstico da MF pode ser realizada de acordo com o Dynamic
International Prognostic Scoring System (DIPSS) plus, um sistema de pontuacgéo que
avalia oito fatores de risco independentes (Quadro 1), e sdo utilizados para estratificar
0S pacientes nas categorias de risco em baixo (auséncia dos fatores de risco),
intermediario 1 (presenca de um fator de risco), intermediario 2 (presenca de 2 ou 3
fatores de risco) ou alto (presenca de 4 fatores de risco ou mais)>*. Cada categoria de
risco esta associada a um diferente tempo médio de sobrevida e a uma diferente

conduta de tratamento (Tabela 2).

Quadro 1. Fatores de risco para mielofibrose, segundo classificagdo DIPSS-plus

Idade superior a 65 anos

Hemoglobina < 10 g/dL

Leucécitos > 25 x 10%L

Blastos circulantes 2 1%

Presenca de sintomas constitucionais*
Presenca de cariétipo desfavoravel**
Plaquetas < 100 x 10°%/L

Necessidade de transfusao de eritrécitos

*Presenca de febre sem causa determinada, perda de peso maior que 10% em referéncia ao valor basal e suores
excessivos por periodo maior que 1 més; **Cariotipo complexo ou Unico ou 2 anormalidades dentre as seguintes:
8, —=7/79-, i(17q), inv(3), -5/59- 12p—-, ou rearranjo 11g23. DIPSS: Dynamic International Prognostic Scoring
System. Adaptado de: Tefferi (2011)*°.
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Mielofibrose primaria*

Mielofibrose pés-PV**

Mielofibrose p6s-TE**

Critérios maiores 1

Critérios menores 1

Proliferacdo megacariocitica e atipia
acompanhada de fibrose colagénica
ou reticulinea?

Nao atender os critérios da OMS para
LMC, PV, SMD ou outra neoplasia
mieloide

Demonstracdo de JAK2617F ou outro
marcador clonal OU auséncia de
evidéncia de fibrose medular reativa.

Leucoeritroblastose

Lactato desidrogenase sérica
aumentada
Anemia

Esplenomegalia palpéavel

1

Documentacéo de diagnoéstico prévio
de PV como definido pelo critério da
OMS

Fibrose medular grau 2-3 (em escala
0-3) ou grau 3-4 (escala 0-4)°

Anemia ou perda sustentada de
necessidade de flebotomia na
auséncia da terapia citorredutiva
Quadro de eritroblastose no sangue
periférico

Esplenomegalia®

Desenvolvimento de 1 ou mais
sintomas constitucionais®

Documentacédo de diagnostico prévio
de TE como definido pelo critério da
OMS

Fibrose medular grau 2-3 (em escala
0-3) ou grau 3-4 (escala 0-4)°

Anemia acompanhada de decréscimo
de pelo menos 2 g/dL na concentragcéo
de hemoglobina basal

Quadro de eritroblastose no sangue
periférico

Esplenomegalia®

Lactato desidrogenase aumentada

Desenvolvimento de 1 ou mais
sintomas constitucionais?

PV: policitemia vera; TE: trombocitemia essencial; LMC: leucemia mieloide crénica; SMD: sindrome mielodisplasica.

O diagndéstico de mielofibrose priméria, pds-PV e p6s-TE requer a presenga de todos os critérios maiores e pelo menos dois critérios menores.
*Critérios da OMS, 2008; **Critérios do IWG-MRT, 2008.
@Na auséncia de fibrose reticulinea, as alteragcBes megacariociticas devem estar acompanhadas por aumento da celularidade da medula dssea e da
proliferacéo granulocitica, além de eritropoese diminuida.
® Grau 2-3 de acordo com a classificacdo europeia®. Grau 3-4 de acordo com a classificagédo padréo®.
¢ Definida pelo aumento de pelo menos 5 cm na esplenomegalia palpével pré-existente ou pelo aparecimento de esplenomegalia palpavel recente.
4 Sintomas constitucionais: perda de peso >10% no periodo de 6 meses, suor noturno e febre n&o esclarecida (>37,5 °C).

Adaptado de: Tefferi et al. (2007)%° e Barosi et al. (2008)°.
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Tabela 2. Categorias de risco segundo a DIPSS-plus para o progndstico da

mielofibrose, média de sobrevida e conduta empregada em cada caso.

Categorias de risco Média de

segundo DIPSS-plus sobrevida Conduta empregada

Baixo 15,4 anos Observacéo ou tratamento convencional*
(sem fatores de risco)

Intermediario 1 6,5 anos Observacao ou tratamento convencional* ou
(1 fator de risco) tratamento experimental

Intermediario 2 2,9 anos Transplante alogénico de células-tronco ou
(2 ou 3 fatores de risco) tratamento experimental

Alto 1,3 anos Transplante alogénico de células-tronco ou

(= 4 fatores de risco)

tratamento experimental

*Preparagdes de andrégenos ou talidomida associada a prednisona para a anemia; hidroxicarbamida para a
esplenomegalia. DIPSS: Dynamic International Prognostic Scoring System. Fonte: Tefferi (2012)2°.

1.4. Tratamento da mielofibrose

Até recentemente, as opcOes terapéuticas para 0s pacientes com MF
consistiam do uso de agentes citorredutores como a hidroxicarbamida, esplenectomia
e irradiacdo esplénica para tratamento da esplenomegalia, e tratamento da anemia
com transfusbes, agentes estimuladores da eritropoese, androgenos e
imunomoduladores (talidomida, lenalidomida, etc.). Entretanto, tais op¢cfes sdo pouco
efetivas, e apenas paliativas, ndo envolvendo a melhora no curso clinico da doenca®.

O transplante alogénico de células tronco hematopoéticas €, atualmente, a
Unica terapia potencialmente curativa para a MF. No entanto, como a MF ocorre num
grupo muito heterogéneo de pacientes, geralmente de idade avancada, e é
frequentemente associada a comorbidades, existem dificuldades com a selecao de
candidatos ao transplante e ao regime de condicionamento do mesmo®®.

A compreensdo do papel da desregulacdo da sinalizacdo JAK-STAT na
patogénese dessa doenca levou ao desenvolvimento de farmacos tendo como alvo a
inibicdo da proteina JAK. Varios compostos diferenciando em estrutura e alvo
farmacologico estdo atualmente em diferentes fases de desenvolvimento clinico, ndo
apenas para o tratamento da mielofibrose, mas também para outras NMPs (Tabela

3).
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O ruxolitinibe (Jakafi®, Incyte, Wilmington/DE, EUA) &, até o presente momento,
0 Unico farmaco aprovado pela Food and Drug Administration (FDA), dos Estados
Unidos, e pela European Medicines Agency (EMA), da Unido Europeia, para o
tratamento da MF primaria e secundaria de risco intermediario ou alto® °¢. No ensaio
clinico COMFORT-I, 41,9% dos pacientes do grupo recebendo ruxolitinibe atingiram
o desfecho primario de reducdo de pelo menos 35% no volume do baco apds 24
semanas de tratamento, contra 0,7% do grupo placebo (P<0,001)%’. Em um segundo
estudo de fase Ill, COMFORT-II, 28,5% e 31,8% dos pacientes tratados com este
farmaco atingiram o mesmo desfecho primario apés 48 e 24 semanas,
respectivamente, comparados com 0% dos pacientes recebendo tratamento
convencional®®. Resultados similares foram obtidos em estudos com outros inibidores
de JAK. O momelotinibe (Gilead, Foster City/CA, EUA) foi capaz de reduzir o tamanho
do baco em pelo menos 50%, em 34% dos pacientes num estudo de fases I/11%°, e
31% dos pacientes com MF tratados com pacritinibe (CTI Biopharma, Seattle/WA,

EUA) apresentaram reducéo esplénica de pelo menos 35% em um estudo de fase 11.

Tabela 3. Inibidores de JAK em desenvolvimento clinico para o tratamento de

neoplasias mieloproliferativas.

Composto Nome Alvos Doenca Estagio Nome comercial
anterior (fabricante)
Ruxolitinibe INCB018424 JAK1 MF Aprovado pelo FDA e pelo EMA Jakafi® (Incyte)
JAK2 PV Fase IlI
TE Fase Il
Momelotinibe CYT387 JAK1 MF Fase Il
JAK2 PVeTE Fase Il
Pacritinibe SB1518 JAK2 MF Fase Il
FLT3
Lestaurtinibe CEP701 JAK2 MF, PV e TE Fase I/l
FLT3
Gandotinibe LY2784544 JAK2 MF Fase llI
PVeTE Fase Il
INCB039110 JAK1 MF Fase Il

MF, mielofibrose; PV, policitemia vera; TE, trombocitema essencial; FDA: Food and Drug Administration; EMA: European

Medicine Agency. Adaptado de: Meyer e Levine (2014)° e Mesa, Scherber e Geyer (2015)°*,
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Os estudos com os inibidores de JAK também tem revelado sua acéo sobre os
sintomas da MF. O estudo COMFORT-I revelou melhora em mais que 50% dos
escores dos sintomas da MF de acordo com o Myelofibrosis Symptom Assesment
Form (em uma escala de 0 a 10, onde O indica auséncia de sintomas e 10 indica
sintomas maximos) apds 24 semanas de tratamento com o ruxolitinibe, em relacéo ao
grupo placebo (45,9% vs 5,3%, P<0,001)%’. A reducédo dos sintomas também foi
observada no estudo COMFORT-II*® e nos estudos de fase I/l com o momelotinibe e
0 pacritinibe®% €,

E importante destacar que os estudos demonstram que o ruxolitinibe é capaz
de aumentar a sobrevida dos pacientes com MF, desfecho este que nenhum
tratamento anterior foi capaz de promover®’. No estudo COMFORT-I, foi observada
uma sobrevida maior dos pacientes recebendo ruxolitinibe em relacdo aos que
recebiam placebo ao final de quatro meses de tratamento (91,6% vs 84,4%, HR= 0,50,
P=0,04)>’. Dados a respeito da sobrevida de pacientes com MF tratados com outros
inibidores de JAK ainda n&o estdo disponiveis, visto que o desenvolvimento desses
farmacos é ainda bastante recente.

Sabe-se que a exposicao cronica aos inibidores de JAK leva a perda da
resposta ao farmaco in vitro, em modelos animais e em pacientes com MF®. Estudos
ja identificaram in vitro, apds exposicéo crénica ao ruxolitinibe, algumas mutacdes no
dominio quinase do gene JAK2 que conferem resisténcia ao tratamento e provocam
resisténcia cruzada a outros inibidores de JAK®Z 63 Até o presente momento, no
entanto, nenhuma dessas mutacfes foi identificada em pacientes resistentes ao
tratamento com inibidores de JAK, sugerindo que a sobrevivéncia do clone NMP, no
contexto da inibicao cronica de JAK2, independe da presenca de mutacdes em JAK2.

Foi demonstrado que linhagens celulares e granuldcitos de pacientes tratados
cronicamente com o ruxolitinibe apresentam fosforilagcdo continua de JAK2, sendo
esta relacionada a um aumento da associacdo entre JAK2 fosforilada e outros
membros da familia JAK (JAK1 e JAK3)%4. Além disso, o aumento da expresséo de
RNAmM de JAK2 e o aumento da estabilidade desta proteina contribuem para a
heterodimerizacdo entre membros da familia JAK. Entretanto, a suspenséo do uso do
inibidor de JAK leva a ressensibilizacdo a diferentes inibidores de JAK e a perda da
associacdo de JAK2 a outras JAKs®4. Experimentos com o inibidor de Hsp90 (heat
shock protein 90) também indicam um possivel papel dessa proteina na resisténcia

aos inibidores de JAK®>,
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1.5. Transportadores de membrana

Ainda se conhece muito pouco a respeito dos mecanismos envolvidos no influxo
e efluxo celular dos inibidores da via JAK-STAT, e ndo se sabe se essas a¢0es séo
mediadas por transporte ativo transmembrana, que podem representar mecanismos
importantes de resisténcia ao farmaco e de variabilidade na resposta ao tratamento.
Ao que se sabe, até o presente momento, apenas dois estudos avaliaram o papel dos
transportadores de membrana (ABCB1 e ABCG2) na farmacocinética dos inibidores
de JAK?SE: 67,

Os transportadores de membrana sao proteinas expressas nas membranas das
células que realizam o influxo ou efluxo de substancias via transporte ativo. Assim,
esses transportadores, bem como o0s genes que os codificam, sdo determinantes para
a captacao, biodisponibilidade, eficacia, toxicidade e excrecéo de diversos farmacos®®.
Diversos estudos tém encontrado associacdo entre alteracbes na funcdo desses
transportadores e resisténcia a tratamentos farmacoldgicos para as mais diversas
doencas®® 70, sobretudo neoplasias’'-"4.

As principais proteinas de membrana envolvidas no transporte de farmacos
podem ser divididas em dois grupos: os carreadores de soluto (SLC) e os de conjunto
de ligacdo ao ATP (ABC)’®. Os transportadores do tipo ABC sdo encontrados em
varios organismos vivos e responsaveis pelo efluxo de uma ampla quantidade de
diferentes moléculas, sendo que o transporte é diretamente ligado a sua atividade de
ATPase’®. Também sdo conhecidos como proteinas de resisténcia a multiplos
farmacos, devido a sua importancia na resisténcia ao tratamento farmacolégico do
cancer. Os transportadores mais relevantes nesse grupo incluem a glicoproteina-P (P-
gp), ou ABCBL1, e a proteina de resisténcia ao cancer de mama (BCRP), ou ABCG275.

Dentro do grupo de transportadores SLC, existem duas superfamilias génicas
gue codificam os principais transportadores de céation e anions organicos: a
superfamilia  SLCO, constituida pelos polipeptideos transportadores de anions
organicos (OATPs), sendo que o mais caracterizado é o transportador OATP1A2
(SLCO1A2), e a superfamilia SLC22, que engloba os transportadores de cations
organicos (OCTs), do qual o mais importante € o OCT1l (SLC22Al), e os

transportadores de anions organicos (OATs)"".
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1.5.1. P-gp (ABCB1)

A P-gp é um transportador capaz de realizar o efluxo celular de centenas de
compostos hidrofébicos anfipaticos estruturalmente ndo relacionados, utilizando a
energia da hidrélise do ATP’8. Essa proteina de 170 kDa tem um importante papel
fisiolégico na protecdo dos tecidos contra a toxicidade de xenobioticos e metabdlitos
endogenos, e também afeta a captacdo e distribuicdo de varios farmacos de
importancia clinica’™. A alteracdo da expresséo e/ou funcédo da P-gp é considerada
um mecanismo para a ocorréncia de resisténcia a multiplos farmacos®®, fendémeno
pelo qual células neoplasicas expostas a antineoplasicos exibem resisténcia cruzada
a outros compostos estrutural e funcionalmente nao relacionados®®: 82,

Embora a P-gp seja expressa na maior parte dos tecidos humanos em baixos
niveis, ela é encontrada em grandes quantidades na superficie apical das células
epiteliais do intestino delgado, do intestino grosso, dos ductos biliares e dos tubulos
proximais renais®, além das células da glandula adrenal, placenta e barreira
hematoencefalica®. A superexpresséo desse transportador tem sido associada, em
diversos estudos, a varios tipos de cancer, como leucemia mieloide aguda, tumores
da infancia, cancer de mama e outras neoplasias hematoldgicas e tumores soélidos®>
86; 87; 88'

Sabe-se que os substratos da P-gp variam em tamanho, estrutura e funcéo,
englobando desde pequenas moléculas, como céations organicos, carboidratos,
aminoacidos e alguns antibioticos, até macromoléculas, como polissacarideos e
proteinas®. E importante destacar que diversos farmacos de importancia clinica,
como antitumorais, imunossupressores e cardiovasculares, sdo substratos da P-gp®°,
e, dado o seu papel na farmacocinética de diversos compostos, variagbes na
expressdo e na funcdo desse transportador podem alterar os mecanismos de
absorcao, de distribuicao e de eliminacado, o que pode levar a variabilidade na resposta
ao tratamento®'.

A P-gp é codificada pelo gene ABCB1, anteriormente denominado MDR1 (do
inglés, multidrug resistance gene 1), localizado no cromossomo 7¢21.12%, e
composto por 27 éxons®. A regulacdo da expressdo desse gene é complexa e
influenciada por véarias vias de sinalizagdo celular e fatores externos®. Diversos
estudos ja demonstraram que polimorfismos de nucleotideo Unico (SNPs) em ABCB1

podem afetar a expressdo e a atividade funcional da P-gp® %. Em adicdo aos fatores
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genéticos, fatores ambientais, como determinadas condices patolégicas®s: 87 97-99,
uso de farmacos!® e consumo de determinados alimentos®l, também podem
influenciar a expressao e a atividade funcional desse transportador.

A capacidade que os mais diferentes tratamentos farmacolégicos tém de induzir
a expressdo e/ou atividade da P-gp ja foi evidenciada em varios estudos,
principalmente no que se refere aos agentes utilizados para o tratamento do cancer%*
107 A indugdo da P-gp é um fendmeno de relevancia clinica, pois pode levar ao
aumento do efluxo e consequente reducédo das concentragdes intracelulares de um
amplo espectro de farmacos antitumorais, prejudicando a eficacia desses
compostostos 109,

Por exemplo, em estudo realizado por nossa equipe, foi observado que
individuos com LMC incapazes de atingir a resposta molecular maior ao mesilato de
imatinibe, inibidor da tirosinoquinase Bcr-Abl, apresentavam maior atividade de efluxo
mediada pela P-gp em leucécitos mononucleares, quando comparados aos individuos
que atingiram a resposta molecular maior**. Além disso, em um estudo com pacientes
com LMA submetidos a quimioterapia com daunomicina e citarabina, foi observada
uma correlacao inversa entre a taxa de remisséo completa e a expressao da P-gp em
blastos leucémicos, bem como entre a atividade de efluxo desse transportador e a

taxa de remissdo completatt.

1.5.2. BCRP (ABCG2)

O gene ABCG2 esta localizado no cromossomo 4q.22, e consiste de 16 exons e
15 introns. Esse gene foi clonado pela primeira vez por Doyle et al. (1998)1'?, a partir
de uma linhagem de carcinoma de mama resistente a multiplos farmacos; por isso, o
produto génico de ABCG2 é também denominado BCRP (do inglés, breast cancer
resistance protein). Esse transportador possui um peso molecular de 72 kDa'®3, e é
mediador de resisténcia a multiplos farmacos em varios tipos de cancer, como os de
mama, célon, estbmago, pulméo, ovario e melanomas'4-116,

A proteina BCRP é amplamente expressa nos sinciciotrofoblastos placentarios,
na membrana apical do intestino delgado, no epitélio do célon, na membrana
canalicular do hepatdcito e na superficie laminar do endotélio dos vasos que compdem

a barreira hematoencefalical'? 117119 Sya ampla distribuicdo sugere que este
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transportador é importante na protecdo do feto e do adulto contra toxinas e
xenobidticos’®.

A expressao de ABCG2 é regulada por componentes enddgenos, como
horménios esteroides!?%12?2, e tanto a expressdo como a atividade transportadora
dessa proteina podem ser afetadas pelo tratamento com diversos farmacos?3-12¢,
Dado seu papel na protecdo celular contra toxinas e xenobi6ticos, o aumento da
expressao e/ou atividade de efluxo de BCRP pode limitar o acimulo intracelular de
diversos compostos, como demonstrado em estudos com diversos farmacos de
importancia clinica?”: 127128 Essa proteina foi reconhecida pelo FDA como um dos
transportadores chave envolvidos na disposicdo de farmacos de importancia clinica,
bem como nas interacdes medicamentosas'?®, podendo afetar a resposta a diversos
tratamentos farmacologicos.

Ja foi demonstrado, por exemplo, que variagdes na expresséo de BCRP foram
capazes de modificar os efeitos antitumorais, bem como a absorcéo e distribuicdo do
gefitinibe, inibidor da tirosinoquinase EGFR utilizado no tratamento de carcinoma de
pulmao®®®. Em pacientes com LMA, foi observada associagdo entre a alta expressdo
de RNAmM de ABCG2 e menor taxa de remissdo completa e/ou menor sobrevida apos
terapia de inducdo com citarabina e tioguanida ou etoposideo!3'3*, Em estudo
realizado por nosso grupo de pesquisa, maior expressdo de RNAmM desse
transportador de efluxo foi encontrada em pacientes com LMC né&o respondedores ao
mesilato de imatinibe’®. Outro estudo que incluiu pacientes com essa doenca
evidenciou maior expressao de RNAm de ABCG2 em pacientes com menor sobrevida

livre de progressédo apos o tratamento com dasatinibe?4,

1.5.3. OCT1 (SLC22A1)

O gene SLC22A1, que codifica para o transportador OCT1, € localizado no
cromossomo 6926, e compreende 11 éxons e 10 introns'*%-138, Esse transportador é
primariamente expresso na membrana basolateral de hepatécitos'®* 140 o que leva a
acreditar que essa proteina tem um papel importante no metabolismo e excrecéo,
mediados pelo figado, de xenobidticos e substancias endégenas®. Como o OCT1
pode mediar ndo apenas a captacdo, mas também o efluxo de substratos, esse
transportador também pode estar envolvido na liberacdo de cations organicos do

hepatdécito para o sangue!. Esse transportador é expresso ainda nos colangiécitos e
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na membrana apical das células epiteliais dos tubulos proximal e distal do néfron!4%:
142,143 'bem como na membrana basolateral dos enterécitos, o que indica que o OCT1,
em conjunto com os transportadores da membrana apical, € responsavel pela
secrecdo de cations organicos em direcdo ao limen intestinal4!.

Os mecanismos pelos quais a expresséo e a funcdo de OCT1 séo regulados sao
importantes, uma vez que podem alterar a disposi¢ao de varios substratos endégenos
ou farmacos!#4. Fatores genéticos e epigenéticos contribuem para a variabilidade na
expressdo desse transportador'4?, e determinadas condicdes patoldgicas, como a
colestase!*?, e a exposicao a diferentes farmacos!#* podem interferir na expressao de
OCTL1. Alémdisso, ja foi descrito que tumores primarios de células epiteliais do figado,
como hepatocarcinoma celular, colangiocarcinoma e hepatoblastoma, apresentam
uma expresséao reduzida de OCT14°,

Diversos estudos ja associaram a expressao alterada de OCT1 com variacdes
na resposta ao tratamento e pior prognostico para diversos tipos de neoplasias. Por
exemplo, células derivadas de linfomas que apresentavam expressédo de OCT1 eram
mais suscetiveis aos efeitos citotoxicos de irinotecam e paclitaxel do que controles
OCT1-negativos'*¢. A expressdo reduzida de OCT1 em tumores de figado foi
associada ao estagio avancado do tumor e a piores prognésticos'#3 147, Nosso grupo
de pesquisa demonstrou que pacientes com LMC que atingiram a resposta molecular
maior ao mesilato de imatinibe apresentaram maior expressdo de RNAmM de
SLC22A1*%, Esse transportador de membrana apresenta um valor preditivo para a

resposta molecular a esse farmaco48.

1.5.4. OATP1A2 (SLCO1A2)

O gene SLCO1AZ2 esta localizado no cromossomo 12pl12, e é composto de 16
exons e 15 introns. O produto codificado por esse gene é o OATP1A2, uma
glicoproteina de 670 aminoacidos, que, assim como 0s demais membros da familia
OATP, esta envolvido na captacdo de compostos substratos para o interior da
célula®®,

A expressdo da proteina OATP1A2 ja foi confirmada na barreira
hematoencefalica®® ! na membrana apical dos néfrons distais'®* e enterécitos
(estudos sugerem que esse transportador pode facilitar a entrada de compostos

substratos na circulagdo através da parede duodenal)'®?, e na membrana apical dos
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colangiécitos, células que formam o epitélio dos ductos biliares!®!. Andlises de
Northern Blot foram capazes de detectar as mais altas expressdoes de RNAm de
SLCO1A2 no cérebro, seguido do rim, figado, pulméo, testiculos e placental®? %4,

Essa proteina é capaz de transportar substratos enddégenos como &cidos
biliares, hormdnios tireoidianos e esteroides e seus conjugados®+*%’, bem como um
amplo espectro de farmacos'®®. A expressdo e/ou a atividade transportadora de
OATP1A2 pode ser modulada pelo tratamento com diversos farmacos!®®163,
Curiosamente, a atividade desse transportador pode ser inibida pelo consumo dos
flavonoides naringina e hesperidina, presentes no suco de grapefruit e laranja,
respectivamente®4 165 E importante compreender os fatores que podem influenciar a
expressao e/ou atividade de OATP1A2, uma vez que também poderiam influenciar a
resposta ao tratamento farmacolégico com compostos que sejam substratos desse
transportador.

Varios estudos ja demonstraram a influéncia de OATP1A2 sobre a
farmacocinética de diversos farmacos com efeito antitumoral. Em estudo de
Yamakawa et al. (2011), foi observada maior captacdo de imatinibe por células
HEK?293 transfectadas com o gene SLCO1A2, quando comparado a seus controles®®.
Camundongos transgénicos para SLCO1A2 humano submetidos a administracdo de
metotrexato apresentaram menores concentragbes deste farmaco no plasma, e
maiores no figado e intestino delgado, quando comparados a camundongos knockout
(Slcola/lb”), indicando um importante papel desse transportador na distribuicdo do
metotrexato para os tecidos!®’. Em outro estudo semelhante, foi observada maior
razao entre as concentracdes de docetaxel no figado e no plasma de camundongos

transgénicos para SLCO1A2 humano do que em animais knockout para esse gene?®®,

2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Avaliar o efeito de um inibidor comercial da via JAK-STAT na expressao génica
dos transportadores de membrana ABCB1l, ABCG2, SLC22A1 e SLCO1lA2 em

diversas linhagens celulares.
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2.2. Objetivos especificos

e Determinar se existe diferenca na expressdo de RNAm dos transportadores
ABCB1, ABCG2, SLC22A1 e SLCO1A2 em células HepG2 (modelo hepatico)
e Caco-2 (modelo intestinal), e em células JAK2V6"F positivas HEL92.1.7
guando tratadas com diferentes concentragbes de inibidor comercial da via
JAK-STAT;

e Avaliar se existe diferenca na expresséao dos transportadores de efluxo ABCB1
e ABCG2 por citometria de fluxo em células HepG2, Caco-2 e HEL92.1.7,
guando tratadas com diferentes concentragbes de inibidor comercial da via
JAK-STAT.

3. MATERIAL E METODOS

3.1. Cultivo celular

Células HepG2 e Caco-2 foram cultivadas e mantidas em meio DMEM (pH 7,4)
suplementado com 10% de soro fetal bovino, glutamina 2 mM, bicarbonato de sodio
44 mM, estreptomicina 10.000 U/mL e penicilina 10.000 U/mL. As células foram
mantidas a 37°C em estufa umidificada com atmosfera de 5% de CO>. O meio foi
trocado duas vezes por semana e as células tripsinizadas (solucéo de tripsina 0,2% e
versene 0,02%) e subcultivadas uma vez por semana.

Culturas celulares do tipo Caco-2 (adenocarcinoma colorretal humano) tém sido
o modelo in vitro mais extensivamente caracterizado e utilizado para avaliar a
permeabilidade e absorcdo de farmacos!®®. Essas células mantém muitas das
propriedades morfoldgicas e funcionais do epitélio intestinal humano in vivol’®, além
de expressarem uma série de transportadores de efluxo e influxo!’t 172, Células
HepG2 (hepatoma humano) também tem sido utilizadas para avaliar a expressao de
transportadores de efluxo pelo fato dessa linhagem conservar as propriedades dos
hepatocitos e o figado ter um papel vital na biotransformacdo e eliminacdo de
compostos endbégenos e exdgenost’s. Assim como nas células Caco-2, as células
HepG2 também expressam um amplo espectro de transportadores de membrana®’
176_
A linhagem celular HEL92.1.7 (eritroleucemia humana)*’” foi cultivada em meio

RPMI 1640 (pH 7,4) suplementado com 10% de soro fetal bovino, glutamina 2 mM,
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bicarbonato de sodio 44 mM, HEPES 10 mM, estreptomicina 10.000 U/mL e penicilina
10.000 U/mL. Para as células HEL92.1.7, o meio foi também suplementado com
piruvato de sédio 1 mM. As células foram mantidas a 37°C em estufa umidificada com
atmosfera de 5% de CO.. O meio foi trocado duas vezes por semana e as células

subcultivadas uma vez por semana.

3.2. Tratamento das células com inibidor comercial da via JAK-STAT

As células foram cultivadas na auséncia e presenca de JAK Inhibitor |
(Merck/Calbiochem®, Darmstadt, Germany), um potente inibidor de JAKs através da
competicao pelo sitio de ligagdo ao ATP; apresenta atividade inibitéria potente sobre
JAK1 (ICso = 15 nM para JAK1 murina), JAK2 (ICs0 = 1 nM), JAK3 (Ki =5 nM), e TYK2
(ICs0 = 1 nM). Dados sugerem que o JAK Inhibitor I inibe a via JAK-STAT (verificada
pelainibicdo da fosforilagdo de STATS5, AKT e ERK) de linhagens celulares portadoras
da mutacdo JAK2V81’F mas ndo de células sem a mutagdo’®.

O inibidor foi diluido em DMSO e utilizado para o tratamento das células. Para
todos os experimentos do presente estudo, considerou-se como controles as
amostras das células incubadas apenas com o veiculo (DMSOQO). A concentracao de
DMSO final no meio de cultura nunca excedeu 0,5%.

No caso das células HepG2 e Caco-2, foram utilizadas concentragfes de 0,25
a 4,00 uM, por um periodo de 24 horas; a seguir, as células foram submetidas a en-
saios de viabilidade celular e fragmentacdo do DNA. Para as células HEL92.1.7, foi
utilizada a concentracdo de 1,00 uM de JAK Inhibitor I por um periodo de 24 horas
para tratamento das células. Estas condi¢cdes foram padronizadas pelo grupo da
Profa. Dra. Fabiola Attié de Castro, do Laboratorio de Hematologia da Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto — USP; tal padronizacdo baseou-se na

verificacdo da inibicdo da fosforilacdo de STATS5 por Western Blot (Figura 3).
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Figura 3. Detecgcdo de STATS fosforilada (P-STAT5) nas células HEL92.1.7tratadas
com 1,00 uM de JAK Inhibitor | por 24h (311 1 uM 24h) e controles (DMSO).

Observou-se a inibicdo da fosforilacdo de STAT5 em ambas linhagens apdés tratamento com JAK
Inhibitor | 1,00 uM por 24h em relacé@o aos controles (DMSO). STATS5 e actina utilizados como controle

da quantidade de proteina aplicada. JII: JAK Inhibitor I.

3.3. Ensaios de viabilidade celular e fragmentacdo do DNA

Uma suspenséo de 0,5 a 1 x 10° células foi utilizada para avaliar a porcentagem
de células viaveis apoés tratamento com diversas concentra¢des do JAK Inhibitor | por
24 horas. As células foram incubadas com uma solucdo de iodeto de propidio (PI)
(100 pg/mL de Pl em tampao fosfato salino - PBS) por, no maximo, 5 minutos e
avaliadas por citometria de fluxo. O Pl € um composto fluorescente altamente soluvel
em agua que se liga diretamente ao DNA intercalando-se entre as bases nitroge-
nadas, com pouca ou nenhuma preferéncia por alguma sequéncia especifica, no
entanto, ndo consegue ultrapassar membranas intactas, sendo, portanto, excluido de
células viaveis. A perda da integridade de membrana é determinada quando a
fluorescéncia emitida pelo Pl aumenta, ja que este composto ndo passa pelas
membranas intactas.

A quantificacdo de DNA fragmentado foi realizada de acordo com metodologia
proposta por Nicoletti et al. (1991)7°. Brevemente, cerca de 0,5 a 1 x 10° células foram
ressuspensas em 300 yL de tampéao de lise (0,1% de citrato de sddio e 0,1% de Triton
X-100) contendo 50 uyg/mL de PI e incubadas no escuro a 4 °C overnight e, em
seguida, utilizadas para a analise de fragmentacdo do DNA por citometria de fluxo. O
Pl liga-se as bases nitrogenadas e a fragmentacao é observada pelo aparecimento de

particulas pouco fluorescentes, evidenciando que o DNA foi clivado. Devido a alta
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condensacao e pequeno tamanho de fragmentos deste, o Pl ndo consegue ligar-se
eficientemente as bases.

As células foram analisadas em um citdmetro de fluxo FACScalibur (Becton
Dickinson, CA, EUA), utilizando o software Cell Quest (Becton Dickinson, CA, EUA).
Como o Pl emite fluorescéncia na faixa da cor laranja, a fluorescéncia foi determinada

atraveés do filtro FL2 (620 nm). Para cada teste, dez mil eventos foram avaliados.

3.4. Expressao de RNAm dos transportadores

3.4.1. Extracdo e avaliacdo do RNA total e sintese do DNA complementar
(cDNA)

Cerca de 1 a 3 x 106 células de cada linhagem foram utilizadas para a extracéo
do RNA total. As células foram lisadas com 1 mL do reagente de TRIzol® (Invitrogen
— Life Technologies, Carlsbad/CA, EUA), de acordo com o protocolo do fabricante. A
integridade do RNA obtido foi avaliada por eletroforese em gel de agarose a 1% co-
rado com GelRed™ (Biotium, Hayward/CA, EUA) e visualizado sob luz UV. Foram
consideradas integras as amostras com as bandas correspondentes as subunidades
28S e 18S do RNA ribossémico visiveis no gel de agarose. A concentracdo do RNA
foi determinada por espectrofotometria a 260 nm, e a pureza pela razao Azeonm/A280nm,
utilizando o espectrofotébmetro Nanodrop® ND-1000 (Nanodrop Technologies, Wil-
mington/DE, EUA).

A sintese do DNA complementar (cDNA) foi realizada por reacéo da transcrip-
tase reversa, seguida de reacdo em cadeia da polimerase (RT-PCR). O ensaio foi feito
com o kit High Capacity RNA-to-cDNA™ Master Mix (Applied Biosystems, Foster
City/CA, EUA), a partir de 1000 ng de RNA total.

3.4.2. Escolha do gene de referéncia

A andlise da expressdo de RNAm foi realizada pelo método de quantificacao
relativa, utilizando genes de referéncia como controles endégenos. Para as células
HepG2 e Caco-2, seis genes candidatos foram testados (Tabela 4) com o objetivo de
avaliar quais deles sdo mais estaveis em relacao ao tratamento com o JAK Inhibitor I.
A expressdo de RNAmM desses genes foi avaliada em amostras obtidas de células

tratadas com diversas concentragdes de JAK Inhibitor |, e os dados foram analisados
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pelo programa gbasePLUS, versao 2.4 (Biogazelle, Zwijnaarde, Bélgica), baseado no
geNorm™18 Para as células HEL92.1.7, foram utilizadas as expressdes dos genes
da gliceraldeido-3-fosfato-desidrogenase (GAPDH) e beta-actina (ACTB) como
controles endégenos, conforme descrito por Tognon-Ribeiro (2011)82,

As reacoes de amplificagdo foram realizadas no equipamento ABI 7500 Fast
(Applied Biosystems, Foster City/CA, EUA), utilizando os ensaios Tagman® Gene Ex-
pression Assays (Applied Biosystems, Foster City/CA, EUA) descritos na Tabela 4.

A amplificacdo foi avaliada por monitoracdo continua de fluorescéncia®,

Tabela 4. Caracteristicas dos ensaios Tagman® utilizados para avaliagdo da

expressdo dos genes candidatos pela técnica de PCR em tempo real.

Gene Espécie Ident_idade do Tama_lr!ho do fragmento
ensaio amplificado (pb)

ACTB Homo sapiens Hs01060665_g1 63

B2M Homo sapiens Hs00984230_m1 81

GAPDH Homo sapiens Hs00266705 g1 74

HMBS Homo sapiens Hs00609293 g1 62

HPRT1 Homo sapiens Hs02800695 m1 82

uBC Homo sapiens Hs02800695 m1 135

ACTB, beta-actina; B2M, beta-2-microglobulina; GAPDH, gliceraldeido-3-fosfato-desidrogenase; HMBS,
hidroximetilbilano sintase; HPRT1, hipoxantina fosforibosiltransferase 1; UBC, ubiquitina C; pb, pares de bases.

3.4.3. Determinacdo da expressdo de RNAmM dos genes ABCB1l, ABCG2,
SLC22A1 e SLCO1A2

As expressdoes de RNAm dos genes ABCB1, ABCG2, SLC22A1 e SLCO1A2
foram avaliadas por PCR em tempo real utilizando o sistema Tagman® (Applied
Biosystems, Foster City/CA, EUA). As reacdes foram realizadas no equipamento ABI
7500 Fast (Applied Biosystems, Foster City/CA, EUA) utilizando os ensaios Tagman®
Gene Expression Assays (Applied Biosystems, Foster City/CA, EUA) descritos na
Tabela 5.
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Tabela 5. Caracteristicas dos ensaios Tagman® utilizados para avaliagdo da

expressdo dos genes em estudo pela técnica de PCR em tempo real.

- Identidade do Tamanho do fragmento
Gene Espécie . e
ensaio amplificado (pb)
ABCB1 Homo sapiens Hs00184500_m1 67
ABCG2 Homo sapiens Hs01053790_m1 83
SLC22A1 Homo sapiens Hs00427552_m1 79
SLCO1A2 Homo sapiens Hs00366488_m1 72

pb, pares de bases.

Os valores quantitativos da expressao dos genes foram obtidos pelos valores
do Cycle Threshold (Ct) ou limiar da amplificacdo, que se caracteriza pelo inicio da
amplificacdo do produto de PCR. Para a quantificacdo da expresséo génica foi utili-

zado o método de quantificacéo relativa'®, de acordo com a seguinte formula:

Expresséo= 2-44C;
onde: AACt = ACt amostra tratada = ACT amostra controle

€ ACt = Cr gene de interesse = CT gene de referéncia

Como controle de qualidade, todas as reacdes foram realizadas em duplicata e
para cada placa de reacdo foram realizados controles sem amostra (controle negativo)

para avaliar possiveis contaminacdes dos reagentes com produtos de PCR.

3.5. Expressdo dos transportadores de membrana de efluxo ABCB1 e ABCG2

por citometria de fluxo

Uma aliquota de 5 x 10° células foi utilizada para os ensaios de citometria de
fluxo. As células foram lavadas com 1 mL de PBS e fixadas com 500 pL de formaldeido
3,7% em PBS, por 15 min, em banho de gelo. Ap6s lavagem novamente com PBS,
adicionou-se 100 pL do anticorpo primario correspondente a proteina em estudo dilu-
ido em PBS. As amostras foram incubadas por 40 min em banho de gelo e protegidas

da luz. A seguir, as células foram lavadas por duas vezes com PBS e, entdo, foram
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adicionados 100 pL da solugéo de anticorpo de cabra anti-lgG de camundongo (anti-
corpo secundario) conjugado com isotiocianato de fluoresceina (FITC). As amostras
foram novamente incubadas por 40 min em banho de gelo e protegidas da luz. Os
anticorpos utilizados neste ensaio estdo listados na Tabela 6. Como controles
negativos, foram utilizadas células incubadas apenas com o anticorpo secundario.

A leitura foi realizada em equipamento FACSCanto Il (Becton Dickinson, CA,
EUA), e a analise foi feita utilizando os softwares FACSDiva versdo 6.1.3 (Becton
Dickinson, CA, EUA) e FlowJo (Tree Star, Ashland/OR, EUA). A intensidade de fluo-
rescéncia foi avaliada no comprimento de onda de 585 nm, que detecta fluorescéncia
verde (FITC/17F9).

Tabela 6. Caracteristicas dos anticorpos utilizados no ensaio de deteccdo dos

transportadores de membrana por citometria de fluxo.

Anticorpo N°. de catdlogo (Empresa) Origem
Anti-glicoproteina-P humana 557001 (BD Pharmingen™) Monoclonal de
camundongo
Anti-ABCG2 humano, 5D3 sc-18841 (Santa Cruz Monoclonal de
Biotechnology®) camundongo
Anti-lgG de camundongo — FITC sc-2010 (Santa Cruz Policlonal de cabra
Biotechnology®)

BD Pharmigen™, Becton Dickinson, CA, EUA; Santa Cruz Biotechnology®, Dallas/TX, EUA.

3.6. Analises estatisticas

Os dados obtidos foram analisados no software GraphPad PRISM® 5 for Win-
dows (GraphPad Software, La Jolla/CA, EUA). Para cada linhagem celular, as compa-
racdes entre os grupos tratados com diferentes concentracées do JAK Inhibitor | foram
realizadas usando o teste de Kruskal-Wallis e/ou o teste de Mann-Whitney. O nivel de

significancia adotado foi P<0,05.
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4. RESULTADOS

4.1. Determinacédo da concentragcdo ideal do inibidor da via JAK-STAT (JAK
Inhibitor I) para o tratamento das diferentes linhagens celulares (teste de
viabilidade celular e fragmentacdo do DNA)

A. HepG2

O tratamento com o JAK Inhibitor | nas concentracdes entre 0,25 a 4,00 uM,
pelo periodo de 24 horas, ndo afetou a viabilidade das células HepG2. A Figura 4
apresenta os histogramas obtidos para as células controle (0 uM) e tratadas com 4,00
UM. E possivel observar que ndo houve perda da integridade de membrana com
nenhum dos grupos (células controle e tratadas com diferentes concentracbes do
inibidor) no periodo de 24 horas (P= 0,397) (Figura 5(A)), mostrando que essas

condicBes sao adequadas para 0s experimentos a serem realizados.

o veic 019 - 4.016
2 :
(A) ~ Fl s eic 3 c (B) 8 .Ef__—_-
3 File: 4.016
» Marker % Total »- 2
§ n o § farkar -
3 All 100.00 3 Marker % Total
2 M2 0.24 2 Al 100.00
= M1 99.68 :‘4 311
& 5.0

Figura 4. Analise de viabilidade celular de HepG2 apds tratamento com o inibidor da
via JAK/STAT (JAK Inhibitor 1).

(A) Histograma das células incubadas com o veiculo; (B) Histograma das células tratadas com 4,00 uM
do inibidor de JAK. A andlise foi realizada ap6s 24 horas de tratamento. A regido M1 representa a baixa
fluorescéncia emitida pelas células com a membrana integra (viaveis) enquanto a regido M2 representa

a alta fluorescéncia emitida pelas células com perda da integridade de membrana (inviaveis).

N&o houve diferencas em relacdo a quantidade de DNA fragmentado entre as
células HepG2 tratadas nas diversas concentracdes do JAK Inhibitor 1 (0,25 a 4,00
UM) pelo periodo de 24 horas em relacdo ao controle (P= 0,345) (Figura 6(B)),
demonstrando que essas condicfes sdo adequadas aos experimentos a serem

realizados.
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Figura 5. Efeito do inibidor da via JAK/STAT (JAK Inhibitor I) sobre a viabilidade (A) e
a fragmentacdo do DNA (B) das células HepG2.

A comparacdo dos grupos de tratamento foi feita pelo teste de Kruskal-Wallis. A concentracdo 0 uM

representa as amostras controle (incubadas com o veiculo).

B. Caco-2

Em relacéo as células Caco-2, foi possivel observar que a porcentagem de cé-
lulas viaveis foi diferente antes e apds o tratamento com JAK Inhibitor | por 24 horas
(P< 0,001). Nao foi observada perda de viabilidade nas células tratadas com 0,25 a
1,00 uM. Entretanto, nas concentracdes de 2,00 e 4,00 uM, foi encontrada uma
significativa perda da viabilidade em relacdo ao controle (0 uM) (Figura 6(A)), o que
demonstra que essas duas concentracdes sao inadequadas para 0s experimentos a
serem realizados.

Ja os dados dos ensaios de fragmentacdo do DNA mostram que o tratamento
nao interferiu na integridade do DNA das células Caco-2 (P=0,698) (Figura 6(B)).
Portanto, as condi¢cdes de tratamento utilizadas para as células Caco-2 foram:

concentracfes do JAK Inhibitor | de 0 a 1,00 uM por um periodo de 24 horas.
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Figura 6. Efeito do inibidor da via JAK/STAT (JAK Inhibitor I) sobre a viabilidade (A) e

a fragmentacdo do DNA (B) das células Caco-2.
A comparacgdo das medianas dos seis grupos de tratamento com inibidor foi feita utilizando o teste de
Kruskal-Wallis; quando significativo, foi realizado o teste de multiplas comparacGes de Dunn. Letras

diferentes representam diferencas significantes entre os grupos.

C. HEL92.1.7

Para essa linhagem, a determinacdo da concentracdo do JAK Inhibitor |
adequada foi padronizada de acordo com a capacidade de inibicdo da via JAK-STAT
verificada pela fosforilacdo de STAT5 por Western Blot, como anteriormente descrito
no item 3.2. Assim, a melhor condicdo de tratamento para inibir a via JAK-STAT em

células HEL92.1.7 foi o uso de 1,00 uM do inibidor pelo periodo de 24 horas.

4.2. Efeitos do JAK Inhibitor | sobre a expressdo de RNAm de ABCB1, ABCG2,
SLC22A1 e SLCO1AZ2.

4.2.1. Escolha dos genes enddgenos

De acordo com analise do software gbasePLUS, o gene considerado com me-
nor estabilidade de expresséo (maior valor de M) para as amostras obtidas de HepG2
foi o UBC (M= 0,523); os genes com estabilidade intermediaria foram GAPDH (M=
0,388), B2M (M=0,375) e HMBS (M= 0,363); e 0s genes com maior estabilidade foram
ACTB (M= 0,313) e HPRT1 (M= 0,312) (Figura 7(A)). Assim, foram selecionados os
genes ACTB e HPRT1 como controles enddgenos para as amostras de HepG2.

Para a linhagem Caco-2, o gene com menor estabilidade de expresséao foi 0
HMBS (M= 0,516); os genes com estabilidade intermediaria foram ACTB (M= 0,447),
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HPRT1 (M= 0,381) e UBC (M= 0,318); e 0s genes com maior estabilidade foram
GAPDH (M= 0,287) e B2M (M= 0,264) (Figura 7(B)). Portanto, para essa linhagem,
0s genes selecionados como controles enddgenos foram GAPDH e B2M.
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Figura 7. Valores de estabilidade de expressdo média (M) para os genes candidatos
nos ensaios com células (A) HepG2 e (B) Caco-2.

ACTB, beta-actina; B2M, beta-2-microglobulina; GAPDH, gliceraldeido-3-fosfato-desidrogenase;
HMBS, hidroximetilbilano sintase; HPRT1, hipoxantina fosforibosiltransferase 1; UBC, ubiquitina C.

Conforme citado anteriormente (item 3.4.2.), os genes enddgenos escolhidos
para avaliar a expressdo de RNAmM em células HEL92.1.7 foram selecionados de
acordo com o descrito por Tognon-Ribeiro (2011)8!. Portanto, para essas linhagens

os controles endégenos utilizados foram GAPDH e ACTB.
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4.2.2. Expressao de RNAmM dos genes ABCB1, ABCG2, SLC22A1 e SLCO1A2
apoés tratamento com inibidor da via JAK-STAT (JAK Inhibitor I)

A. HepG2

A expressdo de RNAm de ABCBL1 encontrada nas células HepG2 apos o
tratamento com o JAK Inhibitor | na concentragéo de 4,00 uM por 24h foi 2,3 vezes
maior do que nos controles (0 uM). N&ao foram observadas diferengcas na expressao
de RNAmM de ABCB1 com o uso de concentra¢gdes de 0,25 a 2,00 uM do inibidor de
JAK (Figura 8(A)).

O tratamento com o JAK Inhibitor | ndo alterou a expressdo de RNAm de
ABCG2 e SLC22A1 nas células HepG2, nas condicdes utilizadas (0,25 uM a 4,00 uM
por 24h) (Figura 8(B) e (C)). Nao foi detectada a expressdo de RNAm de SLCO1A2,
tanto nas células submetidas ao tratamento com o JAK Inhibitor | como nas células

controle.

B. Caco-2

N&o foi observada diferenca na expressdo de RNAm dos transportadores de
efluxo ABCB1 e ABCG2 nas células Caco-2 com o tratamento com o JAK Inhibitor |
nas condicoes utilizadas (Figura 9(A) e (B)). De forma semelhante, o tratamento com
o inibidor da via JAK-STAT néo alterou a expressdao de RNAm dos genes dos
transportadores SLC22A1 e SLCO1A2 (Figura 9(C) e (D)).
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Figura 8. Expressdo de RNAmM dos transportadores (A) ABCB1, (B) ABCG2 e (C)
SLC22A1, em células HepG2 tratadas com o inibidor da via JAK/STAT (JAK Inhibitor

).

A concentracdo 0 pM corresponde as amostras controle, incubadas com o veiculo (DMSO). A
comparacao dos seis grupos foi feita pelo Teste de Kruskal-Wallis; quando significativo, foi realizado o
teste de multiplas comparac¢fes de Dunn. Letras diferentes representam diferencas significantes entre
0S grupos.
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Figura 9. Expressdo de RNAm dos transportadores (A) ABCB1, (B) ABCG2, (C)
SLC22A1 e (D) SLCO1A2 em células Caco-2 ap0s tratamento com o inibidor da via
JAK/STAT (JAK Inhibitor I).

A comparac¢éo dos quatro grupos de tratamento com o inibidor foi feita pelo teste de Kruskal-Wallis. A

concentracdo 0 UM corresponde as amostras controle, incubadas com o veiculo (DMSO).

C. HEL92.1.7
A expressdo de RNAm dos genes ABCB1, ABCG2 e SLC22A1 nao foi alterada
com o tratamento com JAK Inhibitor | nas células HEL92.1.7 (Figura 10). A expresséao
de RNAmM de SLCO1A2 nao foi detectada nessa linhagem.
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Figura 10. Expressdo de RNAm dos transportadores (A) ABCB1, (B) ABCG2 e (C)
SLC22A1, em células HEL92.1.7 apds tratamento com o inibidor da via JAK/STAT
(JAK Inhibitor I).

A concentracdo 0 pM corresponde as amostras controle, incubadas com o veiculo (DMSO). A

comparacao dos grupos foi feita pelo Teste de Mann-Whitney.

4.3. Efeitos do JAK Inhibitor | sobre a expressédo dos transportadores de efluxo
ABCB1 e ABCG2 por citometria de fluxo

A. HepG2

N&o foi observada diferenca na expresséo proteica dos transportadores de
efluxo ABCB1 e ABCG2 nas células HepG2 com o tratamento com o JAK Inhibitor |

nas condic¢des utilizadas, conforme demonstrado na Figura 11.
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Figura 11. Expressdo dos transportadores (A) ABCB1 e (B) ABCG2 em células
HepG2 apods tratamento com o inibidor da via JAK/STAT (JAK Inhibitor I).

A concentracdo 0 puM corresponde as amostras controle, incubadas com o veiculo (DMSO). A
comparacao dos seis grupos foi feita pelo Teste de Kruskal-Wallis.

B. Caco-2

O tratamento com o JAK Inhibitor | ndo alterou a expressao proteica de ABCB1
e ABCG2 nas células Caco-2, nas condicdes utilizadas (0,25 uM a 1,00 uM por 24h)
(Figura 12).
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Figura 12. Expresséao dos transportadores (A) ABCB1 e (B) ABCG2 em células Caco-
2 ap0s tratamento com o inibidor da via JAK/STAT (JAK Inhibitor I).

A concentragcdo 0 pM corresponde as amostras controle, incubadas com o veiculo (DMSO). A

comparacao dos seis grupos foi feita pelo Teste de Kruskal-Wallis.
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C. HEL92.1.7

A expressao proteica dos transportadores ABCB1 e ABCG2 néo foi alterada
com o tratamento com 1,00 uM do inibidor da via JAK/STAT (JAK Inhibitor I) por 24h
(Figura 13).
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Figura 13. Expressédo dos transportadores (A) ABCB1 e (B) ABCG2 em células
HEL92.1.7 apds tratamento com o inibidor da via JAK/STAT (JAK Inhibitor I).

A concentracdo 0 pM corresponde as amostras controle, incubadas com o veiculo (DMSO). A

comparacao dos grupos foi feita pelo Teste de Mann-Whitney.

5. DISCUSSAO

Embora a descoberta da mutacdo JAK2V6'’F tenha sido importante para a
compreensao da fisiopatologia da MF, bem como das demais NMPs BCR-ABL1
negativas, sabe-se que a desregulacdo da via de sinalizacdo JAK-STAT é uma
caracteristica marcante nessas doencas, independentemente do estado mutacional
de JAK218, Diversos farmacos tendo como alvo a inibi¢do da via JAK-STAT tém sido
desenvolvidos para o tratamento da MF, e tem demonstrado efeitos benéficos sobre
a esplenomegalia, sintomas e sobrevida dos pacientes com essa doenc¢a>’-%°,

O estudo da farmacocinética dos medicamentos é importante, uma vez que ela
determina a manutencdo de concentracbes adequadas do farmaco ao alvo
farmacolégico e, consequentemente, a resposta ao tratamento. Nesse contexto, 0s
transportadores de membrana tém um papel fundamental, uma vez que realizam o

efluxo e/lou a captagcdo de substdncias enddgenas e xenobidticos através da



53

membrana da célula, podendo, assim, modular a absor¢éo, distribuicdo e eliminacéo
de farmacos substratos®®.

O papel dos transportadores de membrana na farmacocinética dos inibidores
de JAK é pouco discutido na literatura, uma vez que o desenvolvimento desses
farmacos é relativamente recente. Dados in vitro sugerem que o ruxolitinibe ndo é
substrato da P-gp®®. Entretanto, ja foi demonstrado que o momelotinibe é transportado
eficientemente pela P-gp e pela BCRP®’, sugerindo que alteragcées na expresséo e/ou
atividade desses transportadores poderiam influenciar a farmacocinética desses
farmacos e possivelmente interferir na resposta farmacoldgica ao tratamento.

Nos hepatdcitos humanos, a P-gp (ABCB1) esta localizada na membrana
canalicular, que representa o polo excretério desse tipo celular'®. Devido a sua
localizacdo, atribui-se a P-gp o papel de realizar a eliminacdo biliar de diversos
farmacos e outras substancias'®. No presente estudo, observou-se um aumento da
expressdo de RNAm desse transportador nas células HepG2 (modelo de hepatocito)
com o tratamento com 4,00 uM do inibidor de JAK apds 24 horas. Sendo assim, a
inducdo da expressao da P-gp poderia levar ao aumento da eliminacédo biliar de
farmacos substratos, o que poderia representar um mecanismo de variabilidade de
resposta ao tratamento. Entretanto, no nosso estudo néo foi observada diferenca na
expressao proteica da P-gp com o tratamento com o inibidor de JAK por 24 horas.
Contudo, ndo se pode descartar a possibilidade de o uso crénico do inibidor aumentar
a expressao proteica da P-gp, uma vez que o tratamento Unico por 24h foi capaz de
elevar a expressdo de RNAm de ABCBI.

Nas células Caco-2 (modelo de enterdcito), o tratamento com o inibidor da via
JAK-STAT néo modificou alterou a expressédo génica (RNAm e proteina) de ABCB1,
0 que sugere que a exposicao a doses crescentes deste farmaco nao leva a inducao
ou repressao da expressdo dessa bomba de efluxo. Sabe-se que a expressao da P-
gp ho intestino é capaz de limitar a biodisponibilidade oral de diversos farmacos
substratos, uma vez que o intestino € um 6rgdo com papel central na absorcéo de
farmacos de administracédo oral'®’. Sendo assim, é possivel que o tratamento néo
modifique a biodisponibilidade de farmacos substratos via modulacdo da expressao
de ABCBL1 no intestino.

De forma semelhante, nas células de eritroleucemia homozigotas para a
mutacdo JAK2V67F HEL92.1.7, a inibicdo da via JAK-STAT néo interferiu na

expressdo génica de ABCB1 (RNAmM e proteina). Sabe-se que o0 aumento da
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expressdo e/ou atividade desse transportador em células tumorais pode levar ao
aumento do efluxo e, consequentemente, a reducao das concentracdes intracelulares
de farmacos antitumorais, influenciando a eficacia desses compostos!®® 199 Deste
modo, nosso resultados sugerem que, provavelmente, o tratamento com os inibidores
de JAK ndo induzem a expressdo de ABCB1 nas células alvo, o que poderia
representar um mecanismo de resisténcia ao farmaco.

De maneira semelhante a P-gp, a proteina BCRP (ABCG2) também é expressa
na membrana canalicular dos hepatécitos e na membrana apical das células do
epitélio do intestino delgado e célon'!®, Esses achados sugerem que, assim como a
P-gp, a BCRP também apresenta um importante papel na eliminacao hepatica e na
limitacdo da biodisponibilidade oral de compostos substratos desse transportador!*é,
No entanto, nos tipos celulares de intestino (Caco-2) e hepatico (HepG2), a expressao
desse transportador (RNAmM e proteina) também né&o foi afetada pelo inibidor da via
JAK-STAT.

Acredita-se que a BCRP tenha um papel importante na resisténcia
farmacologica nas neoplasias hematolégicas, uma vez que a expressao desse
transportador € frequentemente encontrada em células hematopoéticas
neoplasicas'®®19l e que muitos farmacos antineoplasicos sdo substratos de BCRP°2,
No entanto, a inibicdo da via JAK-STAT nas células HEL92.1.7, JAK2V®1'F positivas
nao provocou alteracdo na expressao de RNAmM de ABCG2. Tal observacdo € um
indicativo de que a inibicdo da via JAK-STAT nao oferece potencial de resisténcia
farmacoldgica via expressao desse transportador nas células de NMPs.

No trato gastrointestinal inferior, a proteina OCT1 (SLC22A1) tem a atividade
de liberar cations organicos do meio intracelular para o intersticio da mucosa,
atingindo a circulacdo sanguinea®®?, o que é condizente com a localizagdo desse
transportador na por¢cdo apical da membrana lateral dessas células'®®. Néao foi
observada diferenca na expressdo de RNAm de SLC22A1 com o tratamento com o
inibidor de JAK-STAT nas células Caco-2, sugerindo que a absorcdo de compostos
substratos mediada por este transportador ndo € influenciada pelo tratamento.

Nos hepatécitos, o OCT1 representa a primeira etapa na detoxificacdo de
compostos enddgenos e xenobidticos, uma vez que realiza a captacdo de compostos
através da membrana sinusoide para 0 meio intracelular, onde ocorre a
biotransformacédo dessas substancias!4'. Além disso, esse transportador também

pode estar envolvido na liberacdo de céations organicos do hepatocito para o
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sangue'!. De forma semelhante ao observado para as células Caco-2, ndo houve
diferenca significativa na expressdo de RNAm de SLC22Al1 nas células HepG2
tratadas nas diversas concentragcdes de inibidor de JAK quando comparado com o0s
controles.

Ao que se sabe, esse é 0 primeiro estudo que avaliou a expressdo de RNAm
de SLC22A1 em células de NMPs BCR-ABL1 negativas. Contudo, foi demonstrado
em leucécitos de pacientes com LMC, bem como em linhagens celulares derivadas
dessa doenca, que esse transportador tem um importante papel na captacao celular
de mesilato de imatinibe'®* 1% sugerindo que o transportador OCT1 pode ser
determinante na manutenc¢éo de concentracdes intracelulares de farmacos substratos
em células hematoldgicas. Nas células HEL92.1.7, entretanto, ndo foi observada
alteracéo da expressdo de RNAm de SLC22A1 com o tratamento com o inibidor da
via JAK-STAT.

A expressdo de RNAm do transportador OATP1A2 (SLC22A1) foi detectada
apenas na linhagem Caco-2 no presente estudo, e o tratamento dessas células com
o inibidor da via JAK-STAT néo alterou a expressao desse transportador. Uma vez
gue esse transportador é expresso na borda em escova dos enterdcitos no duodeno,
acredita-se que ele tenha o papel de modular a absorcdo de compostos substratos*,
Sendo assim, nossos resultados sugerem que a exposi¢cao aguda aos inibidores de
JAK nao interfere com a absorcdo de compostos substratos de OATP1A2, uma vez
gue ndo modula sua expressao no intestino.

A intensidade da expressdo de OATP1A2 no figado é bastante controversa. Em
estudo de Kullak-Ublick et al. (1995), esse transportador foi clonado a partir de um
banco de cDNA de figado humano, sugerindo um papel na captacdo hepatica de
compostos provenientes da circulagdo!®®. No entanto, analises imunohistoquimicas
ndo detectaram a expressdo de OATP1A2 em hepatdcitos humanos*®l. Em relagéo
as células HepG2, embora alguns estudos tenham detectado a expressdo de RNAmM
de SLCO1A2 97 198 outros ndo detectaram a expressdo de RNAm desse
transportador nessa linhagem celulart®® 29, Corroborando com esses Ultimos estudos,
nao foi encontrada expressdo de RNAmM de SLCO1A2 nas células HepG2. Assim
como nas células HepG2, néo foi detectada a expressdo de RNAmM de SLCO1A2 nas
células HEL92.1.7.

E importante destacar que, embora a introducdo do tratamento da MF com

inibidores de JAK-STAT seja recente, a resisténcia ao tratamento ja € descrita na
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literatura®. A perda da resposta ao tratamento foi observada tanto in vitro como em
modelos animais e pacientes com MF. Embora algumas muta¢des no gene JAK2 que
conferem resisténcia aos inibidores de JAK tenham sido descritas in vitro®% 8, até o
momento essas mutacdes nado foram identificadas em pacientes resistentes aos
inibidores de JAK. Isso sugere que a resisténcia pode ser mediada, provavelmente,
por mecanismos independentes de mutagcées em JAK2, alvo dos inibidores de JAK.
Este estudo € de grande valia, pois a introducéo da terapia com inibidores da
via JAK-STAT é muito recente e as informagcfGes sobre o impacto desses trans-
portadores na farmacocinética desses inibidores € muito restrita. A elucidacao desses
fatores poderia ajudar a compreender melhor os mecanismos que podem levar a
resisténcia aos inibidores de JAK e, consequentemente, ajudar na estratégia

terapéutica para contornar esse problema.

6. CONCLUSOES

e Apenas as células HepG2 apresentaram um aumento da expressao de RNAmM
do transportador de efluxo ABCB1 com o tratamento com o inibidor de JAK na
concentracdo de 4,00 uM por 24 horas, diferentemente do que ocorreu nos
demais tipos celulares (Caco-2 e HEL92.1.7);

e O tratamento com o inibidor da via JAK-STAT, nas concentracfes e tempo
utilizados, nédo foi associado com alteracbes na expressdo proteica dos
transportadores ABCB1 e ABCG2 nas células HepG2, Caco-2 e HEL92.1.7.
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9136 - 6462852/1 - Guilherme Wataru Gomes

FBC5708- Farmacogendmica "
5/ Gardiovascular 30/09/2013  10/11/2013 90 6 100 A N  Concluida
Nutrigendmica e
FBA5753- Programacao das Doencas 7
11 Cronicas NEo- 29/10/2013  04/11/2013 30 2 100 A N  Concluida
Transmissiveis
FBC5734- Aplicagdes da Citometria de
Fluxo em Modelos 09/12/2013  15/12/2013 30 2 100 A N  Concluida
Experimentais
FBC5780- Analise de Dados Aplicados ”
by as Pesquisas Biologicas 10/03/2014  20/04/2014 90 6 100 A N  Concluida
FBC5793- Topicos em Analises )’
1211 Clinioas | 11/03/2014  23/06/2014 15 1 100 A N  Concluida
FBC5757- Tépicos em Analises .
6/1 Clinioas Il 05/08/2014  17/11/2014 15 1 100 A N  Concluida
FBC5709- Biologia Molecular em .
5/ Andlises Clinicas 22/09/2014  27/10/2014 75 5 100 A N  Concluida
FBC5755- Processos Envolvidos na Turma
2/2  Regulagdo da Hematopoese SNAZ01S QRKBaLS &0 9 B B N cancelada
FBAS29" Nutrigenomica do Cancer  03/08/2015  09/08/2015 30 2 10 A N Concluida
Disciplinas: 0 25 25
Estagios:
Total: 0 25 25

Créditos Atribuidos a Dissertagao: 71

Conceito a partir de 02/01/1997:

A - Excelente, com direito a crédito; B - Bom, com direito a crédito; C - Regular, com direito a crédito; R -
Reprovado; T - Transferéncia.

Um(1) crédito equivale a 15 horas de atividade programada.

Ultima ocorréncia: Matricula Regular em 13/07/2015
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ANEXO 3. Curriculo Lattes do aluno.

Guilherme Wataru Gomes
Bolsista de Mestrado do CNPq

Endereco para acessar este CV: http://lattes.cnpq.br/2129002926188013
Ultima atualizacéo do curriculo em 30/09/2015

Possui graduacdo em Farmacia-Bioquimica pela Faculdade de GCiéncias Farmacéuticas da
Universidade de Sao Paulo (FCF-USP). Atualmente € aluno de mestrado em Farmacia (Analises Clinicas)
pelo Departamento de Andlises Clinicas e Toxicolégicas da mesma instituicao. (Texto informado pelo
autor)

Identificacao

Nome Guilherme Wataru Gomes §*®
Nome em citacoes bibliograficas = GOMES, G W.

Endereco

Endereco Profissional Universidade de Sao Paulo, Faculdade de Giéncias Farmacéuticas, Departamento
de Andlises Clinicas e Toxicoldgicas.
Av. Prof. Lineu Prestes, 580, Bloco 17
Cidade Universitaria
05508000 - S&o Paulo, SP - Brasil
Telefone: (11) 30913785

Formacéo académica/titulacao

2013 Mestrado em andamento em Farmécia (Anélises Clinicas) (Conceito CAPES 7).
Universidade de Sao Paulo, USP, Brasil.
Titulo: Expressao génica dos transportadores de membrana ABCB1, ABCG2,
SLC22A1 e SLCO1A2 em linhagens celulares tratadas com inibidor comercial da
via JAK-STAT,Orientador: 9 Bvira Maria Guerra Shinohara.
Bolsista do(a): Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnolégico.
2008 - 2013 Graduacao em Farmécia-Bioquimica.
Universidade de Sao Paulo, USP, Brasil.
Titulo: Tratamento da mielofibrose na era dos inibidores da via JAK-STAT: uma
revisao da literatura.
Orientador: Bvira Maria Guerra Shinohara.

Formacao Complementar

2011 - 2011 B Componente Genético de Enfermedades Complejas. (Carga horaria: 3h).
Universidade de Sao Paulo, USP, Brasil.

2011 - 2011 Atencgao Farmacéutica. (Carga horaria: 20h).
Universidade de Sao Paulo, USP, Brasil.

2011 - 2011 Fundamentos Tedricos em Biologia Molecular Humana. (Carga horéria: 20h).
Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo.

2011 - 2011 Manuseio, Descarte e Transporte de Residuo Quimico. (Carga horaria: 3h).
Faculdade de Cléncias Farmacéuticas da Universidade de Sao Paulo.

2010 - 2010 Farmacogenética. (Carga horéria: 4h).
Universidade de Sao Paulo, USP, Brasil.

2010 - 2010 Leucemias: Fisiopatologia e Diagnéstico. (Carga horéria: 8h).
Universidade de Sao Paulo, USP, Brasil.

2010 - 2010 Oficina de Desenvolvimento de Perfumes. (Carga horaria: 2h).

Universidade de Sao Paulo, USP, Brasil.
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Atuacéao Profissional

Universidade de Sao Paulo, USP, Brasil.

Vinculo institucional

2013 - Atual Vinculo: Bolsista, Enquadramento Funcional: Aluno de Mestrado, Carga horaria:
40, Regime: Dedicagao exclusiva.

Vinculo institucional

2012 - 2013 Vinculo: Bolsista, Enquadramento Funcional: Estagiario de Iniciacao Cientifica,
Carga horéria: 20

Outras informacoes Bolsista FAPESP no periodo 06/2012 a 12/2012

Vinculo institucional

2011 - 2011 Vinculo: Estagiario, Enquadramento Funcional: Estagiario de Iniciacao Cientifica,

Carga horéria: 20

Areas de atuacdo

y Grande 4rea: Ciéncias da Satde / Area: Medicina / Subérea: Clinica
Médica/ Especialidade: Hematologia.

2. Grande area: Ciéncias Bioldgicas / Area: Bioquimica / Subarea: Biologia
Molecular.

Idiomas

Inglés Compreende Bem, Fala Razoavelmente, Lé Bem, Escreve Razoavelmente.

Portugués Compreende Bem, Fala Bem, Lé Bem, Escreve Bem.

Producdes

Producao bibliografica

Resumos publicados em anais de congressos

1. LIMA L. T.; NUNES, D. P. T. ; GOMES, G. W. ; CHAUFFAILLE, M. L. ; SILVA, M. R. R. ; PONCE, C. C. ; CASTRO, F.
A. ; CLIQUET, M. ; SANTOS, M. T. ; MITNE-NETO, M. ; GUERRA-SHINOHARA, E. M. . Serum levels of matrix
metalloproteinases and their tissue inhibitors are elevated in JAK2V617F mutated compared to CALR mutated
myelofibrosis and triple negative essential thrombocytemia patients. In: 20th Congress of the European Hematology
Association, 2015, Viena. Haematologica Abstract Book. Pavia: Ferrata Storti Foundation, 2015. v. 100. p. 523-523.

2. GOMES, G. W. ; CASTRO, F. A. ; NUNES, D. P. T. ; LIMA, L. T. ; RODRIGUES, A. C. ; TOGNON-RIBEIRO, R. ;
GUERRA-SHINOHARA, E. M. . ABCB1 and SLC22A1 mRNA expressions are increased in a homozygous JAK2V617F cell line
treated with JAK inhibitor. In: 20th Congress of the European Hematology Association, 2015, Viena. Haematologica
Abstract Book. Pavia: Ferrata Storti Foundation, 2015. v. 100. p. 749-749.

3. NUNES,D.P.T.; LIMA L. T.; GOMES, G. W. ; YASSUI, C. G. ; CHAUFFAILLE, M. L. ; SILVA, M. R. R. ; PONCE, C. C.
; CASTRO, F. A. ; GUERRA-SHINOHARA, E. M. . TGF-B signaling pathway molecular regulation by SMADs in myelofibrosis
patients. In: 19th Congress of the European Hematology Association, 2014, Mildo. Haematologica - Abstract Book. Pavia:
Ferrata-Storti Foundation, 2014. v. 99. p. 660-661.

4. GOMES, G. W. ; LIMA, L. T. ; NUNES, D. P. T. ; RODRIGUES, A. C. ; CASTRO, F. A. ; TOGNON-RIBEIRO, R. ;
GUERRA-SHINOHARA, E. M. . JAK-STAT pathway inhibitor do not modulate drug transporters gene expressions in
JAK2V617F positive cell line. In: 19th Congress of the European Hematology Association, 2014, Milao. Haematologica -
Abstract Book. Pavia: Ferrata-Storti Foundation, 2014. v. 99. p. 661-662.
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LIMA, L. T. ; NUNES, D. P. T. ; GOMES, G. W. ; CHAUFFAILLE, M. L. ; SILVA, M. R. R. ; PONCE, C. C. ; CASTRO, F. A. ;
GUERRA-SHINOHARA, E. M. . Gene expression and protein levels of MMPs, TIMPs and SPARC and their relationship with
plasma markers of angiogenesis in myelofibrosis and essential thrombocythemia patients2. In: 19th Congress of the
European Hematology Association, 2014, Milao. Haematologica - Abstract Book. Pavia: Ferrata-Storti Foundation, 2014. v.
99. p. 662-663.

6. NUNES, D. P. T.; LIMA L. T. ; GOMES, G. W. ; CHAUFFAILLE, M. L. ; SILVA, M. R. R. ; PONCE, C. C. ; CLIQUET, M.
; SANTOS, M. T. ; GUERRA-SHINOHARA, E. M. . Elevated mRNA Expression of FGF2 and TGFB1 Genes in Myelofibrosis
and Essential Thrombocythemia Patients. In: 56th ASH Annual Meeting and Exposition, 2014, San Francisco. Blood, 2014.
v. 124. p. 5179.

7. LIMA, L. T.; NUNES, D. P. T. ; GOMES, G. W. ; CHAUFFAILLE, M. L. ; SILVA, M. R. R. ; PONCE, C. C. ; CASTRO, F.
A. ; SANTOS, M. T. ; GUERRA-SHINOHARA, E. M. . Higher MMP9 and FGF2 Protein Levels and Elevated MMP9/TIMP Ratios
Were Associated with JAK2V617F Mutation Regardless of Allele Burden in Myelofibrosis. In: 56th ASH Annual Meeting and
Exposition, 2014, San Francisco. Blood, 2014. v. 124. p. 5192.

8. PANIZ, C. ; LUCENA, M. R. ; BERTINATO, J. F. ; AMORIM, P. M. S. ; GOMES, G. W. ; FIGUEIREDO, M. S. ; GREEN, R.
; CANCADO, R. D. ; BONINI-DOMINGOS, C. R. ; BLAIA, V. L. ; CLIQUET, M. ; GUERRA-SHINOHARA, E. M. . Elevated
Serum Folic Acid Concentrations Were Associated with Higher mRNA Expression of DHFR Gene in Patients with Hereditary
Spherocytosis. In: 56th ASH Annual Meeting and Exposition, 2014, San Francisco. Blood, 2014. v. 124. p. 4005.

9. GUERRA-SHINOHARA, E. M. ; BERTINATO, J. F. ; GOMES, G. W. ; BOACNIN, M. R. ; AMORIM FILHO, A. G. ;
CARVALHO, M. H. B. ; ZUGAIB, M. . Genetic polymorphisms related to hemostasis and their asssociation with primary
recurrent pregnancyloss. In: 18th Congress of the European Hematology Association, 2013, Stockholm. Haematologica -
the hematology journal. Pavia: Ferrata-Storti Foundation, 2013. v. 98. p. 208-208.

10. BERTINATO, J. F. ; MORELLI, V. M. ; GOMES, G. W. ; AMORIM FILHO, A. G. ; CARVALHO, M. H. B. ; ZUGAIB, M. ;
GUERRA-SHINOHARA, E. M. . Polymorphisms In Thrombin-Activatable Fibrinolysis Inhibitor and Plasminogen Activator
Inhibitor Type 1 In Women With Primary Recurrent Pregnancy Loss. In: 55th ASH Annual Meeting and Exposition, 2013,
New Orleans. Blood. Washington, DC, 2013. v. 122. p. 4795-4795.

11. GOMES, G. W. ; BERTINATO, J. F. ; MONTEIRO, N. S. ; CARVALHO, M. H. B. ; FRANCISCO, R. P. V. ; ZUGAIB, M. ;
MORELLI, V. M. ; GUERRA-SHINOHARA, E. M. . Effect of acquired and inherent factors associated with thrombosis in
women with recurrent pregnancy loss. In: XVII Science and Pharmaceutical Meeting of the Pharmaceutical Sciences
Faculty of the University of Sdo Paulo, 2012, Sdo Paulo. Brazilian Journal of Pharmaceutical Sciences, 2012. v. 48. p. 81-
81.

12. BERTINATO, J. F. ; MONTEIRO, N. S. ; GOMES, G. W. ; BOACNIN, M. R. ; FRANCISCO, R. P. V. ; AMORIM FILHO,
A. G. ; ZUGAIB, M. ; MORELLI, V. M. ; GUERRA-SHINOHARA, E. M. . Interaction between variants of fibrinogen beta chain
gene polymorphism and positive antinuclear antibodies on the risk of having recurrent pregnancy loss (RPL). In: 4th
Annual Research Symposium on Pharmaceutical Sciences, 2012, Sdo Paulo. Brazilian Journal of Pharmaceutical Sciences,
2012. v. 48. p. 3-3.

13. GUERRA-SHINOHARA, E. M. ; LAZARO, R. J. ; GIUSTI, K. C. S. ; BRITTO, J. C. ; CAVALCANTE, S. H. ; BOACNIN, M.
R. ; GOMES, G. W. ; CARVALHO, M. H. B. ; AMORIM FILHO, A. G. ; ZUGAIB, M. ; D'ALMEIDA, V. . Variant of TC2 c.
776¢c>g polymorphism is associated with elevated risk of recurrent pregnancy loss. In: 8th Internacional Conference on
Homocysteine Metabolism, 2011, Lisboa. 8th Internacional Conference on Homocysteine Metabolism - Abstract Book,
2011. p. P27.

14. GUERRA-SHINOHARA, E. M. ; SEINO, F. M. ; BUENO, C. T. ; BRITTO, J. C. ; GOMES, G. W. ; GIUSTI, K. C. S. ;
BERTINATO, J. F. ; CARVALHO, M. H. B. ; AMORIM FILHO, A. G. ; D'ALMEIDA, V. ; ZUGAIB, M. . Effect of polymorphisms
in key enzymes of homocysteine metabolism and their association with recurrent pregnancy loss. In: 8th Internacional
Conference on Homocysteine Metabolism, 2011, Lisboa. 8th Internacional Conference on Homocysteine Metabolism -
Abstract Book, 2011. p. P28.

15. GOMES, G. W. ; BRITTO, J. C. ; MONTEIRO, N. S. ; SEINO, F. M. ; GUERRA-SHINOHARA, E. M. . Anemia, folate
and vitamin B12 deficiences: before and after folic acid and iron fortification of flours. In: XVI Science and Pharmaceutical
Technology Meeting of the Pharmaceutical Sciences Faculty of the University of Sao Paulo, 2011, Sdo Paulo. Brazilian
Journal of Pharmaceutical Sciences, 2011. v. 47. p. 33-33.

16. GOMES, G. W. ; BRITTO, J. C. ; SEINO, F. M. ; MONTEIRO, N. S. ; GIUSTI, K. C. S. ; BERTINATO, J. F. ; LAZARO,
R. J. ; GUERRA-SHINOHARA, E. M. . Comparagdo entre as frequéncias de anemia, deficiéncias de folato e vitamina B12
em estudos pré e pos-fortificagao das farinhas de trigo e milho com 4acido félico e ferro. In: Congresso Brasileiro de
Hematologia e Hemoterapia, 2011, Sdo Paulo. Revista Brasileira de Hematologia e Hemoterapia. Rio de Janeiro: Internal
Editorial Committee, 2011. v. 33. p. 53-53.
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Eventos

Participacao em eventos, congressos, exposicoes e feiras

1. 19th Congress of the European Hematology Association. 2014. (Congresso).
2. 56th ASH Annual Meeting and Exposition. 2014. (Congresso).

3. Congresso Brasileiro de Hematologia e Hemoterapia. Comparagéo entre as frequéncias de anemia, deficiéncias de
folato e vitamina B12 em estudos pré e pos-fortificagao das farinhas de trigo e milho com &cido félico e ferro. 2011.
(Congresso).

4. XLVI Semana Universitéria Paulista de Farmécia e Bioquimica.Anemia, folate and vitamin B12 deficiences: before and
after folic acid and iron fortification of flours. 2011. (Simpésio).

5. XLV Semana Universitaria Paulista de Farméacia e Bioquimica. 2010. (Outra).
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