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Resumo

O Mieloma Mudaltiplo (MM) é uma doenca hematolégica maligna, do grupo de
gamopatias monoclonais, caracterizada por um crescimento patolégico da
populacdo de plasmocitos clonais. O MM € responsavel por 1% de todos os
canceres, e corresponde a 10% das neoplasias hematologicas, sendo a segunda
mais comum desse tipo de cancer. O perfil de incidéncia mais frequente esta no
grupo de individuos do sexo masculino, com idade entre 55-65 anos. A média de
idade do paciente no momento do diagnéstico, no Brasil, € de 70 anos. Existem
diferentes esquemas de tratamento com diferentes farmacos. Estudos j& avaliaram o
uso da talidomida em pacientes de MM recém-diagnosticados, apos o transplante
autdlogo e em pacientes refratarios, sendo que em todas as etapas de tratamento a
talidomida levou a um aumento no tempo de sobrevida livre de progressdo. A
talidomida é um farmaco imunomudulador, anti-inflamatério e antiangiogénico,
porém é um potente teratdgeno. Atualmente, a dispensacédo da talidomida é feita
unicamente pelo Sistema Unico de Saude (SUS). Existem dois analogos estruturais
da droga, a lenalidomida e a pomalidomida. A lenalidomida tem maior atividade
imunomoduladora do que a talidomida, enquanto a talidomida tem maior atividade
antiangiogénica. Pomalidomida, por sua vez, possui uma poténcia antiproliferativa
distinta e elevada em comparacdo com a lenalidomida. O MM ainda é considerado
uma doenca incuravel, porém o0s recentes avancgos terapéuticos, principalmente a
inclusdéo de  imunomoduladores  (IMiDs) ao tratamento, melhoraram
significativamente a taxa de sobrevida dos pacientes. Estudos ja publicados
correlacionaram as respostas ao tratamento com IMiDs a fatores genéticos, como
mutacdes ou expressao diferencial. Genes diferencialmente expressos relacionados
a diferentes tratamentos para MM podem configurar potenciais biomarcadores,
colaborando com a aplicacdo de terapias moleculares, o que pode tornar sua
avaliacao bastante relevante. Uma alternativa que vem sendo bastante utilizada para
a analise de expressao génica € o uso de dados secundarios a partir de repositorios
publicos. Além de ser uma estratégia de baixo custo, permite o levantamento de
hipoteses que podem ser adequadamente testadas em diferentes contextos,
abrangendo um ndmero maior e mais detalhado de respostas, e a partir dessa

estratégia, novos preditores para futuras pesquisas de biomarcadores de resposta



ao tratamento de IMiDs podem ser sugeridos. O objetivo desse trabalho foi analisar
a expressdo génica diferencial em amostras de Mieloma Mdltiplo em humanos,
relacionada ao tratamento com imunomoduladores e a progressao tumoral, a partir
de dados secundarios provenientes de ensaios experimentais depositados em
bancos de dados publicos. Ao todo, foram utilizados sete estudos depositados no
banco de dados GEO (GSE6691, GSE8546, GSE38627, GSE58133, GSE68871,
GSE37302 e GSE75084). Os dados brutos de todas as amostras analisadas foram
normalizados no software RStudio Desktop v.1.0.1. em linguagem R (v.3.5.1), assim
como as analises de genes diferencialmente expressos. As andlises de expressao
génica diferencial revelaram potenciais novos alvos para o tratamento de MM, sendo
0s genes hiperexpressos COPS2, UBE2G1 e SPR, e 0s genes hipoexpressos
BCAT1 e PSATL1. As redes de vias sobrepostas dos genes COPS2 e UBE2Gl1
estavam intimamente relacionadas ao processo de nedilacdo, que foi previamente
relatado como envolvido em mecanismos dos imunomoduladores. Tanto o
tratamento com lenalidomida quanto com pomalidomida apontaram na diminuicdo da
taxa de expressdo de genes relacionados a proliferacéo celular e oncogenes, como
BCAT1 e PSAT1. SPR é uma enzima envolvida na rota de biossintese de eNOS,
desequilibrios na sintese de NO estdo associados a malformacdes congénitas
associadas a exposicdo a teratdgenos como a talidomida. A expressdo génica
diferencial foi analisada no contexto de conjuntos de genes para identificar
assinaturas moleculares associadas ao MM e IMiDs. Observamos ainda que nem
todos os genes com niveis de expressdo alterados apareceram nas vias
significativas. Isso demonstra que tanto a expressao diferencial quanto a analise da
via sdo importantes na extracdo de informacBes com relevancia biolégica. Porém,
utilizamos apenas abordagens de bioinformatica, portanto, dados experimentais séo

necessarios para validar esses achados em estudos posteriores.

PALAVRAS-CHAVE: mieloma multiplo - talidomida — imunomoduladores — GEO —

expressao diferencial
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1 Introducéo

1.1 Mieloma Mdltiplo

O Mieloma Multiplo (MM) é uma doenca hematologica maligna, do grupo de
gamopatias monoclonais, caracterizada por um crescimento patolégico da
populacdo de plasmacitos clonais (Figura 1). Em geral, ha uma producdo excessiva
e acumulo de imunoglobulinas monoclonais (Proteina-M) (Willenbacher, 2018),
principalmente IgG, IgA, ou apenas cadeias leves (kappa ou lambda), no sangue ou

na urina.

Figura 1: A figura mostra a esquerda a imagem de uma medula 6ssea saudavel, a direita pode ser visto a
medula 6ssea com infiltracdo de células de mieloma mdltiplo. (Adaptada de: https://health-
innovations.org/2015/05/25/researchers-safely-use-immune-cell).

O MM é responsavel por 1% de todos os canceres, e corresponde a 10% das
neoplasias hematoldgicas, sendo a segunda mais comum desse tipo de céancer
(Rajkumar, 2014). A estimativa para a incidéncia de MM em 2030 é de
aproximadamente de 220 mil novos casos no mundo, e 20,8 mil casos na América
Latina (GLOBOCAN, 2018). No Brasil, em 2015, 2889 pessoas morreram devido a
complicagbes por MM, sendo que 6,6% dessas mortes foram registradas no Rio



15

grande do Sul (ABRALE, 2018). De acordo com o0 GLOBOCAN, é estimado que o
namero de mortes causadas por MM no Brasil chegue a 5552 em 2030,
representando um aumento de 92% (GLOBOCAN, 2018).

O perfil de incidéncia mais frequente esta no grupo de individuos do sexo
masculino, de descendéncia africana — até 2x maior do que em caucasianos -
(Kazandjian, 2016), com idade entre 55-65 anos. A média de idade do paciente no
momento do diagnostico, no Brasil, € de 70 anos. O MM pode se apresentar
clinicamente de diversas formas. As complicacdes mais frequentes sao
hipercalcemia, perda da funcéo renal, anemia, e lesdes osteoliticas. Ao menos 15%
dos pacientes com MM apresentam fratura patolégica no momento do diagndstico e
60% deles sofrerdo esta complicagdo durante o curso da doenga (Hungria et al.,
2008). Outros sintomas sao fadiga, confusado, desorientacao e fraqueza muscular. O
comprometimento renal € tipicamente devido a deposicdo de cadeia leve ou

hipercalcemia (Eslick, 2013).

1.2 Diagnéstico e Patogénese

Na suspeita clinica de gamopatias, sdo solicitados exames como hemograma
com plaquetas, dosagem de creatinina, albumina e célcio total, e eletroforese de
proteinas sérica e urinaria (exame onde se detecta a proteina M). Atualmente, para
confirmar o diagnéstico de MM é exigido ainda que seja avaliado se na medula
0ssea ha infiltracdo de plasmdcitos clonais, que haja deteccdo e quantificacdo de
proteina monoclonal no sangue ou na urina e evidéncia de lesdo de 6rgdo alvo
(Quadro 1).
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Quadro 1: Exames realizados para a confirmacé&o do diagndstico de MM.

Exames Bioquimicos Exames de Imagem

¢ hipercalcemia com Ca =1 mg/dL
que o valor de referéncia ou = 11 mg / dL;
Lesdes dsseas: uma ou mais lesdes liticas em
Raio-X (RX), Tomografia Computadorizada (TC),
Ressonancia Nuclear Magnética (RNM) ou
Tomografia Computadorizada por Emissé&o de
Pdsitrons (PET) (San-Miguel et al., 2013).

» [nsuficiéncia renal com: clearance
creatinina < 40 ml / min;

e Anemia com Hb <=2 mg/dL
que o valor de referéncia ou < 10 mg / dL.

O diagnéstico foi aprimorado com a inclusdo de um subgrupo, que, apesar de
ndo haver dano em dérgao-alvo, apresenta alto risco de progressdo da doenca em
dois anos. Isso pode ser determinado por plasmocitose medular maior que 60%,
mais de uma lesdo 6ssea em RM, TC ou PET (maior que 0,5 cm) ou relacdo de

cadeias leves envolvidas maior que 100 (Rajkumar, 2014).

A identificacdo de proteina-M em amostra sérica ou urinaria ajuda a
estabelecer o diagnostico, sendo a imunofixagdo o padrdo de referéncia para
confirmar a presenca de proteinas-M e para distinguir cadeias tipo leve e pesada
(IMWG, 2003). A quantificacdo dos plasmacitos é realizada com a contagem de pelo
menos 200 células no medulograma, e a confirmacdo de clonalidade é essencial
para o diagndstico que pode ser realizado através de imuno ensaio ou citometria de
fluxo (Hoffman et al., 2013). Um total de 13 radiografias do esqueleto, coluna,
fémures e Umeros, térax postero-anterior e pelve (Kyle et al.,, 2009) faz parte da

investigacao inicial.

A tumorigénese do MM é um processo multietapas (Figura. 2), tendo inicio a
partir da gamopatia monoclonal de significado indeterminado (MGUS — Monoclonal
Gammopathy of Undetermined Significance), ou do mieloma multiplo latente (SMM —
Smoldering Multiple Myeloma) (Prideaux et al., 2014). Tanto MGUS quanto SMM séo
deficiéncias plasmocitarias assintomaticas, sendo considerado como SMM quando a
proporcao de células plasmaticas na medula 6ssea se torna menor ou igual a 10%.
O risco médio de progresséao de MGUS para MM é de 1% ao ano, enquanto a partir
de SMM é de 10% ao ano, nos primeiros cinco anos (Korde et al, 2011).
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v" Proteina-M sérica (< 30 g/l) < 10% plasmécitos na medula éssea;
MGUS v Sem evidéncia de outra discrasia proliferativa de células B;
¥" Sem dano tecidual ou organico.

o
MGUS ?P‘ v Proteina M sérica (lgG ou IgA) 230 g /L ou;
[ o SMM v" Proteina M urinaria = 500 mg por 24 horas elou plasmécitos
3 clonais entre 10% - 60%:;
SMM o v Auséncia de amiloidose.
[ _
g ' v" Presenca de proteina-M sérica ou urinaria;
E MM v" »10% plasmécitos na medula 6ssea;
© MM v Plasmécitos clonais na medula 6ssea ou plasmocitoma;
%“ v Lesio tecidual ou organica.
u

v Presenga de tumores de partes moles decorrentes da infiltragio
MM Extra . o L .
de células plasmaticas em um local anatémico distante da medula

medular Sesea.

Leucemia de v Presengade plasmécitos em mais de 20% dos leucécitos totais
células do sangue periférico e mais de 20x 10° / L de células plasmaticas
plasmaticas no sangue periférico.

Figura 2: A figura mostra os processos multietapas da tumorigénese do mieloma multiplo. O processo tem
inicio na MGUS, e pode progredir até a leucemia de células plasméticas. (Adaptado de: Korde et al,
2011).

A progressdo do MM acumula alteracdes genéticas, que fornecem vantagens
de adeséo e de proliferacdo indiscriminada as células do tumor. Esses eventos
sobrepostos colaboram para a evolugao do quadro para mieloma mdultiplo extra
medular, ou ainda, para leucemia de células plasméticas. Alteracbes citogenéticas
como as translocacfes 11:14, 14:16 e 4:14, as delecdes 13ql4, 17p e 8924, bem
como amplificacdo de 1921, e variantes em genes da familia RAS, sdo consideradas
como anormalidades relacionadas a progressao e agressividade do tumor (Dib et al,
2008; Neben et al, 2013; Manier et al., 2017).

Atualmente, dois sistemas de estadiamento sé&o aplicados para a classificacéo
prognéstica dos pacientes de MM (Tabela 1). Durie-Salmon e o Sistema
Internacional de Estadiamento (ISS - International Staging System) tém por
finalidade a estratificacéo de risco e servem para avaliar o resultado clinico geral dos
pacientes. Embora sejam o0s sistemas de estadiamento mais utilizados, eles nao
levam em consideragdo a complexidade citogenética do MM. O sistema de
estadiamento Durie-Salmon foi um dos primeiros a ser padronizado e estabelecido.
Classifica os pacientes em estadios de carga tumoral de | a lll. O ISS também
categoriza 0os pacientes em trés niveis, porém é considerado como mais preciso,
pois avalia niveis séricos de microglobulina e albumina como biomarcadores para 0
prognéstico. Apds uma revisao do sistema ISS (R-ISS), o sistema passou a utilizar a

quantificacdo da lactato desidrogenase (LDH) e a marcacgéo por Hibridacdo in situ
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por Fluorescéncia (FISH) de células mais agressivas, para a avaliagdo (Palumbo et

al., 2015).

Tabela 1: Sistemas de Estadiamento - Mieloma Mdltiplo.

Sistema Internacional

Estadio Sistema Durie-Salmon (D&S) _
de Estadiamento (ISS)

Sistema Internacional de
Estadiamento Revisado (R-ISS)

Todos os itens: Microglobulina Sérica

Hemoglobina =10 g/ dL B2<35mg/L
Calcio Sérica: valor normal Albumina
= 35g/dL

ou =105 mg/dL
Auséncia ou
lesdo dssea Unica
IgG <5 g/dL,
' IgA<3g/dL
Proteina Monoclonal

Urindria <4 g/ 24h

Massa tumoral baixa

{< 0,6 celulas x10"™ / m?).

Citogenética ndo é considerada de
alto nsco

e Niveis de LDH s&o normais.

Microglobulina Sérica
B2 <35mgilLe
Albumina < 3,5g/dL ou
Microglobulina Sérica

Nio atende os critérios de
Estadia | e Estadia lll.

B2de3,5-< 55mg/L.

Nio atende os critérios de
Estadio | e Estadia lll.

Um ou mais dos seguintes
itens:

Microglobulina Sérica
B2 55mg/L.
Hemoglobina<85g/dL
Calcio Sérico > 12 mg/ dL
Multiplas Lesdes Liticas
Avancadas
IgG>7 g/dL,IgA>5g/dL

|
Proteina Monoclonal
Urinaria > 12 g/ 24h
Massa tumoral baixa

(1,2 células x10'2 fm?)

Subclasse IlI-A:
Se creatinina <2 mg /dL
Subclasse lllz2 mg /dL.

Citogenetica é considerada de alto risco

t(4;14);, t(14;16) cu del1¥

efou

Niveis de LDH sdo altos
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1.3 Tratamento

Para o tratamento, primeiro é definido se o paciente é candidato a terapia de
altas doses (Inducédo) e transplante autdlogo de células-tronco hematopoiéticas
(TACTH) (Rajkumar, 2016). A submissdo do paciente ao TACTH é baseada em
critérios bem estabelecidos: idade menor que 65 anos, capacidade funcional
individual baseada em indices internacionais validados pelo Eastern Cooperative
Oncology Group (ECOG) e Karnofsky (Oken et al., 1982), e auséncia de
comorbidades clinicas tais como: cardiopatias, pneumopatias, hepatite aguda B ou C
ativa com carga viral elevada, sindrome de imunodeficiéncia adquirida (AIDS), e
outras neoplasias (Palumbo, 2011). Para casos nos quais o0 paciente é elegivel para
TACTH, o tratamento inicia-se com a terapia de Inducéo, seguido pelo TACTH e

pelos tratamentos de Consolidagédo e/ou Manutencao (Rajkumar, 2016).

Para os pacientes inelegiveis para o TACTH, o tratamento sera constituido
pelas fases de inducdo e manutencdo. Os esquemas de tratamento sao
preferencialmente de multidrogas, e aplicados de acordo com o quadro clinico do
paciente (Rajkumar e Harousseau, 2016). Nas duas Ultimas décadas, melhoras
significativas no tratamento e no desfecho de pacientes com MM foram obtidas com
a adicdo de algumas classes de medicamentos ao tratamento, como inibidores de

proteassoma e imunomoduladores.

O principal inibidor de proteassoma utilizado é o bortezomib (V). Além dele,
inibidores de segunda geragéo, carfilzomibe e ixazomib, também estdo disponiveis.
O sistema ubiquitina-proteassoma € responsavel pela marcacao e degradacao da
maioria das proteinas com funcao regulatéria em eucariotos, incluindo proteinas que
controlam a apoptose, a progressao do ciclo celular e a reparacdo do DNA (Allegra
et al, 2014). A inibicdo do proteassoma leva a estabilizacdo e acumulo desses
substratos, resultando na interrupcao da regulacdo do ciclo celular e na ativacao de
vias apoptéticas e morte celular (Orlowski e Kuhn, 2008). Células neoplasicas séo
mais sensiveis aos efeitos pro-apoptéticos da inibicdo do proteassoma do que as

células normais (Cruz, 2012)

A dexametasona (D) e prednisona (P) sdo os corticosteroides inclusos no

tratamento de MM. O mecanismo pelo qual a dexametasona induz a apoptose em
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células de MM ainda é desconhecido, porém estudos sugerem que seja mediado
pela ligacéo inicial ao seu receptor cognato, o receptor de glicocorticoides (GC)
(Burwick e Sharma, 2018).

Ciclofosfamida (C) € um potente imunossupressor, com acao citotoxica que
interfere in vivo com o crescimento de neoplasias suscetiveis e, até certo ponto, com

a regeneracao tissular normal (Baxter, 2015).

O melfalano (M), agente alquilante bifuncional, foi sintetizado em 1953, sendo o
primeiro fArmaco a ser utilizado na terapia de MM. Atua tanto como agente citotoxico
guanto no dano ao DNA (Salvini, 2017). Ele se liga ao DNA, levando ao cruzamento

das duas cadeias, desta forma, impedindo a replicacéo celular (Alkeran, 2015).

Os imunomoduladores (talidomida, lenalidomida e pomalidomida), possuem
capacidade imunomodulatéria, anti-angiogénica, anti-inflamatdria e antiproliferativa

(Krishnan et al, 2016), e sao utilizados de forma oral aos pacientes de MM.

1.3.1 Imunomoduladores (IMiDs)

Estudos randomizados ja avaliaram o uso da talidomida em pacientes recém-
diagnosticados, apds o transplante autélogo e em pacientes refratarios (Sonneveld
et al., 2017; Bringhen et al.,, 2018; Holstein et al., 2017), em todas as etapas de
tratamento a talidomida levou a um aumento no tempo de sobrevida livre de
progressao (Holstein et al., 2017), atingindo uma resposta completa ou completa

parcial ao tratamento de inducao a remisséo da carga tumoral.

A talidomida, um derivado sintético do &cido glutamico (alfa-ftalimido-
glutarimida), foi desenvolvida em 1954 pelo laboratorio farmacéutico Griunenthal
(Knobloch et al., 2017). Em 1957, o farmaco foi langado no mercado como um
antiemético e sedativo seguro (Lenz, 1988). Devido a associacao entre o aumento
do nascimento de criangas com malformacdes e o consumo do medicamento, em
1962 a talidomida foi retirada do mercado. Cerca de dez mil bebés em todo o mundo
foram afetados pela Embriopatia da Talidomida (Matthews e McCoy, 2003). O uso
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da talidomida foi autorizado em 1971 para o tratamento do Eritema Nodoso da
Hanseniase, e voltou a ser utilizada sob rigida regulacdo (OMS, 1988). A talidomida
foi aprovada para o tratamento de MM em 2006 pelo FDA (Holstein e McCarthy,
2017).

Embora tenha sido retirada do mercado mundial apds casos de teratogénese, e
o governo federal, através do Servico Nacional de Fiscalizagdo de Medicina e
Farmécia (SNFMF), tenha cassado a licenca dos produtos contendo talidomida em
1964 (Brasil, 2014), acredita-se o uso de talidomida nunca tenha sido descontinuado
no Brasil (Oliveira et al., 1999). Atualmente, a dispensacao da talidomida é feita
unicamente pelo Sistema Unico de Satde (SUS), sendo fiscalizada pela Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), tendo seu uso autorizado para pacientes
com diagnéstico de MM, conforme Lei 10.651/2003
(www.planalto.gov.br/ccivil_03/leis/2003/L10.651.htm). Também € utilizada no
tratamento da doenca enxerto contra hospedeiro (Browne et al., 2000). A talidomida
€ um derivado racémico do &cido glutamico (Figura 3), enquanto o enantidmero ((R)
- talidomida) € eficaz contra enjoos matinais e ndo é teratogénico em humanos, o
((S) - talidomida) é teratogénico. Os enantibmeros sdo convertidos in vivo, logo

ambos os isébmeros podem ser encontrados no soro (Murphy-Poulton et al, 2006).

(R) - talidomida (S) - talidomida
0 o]

H
-
2

b - N
Rapida
interconversao
em pH fisiolégico

0] 0 o)

Figura 3: Enantibmeros da talidomida. A (R) - talidomida atua como um sonifero enquanto a (S) -
talidomida é teratogénica. (Adaptado de: Tokunaga et al., 2018.)

Estudos ja& demonstraram que a talidomida exerce seus efeitos anti-
inflamatorios, inibindo a producéo do fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) pelos
monocitos periféricos (Deng et al., 2003; Majumder at al., 2012). Pressupfe-se que

uma das formas de inibicdo do TNF-a pela talidomida seja através do bloqueio da
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ativacdo do Fator Nuclear Kappa B (NF-kB) (Majumdar et al., 2002). O NF-kB é um
regulador chave de genes inflamatérios, como o TNF-a e a interleucina-8. Estudos
indicam que o bloqueio da ativacdo do NF-kB da-se através da supressdo da
atividade da quinase lkappaB (Keifer et al., 2001). Outro mecanismo de acgao
terapéutico esta relacionado a propriedade antiangiogénica, através da inibicao de
fatores de crescimento, o VEGF (Fator de Crescimento Endotelial Vascular) e o
bFGF (fator basico de crescimento de fibroblastos) (Li et al., 2003).

Na busca por andlogos da talidomida que ndo fossem teratogénicos, e que
ainda apresentassem a eficacia terapéutica para as mesmas condi¢cdes, dois
analogos estruturais, a lenalidomida (2005) e a pomalidomida (2013) foram

sintetizados (Figura 4).

0 o o
HN HN HN
o 0 0
o N o o N 0 N 0
NH, NH,

talidomida lenalidomida pomalidomida

Figura 4: Talidomida e dois de seus analogos - lenalidomida e
pomalidomida. (Adaptado de: Kotla et al., 2009)

Tanto a lenalidomida (3- (7-amino-3-oxo-1H-isoindol-2-il) piperidina-2,6-diona)
quanto pomalidomida (4-amino-2- (2,6-dioxopiperidin-3-il) isoindole-1,3-diona)
possuem as propriedades imunomoduladoras, antiangiogénicas e anti-inflamatérias,
assim como a talidomida (Terpos et al., 2013; Koeppen, 2014). Os dois analogos
apresentam um aumento nas taxas de resposta e menor toxicidade e estao

associados a inducdo da parada do ciclo celular e apoptose direta das células de
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MM (Teo, 2005; Zhu et al., 2013). No entanto, ambos séo teratogénicos (D'Amato et
al., 2013; Paumgartten, 2014).

Talidomida e seus dois analogos tém como alvo priméario a Cereblon (Ito e
Handa, 2016), que faz parte do complexo Ubiquitina E3 Ligase (formado por CRBN,
DDB1, CUL4A e ROC1). Uma das hipdteses € que a ligacao talidomida-Cereblon
seja responsavel pela teratogenicidade do farmaco (Ito e Handa, 2016). A ligacao
dos IMiDs a Cereblon permite a ubiquitinacdo de “novos substratos” que serao
degradados (Gandhi et al., 2014). Um exemplo é a ubiquitinacdo de lkaros e Aiolos,
fatores de transcricdo de dedos de zinco que séo importantes reguladores do
desenvolvimento e diferenciacao linfoide (Rebollo e Schmitt, 2003), e ubiquitinacéo
da caseina quinase 1a (CK1a) (Petzold et al., 2016), o que leva a produgéo de
interleucina-2 (IL-2), que induz a proliferacdo de linfécitos T (Th2), resultando na
citotoxicidade das células de MM. Estudos sugerem que apos a ligacao dos IMiDs a
CRBN, os substratos originais, como o MEIS2, que seriam ubiquitinados pelo
complexo sdo poupados da ubiquitinacdo e consequente degradacdo, mas ainda
ndo é claro quais as implicac6es desse processo (Fischer et al., 2014). Um alvo a
jusante da CRBN, o fator regulador de interferon 4 (IRF4), que é critico para a
sobrevivéncia das células de MM mostrou-se regulado negativamente pelo
tratamento com IMiDs (Zhu et al., 2012). Tal como talidomida, lenalidomida e
pomalidomida também estéo relacionadas com a regulacdo negativa do TNF-a e no
aumento da liberacdo de IL-2 e do interferon gama (IFN-y) (Lindner e Kronke, 2016),
0 que estd possivelmente relacionado ao aumento da atividade antitumoral das
células T. Estudos ja mostraram que assim como a talidomida, seus analogos
também podem inibir a liberacdo de interleucinas (IL) 1B, 6, 12, 16 e do fator
estimulante de colénia de granulécitos e mondcitos (GM-CSF) (Lindner e Krdnke,
2016; Chaulet et al, 2011), inativar o NF-kB (Keifer et al., 2001) e ativar caspase 8,
que estdo associados a inibicdo do crescimento das células de MM. Também
estimulam os linfécitos T humanos, induzindo proliferacéo, producdo de citocinas e
atividade citotoxica (Teo, 2005). Porém, o mecanismo de acdo dos IMiDs ainda nédo

é totalmente conhecido.

Os efeitos imunomoduladores da lenalidomida incluem a ativagéo das células T
(através do aumento na producgéo de IFN-y e IL-2) e das células Natural Killers (NK),

e ainda o aumento na expressdo de moléculas efetoras de morte celular (Hsu et al.,
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2011). A lenalidomida tem maior atividade imunomoduladora do que a talidomida,
enquanto a talidomida tem maior atividade antiangiogénica (Davies e Baz, 2010).
Estudos com pomalidomida, por sua vez, demonstraram que ela possui uma
poténcia antiproliferativa distinta e elevada em comparacdo com a lenalidomida,
embora sua atividade principal também seja a imunomodulacao (Lacy et al., 2009;
Schey et al., 2011).

Enquanto a lenalidomida é utilizada principalmente no tratamento de pacientes
recém-diagnosticados elegiveis ou ndo para transplante, e em cenéarios de
resisténcia a talidomida, a pomalidomida é atualmente utilizada no tratamento
recidivados/ refratarios e resistentes a lenalidomida, nos EUA e na Europa. Além dos
mecanismos de agdo em comum com a talidomida e a lenalidomida, a pomalidomida
atua nos osteoclastos (OCL), responsaveis pelas lesdes osteoliticas (Chanan-Khan
et al., 2013.). O fator de transcricio UP.1 tem um papel crucial na
osteoclastogénese, e € regulado negativamente pela pomalidomida, resultando na

inibicdo da reabsor¢éo 6ssea (Uccello et al., 2017).

1.3.1.1 Efeitos Adversos

O uso de talidomida pode causar efeitos adversos. O efeito colateral mais
temido € a teratogenicidade, enquanto os efeitos colaterais mais comuns
observados na pratica clinica sédo constipacdo, fadiga, sonoléncia, dorméncia,
tontura, edemas e neuropatia periférica (NP), sendo esta o principal efeito adverso
limitante do tratamento (Chaudhry et al.,, 2002). Os menos comuns incluem
xerostomia, neutropenia, necrolise epidérmica toxica / sindrome de Stevens-
Johnson, trombose venosa profunda, hipotireoidismo, irregularidades menstruais,
perda de libido, impoténcia, hiperglicemia ou hipoglicemia, astenia, tremores,
confusdo, edema periférico, elevacao do figado enzimas, prurido, queda de cabelo e
febre (Doshi et al., 2017).

Entre os possiveis efeitos adversos relacionados ao uso de pomalidomida,

estdo a teratogénese, tromboembolismo venoso e arterial, aumento da mortalidade
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no mieloma multiplo quando o pembrolizumab é adicionado & dexametasona e a um
analogo da talidomida, toxicidade hematologica, hepatotoxicidade, reacBes de
hipersensibilidade, tontura e estado confusdo, neuropatia periférica, risco de

segundas malignidades primarias e Sindrome de Lise Tumoral (POMALYST, 2017).

Para lenalidomida, os efeitos colaterais considerados graves sdao:
teratogénese, aumento do risco de morte em pessoas com leucemia linfocitica
cronica (LLC), riscos de novos canceres (malignidades), problemas graves no
figado, incluindo insuficiéncia hepética e morte, reacdes cutdneas graves, incluindo
reacoes alérgicas graves, sindrome de lise tumoral (TLS), agravamento do tumor
(reacdo de flare tumor) e problemas de tireoide. Efeitos colaterais considerados
comuns incluem: diarreia, erupcdo cutanea, nausea, prisdo de ventre, cansaco,

febre, comichéo, inchago dos membros e pele e tosse (REVLIMID, 2018).

A neuropatia periférica é definida como dano ou degeneragdo de nervos
periféricos envolvendo fibras nervosas sensitivas, motoras ou autondémicas
(Morawska et al., 2015). Ainda ndo € bem esclarecido qual ou quais 0s mecanismos
da talidomida que est&o envolvidos na NP. Estudos relacionaram a propriedade anti-
angiogénica e efeitos téxicos do farmaco nos neurdnios dos ganglios da raiz
posterior, e também a desregulacdo da atividade da neurotrofina (proteinas que
induzem a sobrevivéncia, desenvolvimento e a funcdo dos neurdnios) através dos

efeitos decorrentes da inativacdo do NF-kB (Mohty et al, 2010).

Véarios sistemas de graduacdo, baseados em estudos clinicos, foram
desenvolvidos para avaliagdo de NP (Tabela 2). Os mais sistemas mais utilizados
sdo: NCI-CTCAE, Ajani Sensory, OMS e ECOG (Stubblefield et al., 2009).
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Tabela 2: Escalas de classificacdo utilizadas para avaliagdo de neuropatia causada por quimioterapia.
(Adaptado de: Stubblefield et al., 2009)

Escala Grau 1 Grau 2 Grau 3 Grau 4 Grau 5
Parestesias e/ i
Parestesias
ou Parestesias grave e / intoleraveis e / ou
WHO _ g Paralisia NA
reflexos tendinosos ou fragqueza leve perda motor
L acentuada
diminuidos
o Auséncia de reflexos Perda sensonal Disfungdo respiratéria
Diminuigao - - - . .
acentuada dos tendinosos Jncapac'lt_ante, d_or _ secu_ndaga a fraqueza,
ECOG reflexos tendinoscs, profundo_s_ neumpatu:q penmfenca o_lastlpagao que requer NA
. parestesias severas grave, obstipacao, cirurgia, paralisia
parestesias leves B . .
. ou constipagdo, fraqueza severa, confinando o paciente a
ou constipagdo. . u ] ;
fraqueza leve. disfungdo da bexiga. cama/cadeira de rodas.
NCI-CTCAE (v3.0}
Assintomatica:
perda de reflexos  Alteragcdo sensorial
tendinosos ou parestesia Alterac30 sensorial
. profundos ou {incluindo -
MNeuropatia- . ; ou parestesia .
. parestesia formigamentao), ) . Incapacitante Morte
Sensorial . ; - ; = interferindo em
{(incluindo interferindo na agao, . o
- " atividades diarias
formigamento), mas ndo no
mas sem interferir  cotidiano.
na fun¢ao.
] . !:raque_za sintomatica Fraqueza interfenndo .
. Assintomatica, interferindo na . Ameaca a vida:
MNeuropatia- - - na ADL: drtese ou - ]
fraqueza apenas funcdo, mas ndo m - incapacitante (ex., Morte
motor - . assisténcia para L
por exame/teste. interferindo no paralisia).
. andar
cotidiano.
Ajani
Anormalidade
objetiva leve, .
; P Parestesia grave,
Parestesia, auséncia de reflexos ) .
A - anormalidade Perda sensorial
. diminuigdo dos tendinosos -
Sensorial - objetiva moderada, completa, perda de NA
reflexos tendinosos profundos, . =
. anormalidade funcdo.
profundos. anomalidade B
. funcional grave.
funcional leva a
moderada.
Fraqueza muscular Fraqueza moderada
Motor 9 persistente, mas Incapaz de andar Paralisia completa NA

leve ou transitonia

capaz de andar.
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1.3.2. Aplicagéo Terapéutica

De acordo com o Ministério da Saude (2015), pacientes diagnosticados com
SMM podem permanecer em observagéo clinica sem tratamento ou serem tratados
com imunomoduladores (talidomida, 200 mg / dia); Para pacientes com MM
sintomatico é aconselhado na quimioterapia de Inducdo o uso de medicamentos
com atividade anti-mieloma em diferentes combinagdes: bortezomibe,
ciclofosfamida, cisplatina, dexametasona, doxorrubicina, doxorrubicina lipossomal,
etoposido, melfalano, vincristina, lenalidomida e/ou talidomida. Na quimioterapia de
manutencdo € aconselhado o uso de monoterapia com talidomida (100 mg ao dia)
(BRASIL, 2015). O Ministério da Saude ndo possui um esquema de tratamento
padrdo a ser aplicado, ficando a cargo dos estabelecimentos de saude habilitados
como Unidade de Assisténcia de Alta Complexidade em Oncologia (UNACON) ou
como Centro de Assisténcia de Alta Complexidade em Oncologia (CACON),

determinar os esquemas de tratamento a serem aplicados (BRASIL, 2018).

No Hospital de Clinicas de Porto Alegre, os principais regimes utilizados para a
Inducdo sdo o VCD, o MPT, o CTD, o VRD e o VTD (Tabela 3). Durante a
Consolidacao, fase pos-transplante, o VTD é utilizado; e na Manutencgédo, a indicacao
€ de usar apenas talidomida ou, preferencialmente, quando disponivel, a
lenalidomida. Em situacdes nas quais o MM é considerado agressivo, como doenca
refrataria, leucemia de células plasmocitarias ou mudltiplos plasmocitomas
extramedulares, um dos esquemas que pode ser adotado € o VDT-PACE (Barlogie
et al, 2008).



Tabela 3: Medicamentos utilizados no tratamento de Mieloma Mdltiplo.

Classe do Medicamento Nome Sigla
Agentes Alquilantes _ melfalan. M
ciclofosfamida C
xazomib I
Inibidores de Proteassoma carfilzomib K
bortezomib V'
Corticosterdides dexame_tasona D
prednisona F
. , deratumab dara
Anticorpos Monoclonais
elotuzumab E
talidomida T
IMUNOMODULADORES pomalidomida F
lenalidomida R
VDT-PACE VDTC
(poliquimioterapia) +
cisplatina,

doxorrubicina e
etoposide
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Embora o tratamento tenha evoluido nos ultimos anos com advento de novos
medicamentos, MM ndo € considerado uma doenca curavel. Correlacionar as
caracteristicas clinicas com as informacdes biologicas moleculares permanece como
o principal desafio para atingir periodos prolongados de remissdo. Melhorar a
resposta ao tratamento do Mieloma Mdltiplo ndo envolve apenas o desenvolvimento

de novas terapias, mas também uma melhor aplicacdo dos recursos existentes.

Quadro 2: Tipos de Resposta ao tratamento de mieloma mdltiplo. (Adaptado de: IMWG, 2010).

Resposta : Cntérios IMWG

sCR {CR conforme definido abaixo, + relagéo normal de FLC e auséncia de células
Resposta Completa Otima  :clonais na medula 6ssea por imuno-histoquimica ou imunofluorescéncia.

{Imunofixagfo negativa no soro e na urina e desaparecimento de quaisquer
:plasmocitomas de tecidos moles e <5% de células plasmaticas na medula
ossea.

CR
Resposta Complete

éF’roteina M sérica e urinana detectavel por imunofixacdo, mas ndo por
{eletroforese ou reducdo >90 % na proteina M sérica mais nivel de proteina M na
iurina <100 mg /24 h

VGPR
Resposta Parcial Muito Boa

§>50 % de reducdo da proteina M sérica e reducdo em 24 horas da proteina M
:urinaria em >80 % ou <200 mg / 24 h.

:Se a proteina M sérica e urinaria ndo forem mensuraveis, &€ necessaria uma
idiminuicdo de 5 a =50% na diferenca entre os niveis de FLC envolvidos e ndo
ienvolvidas, em vez dos critérios da proteina M.

PR :

Resposta Parcial :Se a proteina M sérica e urinaria ndo for mensuravel e o ensaio de luz livre no
isoro também n#o, sera necessaria uma reducéo >50% nas células plasmaticas
iem vez da proteina M, desde gue a porcentagem de células plasmaticas da
medula 6ssea seja >30 %.

;Além dos critérios listados acima, se presente no inicio, uma reducéo de =50 %
ino tamanho dos plasmocitomas dos tecidos moles também & necessaria.

Nenhuma mudanca/ doenga
estavel

éNéo atender aos critérios para CR, VGPR, PR ou doenga progressiva.
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Doenga progressiva

“Aumento de =25% do valer de resposta mais baixo em qualguer um ou mais dos
_seqguintes itens:

:Cﬂmpnnente M sérico e / ou (o0 aumento absoluto deve ser =0,5 g f dL);

:CGITI ponente M urindrio & { ou (o aumento absoluto deve ser =200 mg f 24 h);

“Apenas em pacientes sem niveis mensuraveis da proteina M no soro e urina; a
“diferenga entre os niveis de FLC envolvidos e no envolvidos. O aumento
.absoluto deve ser =10 mg [ dL;

‘Porcentagem de células plasméaticas da medula dssea; a porcentagem absoluta
“deve ser =10 %;

-Desenvolvimento definitivo de novas lesdes dsseas ou plasmocitomas dos
-tecidos moles ou aumento definitivo do tamanho das lestes dsseas existentes
“ou dos plasmocitomas dos tecidos moles;

-Desenvolvimento de hipercalcémia (calcio sérico cormigido =11,5 mg / dL ou 2,65
‘mmaol § L) que pode ser atribuido unicamente ao distirbio proliferativo das
“células plasmaticas.

Recaida

-Recaida clinica requer um ou mais dos sequintes itens:

JIndicadores diretos de doenga crescente e f ou disfungdo organica final
-(caracteristicas CRAB). Mao & usado no calculo do tempo até a progresséo ou
-sobrevida livre de progressdo, mas esta listado agui como algo que pode ser
“relatado opcionalmente ou para uso na pratica clinica.

‘Desenvolvimento de novos plasmocitomas de tecidos moles ou lesdes dsseas

-Aumento definitive no tamanho de plasmocitomas existentes ou lesdes dsseas.
:Um aumento definitivo & definido como um aumento de 50% (e pelo menos 1
.cm) conforme medido em série pela soma dos produtos dos didmetros cruzados
.da lesf8o mensuravel

“Hipercalcemia (= 11,5 mg [ dL) [2,65 mmal { L]

-Diminuigdo da hemoglobina de =2 g f dL [1,25 mmal / L]

-dumento da creatinina sérica em 2 mg / dL ou mais [177 mmal f L ou mais]

Recaida de CR (Para ser
uzado somente == o ponto
final estudado for sobrevida

livre de doenga)

-Qualguer um ou mais dos seguintes itens:

-Reaparecimento da proteina M sérica ou urinaria por imunofixagdo ou
“eletroforese

‘Desenvolvimento de =5% de células plasméticas na medula desea

-Aparecimento de gualguer outro sinal de progressao (ou seja, nova
-plasmocitomna, lesio ossea litica ou hipercalcemia)
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1.3.3 Terapia Total

A heterogeneidade intratumoral é considerada como a principal barreira na
busca pela cura do MM (Morgan et al, 2012). Estudos que utilizaram
Sequenciamento de Proxima Geracdo demonstraram que subclones que estdo
presentes no momento do diagnostico adquirem perdas e ganhos cromossémicos
gue levam a evolugéo de subclones em pacientes recidivados (Corre et al., 2015).
Dois padrdes de evolucéo das células de MM foram observados: (1) um padrao ndo
linear no qual subclones dominantes foram extintos através da terapia, seguido da
sobrevivéncia de subclones de menor expressdo que levaram a recidiva e
resisténcia ao tratamento (Magrangeas et al., 2013); e (2) um padréo linear, em que
os subclones do diagnéstico sofreram modificagbes durante o tratamento inicial, que
levaram a recaida desses pacientes (Keats et al., 2012). A escolha da combinacgéo
de medicamentos € feita baseada na progressdo do MM, tanto no momento do
diagndstico quanto no decorrer do tratamento. Visando os subclones do MM e como
cada um responde a diferentes medicamentos foi criada a Terapia Total, que
emprega todos os farmacos ativos para MM em um Unico esquema de tratamento
(Usmani et al., 2013).0 ensaio clinico que resultou na Terapia Total 2 (TT2), foi
projetado para avaliar a propriedade antiangiogénica da talidomida e se a
quimioterapia adicional apds o TACTH eram eficazes. Também foram avaliados os
tipos de efeitos colaterais que ocorreram devido ao TT2 e a frequéncia da ocorréncia
(ClinicalTrials.gov Identifier: NCT00083551). A TT2 abrangeu quatro etapas de
tratamento: Inducdo, Transplante 1 e 2, Consolidacdo e Manutencao (Figura 5), e

acompanhou os participantes por um periodo de 12 anos.
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Indugao Transplante Consolidagdo
VAD MEL (200 mg) DPACE D+IFN +
DCEP 1 2 X dia (4 ciclos) Com ou sem
CAD talidomida
DCEP 2
ou
IFN +
Com ou sem
talidomida
(A) doxorrubicina; (V) vincristing, (D) dexametasona (C) ciclofosfamida; (E) etoposideo; (P) isplatina; (IFN) interferon-o

Figura 5: Esquema de medicamentos utilizados nas fases da TT 2. Os pacientes participantes foram
randomizados ou n&o para o uso de talidomida. (Adaptada de:Barlogie et al., 2014)

Os pacientes que participaram desse ensaio foram randomizados para receber
talidomida (323 participantes - TAL+) ou ndo (345 participantes — grupo controle).
Aqueles participantes que foram eleitos para o TACTH, e que foram randomizados
para talidomida, continuaram a receber o medicamento apos o transplante (Figura
5).

O tempo de sobrevida global foi de 65% no grupo controle e de 68% no grupo
TAL+. Quando avaliado o tempo em que 0S pacientes mantiveram uma resposta
completa a inducéo, o grupo TAL+ apresentou um aumento de 8%, comparado ao
grupo controle (Figura 6). A estimativa de recaida apds cinco anos para 0 grupo que
recebeu talidomida foi de 34%, menor que o grupo controle, que obteve uma
estimativa de 42%.
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Registro em anos Anos de incidéncia cumulativa de Resposta Completa
[a] [b]
Figura 6: [a] Relacdo entre a probabilidade de sobrevivéncia em relacdo ao tempo de

acompanhamento do estudo. [b] Relacdo entre a probabilidade de sobrevivéncia e o nimero
cumulativo de tempo de resposta completa. Sem talidomida em vermelho; Com talidomida em verde.
(Adaptada de: Barlogie et al., 2014)
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No decorrer do TT2, amostras de sangue de medula 6ssea dos 668 pacientes
participantes foram coletadas. Através dessas amostras, diversas analises como
perfil de expressdo génica, metilacdo e de polimorfismos de nucleotideo Unico foram
realizadas em diferentes contextos. Os arquivos CEL dessas amostras estao
disponiveis mediante solicitacdo por meio de um contrato de transferéncia de
materiais. E dentro de alguns contextos determinados, estdo disponiveis no banco
de dados GEO.

1.4 Gene Expression Omnibus (GEO)

O banco de dados internacional GEO, criado em 2000 através de uma iniciativa
do National Center for Biotechnology Information (NCBI) € um repositério publico
que arquiva e distribui, de forma livre, dados de expressao génica de larga escala e
entre outros conjuntos de dados de gendmica funcional (Edgar, 2002). O GEO
suporta dados derivados da comunidade cientifica que especificam o fornecimento
de varios elementos de estudo criticos, incluindo dados brutos, dados processados e
metadados descritivos (Clough e Barrett, 2016). Além do armazenamento de dados,
€ possivel realizar analises genémicas comparativas, tais como perfis de
imunoprecipitacdo da cromatina, perfil de RNA néo-codificante, genotipagem de
polimorfismos de base Unica (SNP) e analises de metilacdo (Barret et al, 2010). Até
2013, o GEO ja comportava mais de 32 mil estudos (séries), contemplando mais de
800 mil amostras de 1600 organismos diferentes (Barrett et al., 2013). Em cada uma
das séries de amostras que compdem 0 experimento, € possivel obter informacdes
sobre a plataforma onde foi realizado o ensaio, dados clinicos e dados

suplementares (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/info/overview.html).

Em 2016, o GEO detinha 54.640 estudos publicos, compreendendo mais de
1,3 milhdo de amostras, derivadas de 2889 organismos diferentes (Clough e Barrett,
2016). Até a data de hoje (setembro de 2018), ha 115.957 estudos publicados, que

compreendem aproximadamente 3 milhdes de amostras
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(https://www.ncbi.nim.nih.gov/geo/summary/?type=series). A estimativa é de que
com o avanco tecnoldgico, haja um nuimero cada vez maior de deposicdo de dados

e consequentemente, trabalhos publicados utilizando o banco GEO.
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1.5 Justificativa

O MM ainda é considerado uma doencga incuravel, porém o0s recentes avangos
terapéuticos, principalmente a inclusdo de IMiDs ao tratamento, melhoraram
significativamente a taxa de sobrevida global dos pacientes. Além de ser fabricada
no Brasil, a talidomida é dispensada unicamente pelo SUS, principalmente por ser
um teratdgeno. O uso da lenalidomida foi aprovado pelo Ministério da Saude em
dezembro de 2017, mas somente para o tratamento de MM Refratario/Recidivado.
Embora a taxa de sobrevida global seja significativamente melhor com os IMiDs, ha
uma grande heterogeneidade nos desfechos entre os pacientes que utilizam os
regimes com talidomida e seus analogos, em conjunto, ou ndo, com outros

medicamentos.

Estudos ja publicados (Prideaux et al., 2014; Mitchell et al, 2016; Bolli et al.,
2016), correlacionam as respostas ao tratamento com IMiDs a fatores genéticos,
como mutacdes ou expressdo diferencial. O estudo da influéncia de fatores
genéticos no desfecho individual ao tratamento do mieloma multiplo é relativamente
recente e, até o momento, pouco difundido. Contudo, é essencial para entender a
eficacia do tratamento e a ocorréncia de efeitos adversos. Genes diferencialmente
expressos relacionados a diferentes tratamentos para MM podem configurar
potenciais biomarcadores, colaborando com a aplicacdo de terapias moleculares, o
que pode tornar sua avaliagdo bastante relevante. Além disso, € sabido que a
propriedade antiangiogénica da talidomida também esta relacionada a
teratogenicidade, dessa forma, os genes diferencialmente expressos podem
colaborar na busca pelo entendimento de mecanismos moleculares da Embriopatia

da Talidomida e contribuir na busca por analogos néo teratogénicos.

Uma alternativa que vem sendo bastante utilizada para a analise de expresséo
génica € o uso de dados secundarios a partir de repositérios publicos. Além de ser
uma estratégia de baixo custo, permite o levantamento de hipéteses que podem ser
adequadamente testadas em diferentes contextos, abrangendo um namero maior e
mais detalhado de respostas. Essa estratégia pode sugerir novos alvos para futuras

pesquisas de biomarcadores de resposta ao tratamento de IMiDs.
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2 Objetivos

2.1 Objetivo Geral

Analisar a expressao génica diferencial em amostras de Mieloma Multiplo em
humanos, relacionada ao tratamento com imunomoduladores e a progressao
tumoral, a partir de dados secundarios provenientes de ensaios experimentais

depositados em bancos de dados publicos.

2.2 Objetivos Especificos

Q Comparar o padrédo de expressao génica entre tecido normal e tumoral,

Q Avaliar o padrdo de expressdo e as caracteristicas dos genes, dentro
da janela de tratamento com talidomida ou seus anélogos;

Q Avaliar o padrdo de expressdo e as caracteristicas dos genes, dentro
da janela de tratamento com IMiDs associados ou ndo a outros medicamentos;

a Investigar as vias moleculares de ac¢ao, identificando genes upstream e
downstream aos alvos da talidomida ou seus analogos, previamente sugeridos;

a Comparar os resultados encontrados com estudos que abordaram as
propriedades terapéuticas da talidomida ou seus analogos;

a Investigar os processos celulares nos quais os genes diferencialmente
expressos estao envolvidos;
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3 Materiais e Métodos

Todas as informacdes utilizadas nesse estudo sdo oriundas de dados
secundarios de ensaios experimentais previamente disponibilizados no Gene

Expression Omnibus (GEO).

3.1 Amostras

Foram utilizadas amostras depositadas no banco de dados publico Gene
Expression Omnibus (GEO) do National Center for Biotechnology Information
(NCBI), disponiveis em formato fastq. Como critério de inclusédo, foram selecionadas
amostras de mieloma mdultiplo e de individuos saudaveis, tratadas ou ndo com
regime quimioterapico. Como critério de exclusdo, amostras de outros diagnésticos

nao foram incluidas.

3.2 Métodos

3.2.1 Normalizagéo

Os dados brutos de todas as amostras analisadas foram normalizados no
software RStudio Desktop v.1.0.1. em linguagem R (v.3.5.1), utilizando a funcéo
justRMA do pacote affy disponibilizado para a plataforma Affymetrix (Irizarry, c2018).
Todos os arquivos CEL no diretério de trabalho foram lidos e convertidos em uma
medida de expressdo usando RMA (Irizarry, c2018). O RMA (“Robust Multichip
Analysis”) € um algoritmo que realiza a corre¢ao de fundo utilizando as intensidades
das sondas PM (Perfect Match probe) e normalizacdo por quantil (Irizarry et al.,
2003). Para a selecédo de sonda 6tima de microarranjo, utilizamos o pacote JetSet
(Li, 2011).
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3.2.2 Determinagéo de Expressao Diferencial

Os genes diferencialmente expressos (GDEs) em cada um dos ensaios foram
determinados através das func¢des ImFit, makeContrasts, contrasts.fit e eBayes do
pacote limma (Ritchie et al., 2015). Os valores-P e valores-P ajustados foram
considerados como estatisticamente significativos quando < 0,05, para todos os
ensaios, atribuindo-se o logFC (log Fold Change - medida que descreve quanto uma
guantidade muda entre uma medida original e uma subsequente.). O logaritmo no
logFC é calculado para a base 2, isso significa que cada unidade do logFC pode ser
vista como uma diferenca multiplicada por dois na expressao génica ( FC = 2
logFC). O método "BH" (Benjamini e Hochberg (1995)), foi utilizado para o controle
da taxa de FDR. Esse é um método de ajuste padrdo utilizado pelas fun¢cbes de
GDE por ser provavelmente o mais apropriado para estudos de microarray (Smyth e
Altman, 2013). Os GDEs foram ilustrados através de gréaficos de vulcdo gerados no

RStudio Desktop v.1.0.1. pelo pacote ggplot2.

3.2.3 Anédlises de Biologia de Sistemas

As redes de interacdo dos genes diferencialmente expressos foram obtidas em
diferentes ferramentas, tais como o banco de dados STRING (European Molecular
Biology Laboratory, EMBL - Versdao 10.5), para montagem de redes proteina-
proteina o STITCH (EMBL - Versdo 5.0), para elaboracdo de redes proteina-
farmaco. Foram realizadas as analises de biologia de sistemas desses genes, tais
como enriguecimento de ontologias e vias, avaliacdo de aglomerados e comparacao
de estruturas de redes no software Cytoscape v.3.6.0 com o0s plugins
disponibilizados no site Cytoscape Apps. Avaliagdes similares foram também
executadas em linguagem R, através do pacote clusterProfileR (Yu et al.,2012), de
acordo com a classificacdo do banco de dados KEGG Pathways (GenomeNet) e

ReactomeDB.

O GO é composto por trés tipos de ontologias que independem entre si. (a)
Componentes Celulares: descreve em qual compartimento celular o produto ativo do

gene esta; (b) Fungbes Moleculares: diz respeito a descri¢cdo das fungbes dos genes
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relacionados como atividades, podem ser realizadas por produtos génicos
individuais, ou por complexos montados de produtos génicos; e (c) Processos
Biologicos: relacionados a processos fisicos ou quimicos que tem relacdo com a

participacdo de um gene, ou produto desses, relacionado a area bioldgica.

3.3 Aspectos Eticos

Todos os dados depositados no GEO foram submetidos com a concordancia
dos pesquisadores, que estdo cientes de que 0s mesmos estdo disponiveis
publicamente, para serem utilizados de forma secundaria em andlises e/ou

publicacdes.

E responsabilidade do pesquisador que submeteu os dados, garantir que 0s
individuos participantes do grupo amostral tenham assinado o consentimento de que
os resultados do projeto sdo submetidos a um banco de dados publico, e assegurar

a privacidade de cada um dos participantes (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo).

4 Resultados e Discussao

4.1 Amostras

Ao todo, foram utilizados sete estudos (Microarray) depositados no banco de
dados GEO (GSE6691 [Gutiérrez et al., 2007]; GSE8546 [Burington et al., 2008];
GSE38627 [Heuck et al.,, 2012]; GSE58133 [Tacchetti et al.,, 2014]; GSE68871
[Terragna et al., 2016]; GSE37302 [Bolzoni et al., 2013] e GSE75084). O GSE6691

possui doze amostras de medula 6ssea de pacientes de MM recém-diagnosticados


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo
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(sem tratamento) e cinco amostras de plasmocitos de doadores saudaveis. Nos

outros seis estudos abordados, todas as amostras de MM receberam algum tipo de

tratamento ao decorrer dos experimentos realizados em cada um dos GSEs.

Informacdes sobre as amostras e desenvolvimentos dos ensaios estdo nas Tabelas

4eb.

Tabela 4: Estudos utilizados nas analises relacionadas a talidomida.

GSE8546

GSE38627

GSE58133

GSEG8871

42 amostras

Amostra de pacientes®
recém-diagnosticados
Tecido Medula Ossea

48 horas apés

Experimento :
a terapia

Pré-talidomida
Grupos e
Pas-talidomida

130 amostras
de pacientes*
recidivados

Medula Ossea

Apds a
Terapia Total 2

Com talidomida
e
Sem talidomida

120 amostras
de pacientes*

Medula Ossea

Apés tratamento com
VTD

Neuropatia Periférica
de grau =2
e
Neuropatia Periférica
degrau=2

118 amostras
de pacientes*

Medula Ossea

Apos tratamento com
VTD

Resposta Completa
e
Resposta Parcial

* pacientes com diagnéstico de MM.

Tabela 5: Estudos utilizados nas analises

pomalidomida.

relacionadas ao tratamento com lenalidomida e

lenalidomida

pomalidomida

GSE8546

GSE37302

GSE75084

GSE37302

Amostras de pacientes

Amostra de MM recidivos

Tecido Células de Medula Ossea

48 horas apos a

Experimento - ) .
P terapia com lenalidomida

Pre-lenalidomida
(n=36)e
Pas-lenalidomida
(n=19)

Grupos

6 amostras de

Células de Comerciais

(Linfoma de MM}

LEN (100 pM) por 24 hs

Controle e lenalidomida

5 amostras de pacientes
tratados com lenalidomidae

obtiveram remissdo

Células de Medula Ossea

Apos tratamento
com lenalidomida

Sem lenalidomida e Com

lenalidomida

6 amostras de
Células de Comerciais

Linfoma de MM

POM (100 pyM) por 24 hs

Controle e pomalidomida

(LEN = lenalidomida; POM = pomalidomida)
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4.2 Normalizacéao

O processo de normalizacdo foi realizado com sucesso, resultando em

amostras sem grandes variagcbes na mediana (FIGURA 7). Foi realizada a Analise

de Componentes Principais (PCA), e todos 0s ensaios apresentaram-se dentro da

normalidade.

GSEG6BB71 - Normalizagao - Resposta ao Tratamento

» “lllu

uoissaid=a auab ane|ax

Figura 7: Boxplot realizado apds a normalizacdo das amostras do GSE68871. As barras coloridas no
topo da imagem apontam os desvios de valores de expressado das amostras avaliadas no estudo.
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4.3 Determinacao de expresséo diferencial

Os valores de logFC conferidos a cada amostra serédo detalhados nas secoes a

seguir. Os GDEs ilustrados através de graficos de vulcdo (Figura 8) estdo em suas
sessdes correspondentes.

Voicano Plot Pomalidomida

(y = -log10(P.Vaiue))
s 100

~l0gwo(p.vaiue)

0
log2 fold change

Figura 8: O gréafico ilustra os genes diferencialmente expressos no GSE37298

(pomalidomida). As linhas rosa cortam o eixo X no logFC igual a 1 e -1. A linha verde corta o
eixo Y no -log10 (valor-P) igual a 1..

4.4 Células de mieloma multiplo versus plasmadcitos saudéaveis

A analise de genes diferencialmente expressos em MM foi realizada em duas
etapas, ambas utilizando um valor-P ajustado < 0,05 como estatisticamente
significativo. Na primeira, o nimero total de GDEs foi de 1569 em amostras de MM,
com um valor de corte de logFC maior que 1 para genes hiperexpressos (1503

genes) e logFC menor que 1 negativo para hipoexpressos (66 genes). Na segunda
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etapa considerando o valor de logFC para maior que 2 e menor que menos 2, foram
identificados 91 genes hiperexpressos e 6 genes hipoexpressos (Quadro 3).

Os genes hipoexpressos nao formaram redes de interacdo proteina-proteina, e

4CRBN

nem com o complexo Ubiquitina E3 Ligase (CRL ) e os IMiDs (dados nao

apresentados).

Quadro 3: Genes diferencialmente expressos em amostras de MM. (Em negrito, genes que codificam
proteinas que formam redes com o Complexo CRL4“"®" + IMiDs).

Genes hipoexpressos (logFC <-2) Genes hiperexpressos (logFC = 2)

AASDHPPT, ABI1, ADM, ARPP19, ATG12, ATP1B1,
ATP50, BTBD3, BUD23, C1QBP, C6orf62, CGAMLG,
CAPZA2, CCNB1IP1, CCNG1, CCNI, CCT3,
CCT6A, CIRBP, CLNS1A, COPS2, CREG1, CSDET,
CSNKTA1, CTSO, DAD1, DBF4, DBI, DESI2, DKK1,
DYRK1A, EAPP, EDNRB, EIF2AK2, EIF3M, ELOC,
EMC7, ETF1, FAM13A, FBL, FTL, FXR1, GALNTT,
GPI, HAT1, HERCS5, HGF, HIGD2A, HIST1HIC,
HISTIH2AC, HNRNPU, HPRT1, HSP90AB1, IFI6,
IFITM1, IMPDH2, ISG15, LAMP1, LAMP3, LAMPS,
LAP3, MAFF, MIF. MXx1, NDUFA5, NME1, OAZ1,
OLA1, PFDN4, PFN1, POLE3, PSMB7, RAB21,
RAN, RBM3, RPL35, SELENOP, SELENOT,
SLC39A6, SNRPE, SOD1, SRRM1, SSBP1, SSR3
ST3GAL6, TCEAL4, TMEM123, UBE2G1
UGT2B17, VAMPT7, ZMPSTE24

IGKC, IGLC1, IGLJ3, SCD5, XIST e ZNF160

Os cinco principais mecanismos biolégicos identificados através da GO (valor-P
= 0,003) envolveram os genes hipoexpressos IGKC e IGLC1, e incluiram: (1) o
reconhecimento de substancia fagocitada por células fagocitarias (GO: 0006910),
gue é baseada no reconhecimento de fatores como componentes de parede celular
bacteriana e moléculas de sinalizacdo intracelular da célula fagocitaria; (2) regulacao
do Sistema Complemento (GO: 0030449), que envolve qualquer processo que
module a taxa ou extenséo da ativagdo do Sistema Complemento; (3) a regulagao
da cascata de ativacéo proteica (GO: 2000257), que envolve qualquer processo que
module a frequéncia, taxa ou extensédo da cascata de ativacdo de proteinas; (4) a
biossintese de fagossomos (GO: 0006911), que abrange a internalizacdo de

moléculas e inducdo da captacdo através da membrana da célula fagocitica, entre
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outros; e (5) a Via de sinalizacdo do receptor Fc-¢ (GO: 0038095), essa fungéo
abrange sinais moleculares que sao iniciados pela ligacdo da porcdo Fc da IgE a um
receptor Fc-€ na superficie da célula receptora e termina com a regulagdo de um

processo celular posterior.

Quando avaliamos redes de interacbes proteina-proteina adicionando o
CRL4“RBN e 0s IMiDs, os genes hiperexpressos CCNB1IP1, COPS2, HERCS,
ISG15, SSR3 e UBE2G1 apresentaram uma interacdo com o Complexo e os IMiDs

(Figura 9.a).

Os principais processos biologicos resultantes da analise de enriqguecimento de
GO (Figura 9. b) parecem estar especialmente associados aos mecanismos de
imunomodulagéo e ubiquitinacdo, uma vez que as principais GO enriguecidas para
proteinas citadas acima foram: (1) a regula¢do negativa da producédo de IFN tipo |
(GO: 0032480) e (2) a regulacdo da producdo de IFN tipo | (GO: 0032479),
processos que interrompam, previnam ou reduzam a frequéncia, a taxa ou a
extensdo da producéo de IFN do tipo I; (3) a producéo de IFN tipo | (GO: 0032606),
biossintese ou secrecao de interferon apds um estimulo celular, resultando em no
aumento em seus niveis intracelular ou extracelular; (4) a resposta antiviral (GO:
0050688), processos que modulam a frequéncia, taxa ou extensao da resposta
antiviral de uma célula; (5) a regulacdo negativa da producédo de citocinas (GO:
0001818), interrompendo, evitando ou reduzindo a taxa de producdo de uma
citocina; (6) a ubiquitinacdo de proteinas (GO: 0016567) e (7) a denedilacdo de uma
proteina (GO: 0000338), que consiste na remocdo de NEDD8, uma proteina tipo
ubiquitina. NEDD8 é conjugada ao Complexo Ubiquitina E2, que se liga ao
Complexo CRL4<REN
al., 2018).

e faz a nedilagdo do IKZF3 dependente de IMIiDs (Sievers et

Também foi realizada a andlise através do enriquecimento de vias envolvendo
esse conjunto de genes, e da mesma forma as vias enriquecidas estdo associadas
aos processos de imunomodulacdo e ubiquitinacdo desses farmacos. As vias
associadas (1) a reguladores negativos de sinalizagdo DDX58 / IFIH1 (R-HSA-
936440), que trata de genes envolvidos na producéo de IFN mediada por RIG-I, que
€ capaz de induzir a propria transcricdo resultando em um loop de hiper-regulacéo
de IFN; (2) ao mecanismo antiviral de ISG15 (R-HSA-1169408), que codifica uma
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proteina semelhante a ubiquitina (Ubl), fortemente induzida por exposicédo a IFNs e
outros estresses; (3) ao mecanismo antiviral por genes estimulados por IFN (R-HSA-
1169410); (4) a inducdo de IFN alfa/beta mediada por DDX58 / IFIH1 (R-HSA-
168928); e (5) sinalizacdo de IFN (R-HSA-913531) foram relacionadas a esses
genes, principalmente a HERC5 e ISG15 (Figura 9.c).



46

0qUHWID
$£0 €0 520 0z0

g_n

- e v ~n

g&'?-!,‘s
i.0000

© | SISBEUAS WNQ LOISHSIES JO UOGRUALIS |

o [ SHUATUD 73 PUR |3 0 SHOJ UGNDIGN BN 1O SIEIIIS
vogepasad g ussanoxd valoue PATRPIW DHN | S5O0
necay vNQ

UOGEPRIDAD MUOSEAN0LY B UOTEULIDNYN (urssa0xd Uty
Cureulrs uosapow

TROGEYAR-LORLIRI O VOSINEUI PHEDNL- | HIABSXAA
SaUAD PARPRLTS N I AQ WSKBUII RINGN

WSUBPIW [RIWLE G105

Cuyeulis | HEARIXQQO 0 S0ienla) aagetan

oneywI9
oo sZo oo

N

o | LonEppauap usaoid

180077

—
|PIOPIRUD|
oy

LogEURNDIGAROd U0 02509 '

woNPOId auRolld Jo uogendas angedau
L18NOD
STUIA 0] @5L0ASD) ASUIPD »

©
LONPAId VOJBPBWI | 44 ‘

LORINPOID VOSBRI | 2AA] JO vogeNGa) m

LoRINPOId LOIapAN | 2d4 Jo vogenba anqebau

tre proteinas de genes hiperexpressos (setas vermelhas) em MM +

ao en

e IMiDs; [b] processos bioldgicos resultantes da analise de enriquecimento de GO; [c]: vias

enriquecidas envolvendo os genes CCNB1IP1, COPS2, HERCS5, ISG15, SSR3 e UBE2G1.

a] Rede de intera¢

CRB"IJ

Figura 9
CRL4



47

4.5 Talidomida

Para analisar a influéncia do uso de talidomida na expressao diferencial dos
genes, avaliamos quatro diferentes parametros: (1) antes e apds o uso de agente
anico; (2) no cenario do TT2, com ou sem talidomida; (3) Grau de neuropatia
periférica, se > ou < que o grau 2 e (4) Classificacdo na resposta ao tratamento,

entre as respostas Completa ou Parcial.

Ao analisar as amostras referentes a terapia com agente Unico, considerando
como estatisticamente significativo um valor-P corrigido < 0,05, obtivemos um gene
diferencialmente expresso (Figura 10.a), CELSR2 (logFC = - 0.240).

Foi realizada a predicdo de formacdo de redes proteina-proteina e proteina e

rede formada juntamente ao CRL4“REN

+ IMiDs. A proteina CELRS2 ndo mostrou
interacdo com o Complexo, ou com os IMiDs (Figura 10.b), porém na predicdo de
rede proteina-proteina, houve a formacdo de uma rede envolvendo CELSR2,
MYO16 e PHF20 (Figura 10.c). Analisamos se haviam interagbes entre essas
proteinas em processos bioldgicos, componentes celulares e fun¢cdes moleculares,
mas nao houve dados estatisticamente significativos que apresentassem para essas

interacodes.

O gene CELSR2 (Cadherin EGF LAG Seven-Pass G-Type Receptor 2),
codifica uma proteina da familia das caderinas-flamingo, localizada na membrana
plasmatica. Tem como funcdo molecular a atividade de receptor acoplado a proteina
G (GO: 0004930), e € associada a doencas cardiovasculares (Wang et al., 2014).
Embora o valor-P corrigido seja estatisticamente significativo, é possivel que por o
logFC referente ao gene CELSR2 ser pequeno, ele ndo possua uma relevancia
biologica.

N&o foram encontrados genes diferencialmente expressos nos modelos que
compreendiam TT2 e Neuropatia Periférica, com valor-P corrigido significativo < 0,05

(Figura 10.d e 10.e, respectivamente).

Ao investigar a modificacdo na expressédo génica entre grupos que atingiram
Resposta Completa e Resposta Parcial, apos o tratamento com talidomida,
obtivemos quatro DEGs, com logFC > 1: MYO1B, GALNT1, ERAP1 e IGH (Figura
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10.e) no grupo que obteve Resposta Completa. A predicao de redes de interacéo de
proteinas com o CRL4“"®N + IMiDs n&o indicou interacdo entre as proteinas citadas
e CRL4“RBN + IMiDs. Analisamos se haviam interacdes entre essas proteinas em
processos bioldgicos, componentes celulares e fun¢cdes moleculares, mas nao foram

observados dados estatisticamente significativos que apontassem essas interagoes.
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4.6 Lenalidomida

Para avaliar o impacto que o uso da lenalidomida causa na expressédo génica
frente ao tratamento do MM, foram abordados dois ensaios. A primeira abordagem
foi utilizando amostras de pacientes de MM recidivados, comparando a expressao
dos genes antes do uso de lenalidomida, e apds 48 h (25 ou 50 mg/d). Empregando
um valor-P corrigido < 0,05, foram obtidos dois genes diferencialmente expressos:
SPR (logFC = 0.43) e ARF3 (logFC = 0.62). E possivel que pelo baixo valor de
logFC dos genes acima citados, que a diferenca encontrada na expressao génica

nao tenha um sentido biolégico relevante.

Utilizando o STITCH, foi possivel visualizar a interacdo de ambas as proteinas
através da UBC (Ubiquitina C) com a rede formada juntamente ao CRL4“R®N + IMiDs
(dado nao apresentado). Ao analisar as principais GO de SPR e ARF3, néo foram
observadas fun¢des em comum. O principal processo bioldgico associado a SPR foi
a biossintese de compostos contendo pteridina (GO: 0042559), como acido pterdico
e acido félico; enquanto para ARF3 foi o transporte direcionado de moléculas,
através de vesiculas de transporte, da rede trans-Golgi para a membrana plasmatica
(GO: 0006893). Quando analisado o enriquecimento de vias, ndo houve via que
fosse comum a ambas as proteinas. A rota principal para ARF3 foi a de Sintese de
PIPs na membrana do Golgi (R-HSA-1660514), a proteina esta envolvida na sintese
de fosfatidilinositol 4-fosfato (P14P) a partir da fosforilagdo do fosfatidilinositol (PI) na
membrana do Golgi; e para a SPR a ativacdo de eNOS (R-HSA-203615). A segunda
abordagem investigou a expressao de genes em linhagens comerciais de MM
(linhagem JIN3). As células do grupo controle foram cultivadas em DMSO por 24 h,
enquanto o grupo alvo foi cultivado com lenalidomida (100 pM) por 24 h.
Considerando como estatisticamente significativo o valor-P corrigido < 0,05, 97
genes foram identificados como diferencialmente expressos (Quadro 4), desses, 14
genes tiveram sua expressao diminuida (logFC<-1), e 83 foram superexpressados
(logFC > 1).

Quando avaliamos redes de interacbes proteina-proteina adicionando o

CRL4“RBN e 0s IMiDs, as proteinas dos genes hipoexpressos BCAT1 e ITGAS, e 28
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genes hiperexpressos (no quadro 4; em negrito), apresentaram uma interagdo com o

Complexo e os IMIDs (Figura 11).

Quadro 4: Genes diferencialmente expressos em amostras tratadas com lenalidomida.
(Em negrito, genes que codificam proteinas que formam redes com o Complexo
CRL4F®N + IMiDs).

Genes hipoexpressos na cultura de 24 hs. Genes hiperexpressos na cultura de 24 hs.

AFF4, ALDH7A1, ANKRD22, APOL6, ARHGEF7,
ASB2, BLNK. BLVRA, G150rf48, C2, CBXS,
CGL2, CDH1, CDK5R1, CEBPA, CLASPT,

COL6A1, CORO1B, C5F2RB, CTGF, GXCL12,

CYP1A1, CYP1B1, DDO, DDR2, DTX3L,

DYNG2H1, EMP1, EMP2, EPHX1, F13A1, FGL2,

FRMD4B, HNMT, IFIT3, IGFBP3, IKZF3, IL41,
INOB0D, KCNS3, KDELR3, KITLG, LACC1,

LGALS3BP, LHFPL6, MUCT, MYBPG2, MYO1E,

MYOF, NFKBIZ, PARP9, PDE4B, PDGFRL,
PES1, PLXDC2, PPIC, PROS1, PRTFDCT,
PSMBB-AS1, PTN, RAB38, RHOU, RSPH3,
RUBCNL, S100A9, SELENOP, SERPINH1,
SGMS2, SOCS3, ST7-AS1, STAP2, STAT1,
SUPT6H , TAGAP, TENM3, TEX14, TMEM173,
TMEM173, TMEM45A, TSPAN2, USP9X, VMP1,
ZNF652, RSPH3, RUBCNL, S100A9, SELENOP,
SERPINH1, SGMS2, SOCS3, STT-AS1, STAP2,
STAT1, SUPT6H, TAGAP, TENM3, TEX14,
TMEM173, TMEM173, TMEM45A, TSPAN2,
VMP1, ZNF652.

BCAT1, BCDIN3D, C30rf80, CMAHP,
CNR1, FDXACB1, GPR18, INHBE,
ITGA8, LOC101928000, NAV2,
RASGRP2, SLAMF7, UNC13C.

N&o foram identificados processos bioldgicos que fossem comuns entre as
duas proteinas dos genes hipoexpressos. Para BCAT1l, o envolvimento em
processos celulares de metabolizacdo foi apontado, principalmente através dos
processos catabdlico e metabdlico de aminoacidos de cadeia ramificada (GO:
0009083 e GO: 0009081) e de processos relativos a reacdes quimicas e a vias que
resultam na quebra de aminoacidos contendo um esqueleto de carbono,
compreendendo isoleucina, leucina e valina, por exemplo. Por outro lado, a proteina
ITGAS foi fortemente associada a processos de resposta a estimulos, destacando-se
0s processos de regulacdo positiva da resposta celular ao estimulo transformador do
TGF-B (GO: 1903846) e o desenvolvimento do tecido muscular liso (GO: 0048745).
Foi realizada uma anélise através do enriquecimento de vias para verificar se havia

alguma interacéo. O resultado apontou as mesmas relagdes que haviam sido feitas



52

aos processos bioldgicos, e que ndo havia interagcdes entre as proteinas, sendo a via
envolvida no metabolismo de aminoéacidos e derivados mostrou-se exclusiva de
BCAT1 (R-HSA-70895), e a via de moléculas associadas com fibras elasticas a
proteina ITGA8. Nao ha até o momento estudos que abordem qualquer um dos
processos biolégicos, rotas ou interacdes que foram mencionados acima que

tenham ligacdo com o tratamento com IMiDs ou relacionados ao mieloma multiplo.

Ao investigar quais as principais funcdes resultantes da GO nos genes
hiperexpressos, cujas proteinas obtiveram interacdo com o CRL4“REN + IMiDs, foram
apontadas as funcdes de regulacdo positiva da resposta de defesa ao virus pelo
hospedeiro (GO: 0002230 — DTX3L, PARPY9, STAT1, TMEM173), de regulacédo da
resposta e regulacdo da via de sinalizacdo mediada por IFN-gama (GO: 0060330 e
GO: 0060334 — PARP9, SOCS3 e STAT1), regulacdo da cascata JAK-STAT
(G0O:0046425 — CDK5R1, CYP1B1, PARP9 e SOCS3). Adicionalmente, foi feita uma
investigacdo sobre a interacdo dos 28 genes hiperexpressos em vias moleculares,
considerando atividade bioquimica ou o papel como um componente de um
processo maior. As proteinas STAT1, CBX5, DTX3L, SUPT6H e PARP9 foram
indicadas na funcdo de ligacdo de histonas (GO: 0042393). De acordo com a
definicdo dessa funcdo molecular, essas proteinas estdo envolvidas na
condensacao e enrolamento dos cromossomos durante a divisdo celular e também

estdo envolvidas na supressao inespecifica da atividade génica.
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A fim de identificar os efeitos do uso pomalidomida na expressédo génica, foi

avaliada a expressao de genes em linhagens comerciais de MM (linhagem JIN3). As

células do grupo controle foram cultivadas em DMSO por 24 h, enquanto 0 grupo

alvo foi cultivado com pomalidomida (100 uM) por 24 h. O resultado foi de 131 genes

diferencialmente expressos (valor-P corrigido < 0,05), sendo 24 hipoexpressos

(logFC > 1) e 107 hiperexpressos (logFC < -1).

Quadro 5: Genes diferencialmente expressos em amostras tratadas comC 15)

omalidomida. (Em negrito,

genes que codificam proteinas que formam redes com o complexo CRL4 BN IMIDs).

Genes hipoexpressos

Genes hiperexpressos

ABHD6, BCAT1, BCDIN3D, C30rf80,
CHAG1, CMAHP, CNR1, FDXACB1,

RASGRP2, SLAMF7, SYNE1, TIGIT,
TK2, TPO, TUBE1, UNG13C, ZBTB47,
7BTB8A ZFP69B

FJX1, GPR18, INHBE, PREX1, PSAT1,

ABCA5, AGVR1, ALDHTA1, ANKRD22, ANTXR1,
ANTXR2, BCL2L11, BLVRA, BMF, BMP2, C2,
CA11, CALHM?2, CALHMS, CBX5, CDG42EPS,

CDH1, CDK5R1, CLASP1, CMBL, COLBAT,
CORO1B, CRHBP, CSRP2, CTGF, CTSH, CTSZ,
CTTNBP2NL, CYP1B1, DDO, DDR2, DNM3, DOK4,
DSEL, DTX3L, DYNC2H1, ELOVL7, EMP1, F13A1,
FGL2 GREM2, H1F0, HBEGF, HEPACAM2,

HS3ST1, IFIT3, IGDCC4, INO8OD, KCNS3, KDELRS3,
KPTN, LACC1, LHFPL6, LHX8, LOC 100506388,

MACF1, MMP13, MUC1, MYBPC2, MYO1E, MYOF,
NCF4, NF1, NFKBIZ, NMRK1, OTUB2, P4HA2,

PARP9, PEBXIP1, PDE4B, PDGFRL, PDK4, PES1,
PHLDA1, PHLDB?2, PLXDG2, PROS1, PRTFDCT,
PSMB8-AS1, PTN, RBMS3, RSPH3, RTN4RL2,
RTP4, RUBCNL, S100A9, SATB1, SELENOP,
SERPINH1, SFRP4, SGMS2, SLC12A6, SLC35F5,

SLC44A1, SMIM14, SOCS1, SOCS3, SORBS2, ST7-
AS1, ST7L, SULF1, TENM3, TGFBI, TMEM173,

TSPAN2, ZFP36L2, ZNF697
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4CRBN +

A predicdo de redes de interacdo de proteinas com o complexo CRL
IMiDs foram entdo construidas através do STITCH. Para os genes hipoexpressos foi

indicada a interacdo de duas proteinas, a BCAT1 e a PSATL1 (Figura 12. a).

As seis principais funcbes de GO (p < 0,004) para os dois genes (BCAT1 e
PSAT1) foram relacionados a biossintese de proteinas, incluindo: o processo
biossintético alfa-aminoacido (GO: 1901607), biossintese de aminoacidos celulares
(GO: 0008652), processo metabdlico alfa-aminocido (GO: 1901605), processo
metabdlico de aminodcidos celulares (GO: 0006520), processo biossintético de
acido carboxilico (GO: 0046394) e processo biossintético de acido organico (GO:
0016053).

A predicdo de redes de interacdo de proteinas com o CRL4“FEN + |MiDs foi
realizada também para os genes hiperexpressos, indicando a interacdo de oito
proteinas, a BCL2L11, BMF, CDH1, CDK5R1, CTTNBP2NL, H1FO, MUC1 e a
S100A9 (Figura 12.b). Com base nessas proteinas, a analise de enriquecimento de
Ontologia de Genes (GO) foi conduzida, sugerindo que quatro genes (BCL2L11,
BMF, MUC1, S100A9) podem desempenhar um papel importante na apoptose
mediada pela pomalidomida. Os processos bioldgicos relacionados foram: regulacéo
da via de sinalizacdo apoptotica intrinseca (GO: 2001242); via de sinalizacao
apoptética intrinseca (GO: 0097193); regulacdo da via de sinalizacdo apoptotica
(GO: 2001233), que envolvem qualquer processo que module a frequéncia, taxa ou
extensdo da via de sinalizacdo apoptética intrinseca, através de sinais como a perda
da supressao da apoptose, a auséncia de certos fatores de crescimento, hormdnios

e citocinas.

Através da analise de enriquecimento de vias envolvendo o conjunto dos oito
genes hiperexpressos, quatro (BCL2L11/BMF/CDH1/H1FQ) mostraram ter um papel
importante na morte celular, provavelmente mediada por pomalidomida, que embora
elencada por sua propriedade imunomuduladora, possui uma poténcia
antiproliferativa. Os genes tiveram duas principais vias associadas, (1) apoptose [R-
HSA-109581] e (2) morte celular programada [R-HSA-5357801].
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4.8 Analise de interseccao de todos os genes diferencialmente expressos
(lenalidomida e pomalidomida)

A fim de verificar se havia interseccdo de genes diferencialmente expressos
entre lenalidomida e pomalidomida, o Diagrama de Venn foi aplicado (Figuras 12 e
13).

Figura 13: Diagrama de Venn de GDEs hipoexpressos na amostra de células tratadas
com lenalidomida (agente Unico por 24 h) e de células tratadas com pomalidomida (agente
Unico por 24 h).

Quadro 6: Lista de genes gerada a partir do Diagrama de Venn de genes hipoexpressos em
tratamentos de aFgBente unico. (Em negrito, genes que codificam proteinas que formam redes com o
complexo CRL4A™® + IMiDs).

GDEs somente em lenalidomida LOCT101928000, ITGAS e NAVZ2

TPO, TK2, TIGIT, EJX1, PSAT1, TUBE1, SYNE1, ABHDS,

GDEs somente em pomalidomida |~ ac1 ZBTREA, ALDH5A1, ZFP69B, ZBTB47, PREX1

FDXAGB1, GNR1, SLAMF7, GMAHP, BCAT1, UNC13C,

GDEs lenalidomida/pomalidomida GPR18, RASGRP2, C30rf80, INHBE, BCDIN3D
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Figura 14: Diagrama de Venn de GDEs hiperexpressos na amostra de células tratadas
com lenalidomida (agente Gnico por 24 h) e de células tratadas com pomalidomida (agente
Unico por 24 h).

Quadro 7: Lista de genes gerada a partir do Diagrama de Venn de genes hiperexpressos em
tratamentos de agente Unico. (Em negrito, genes que codificam proteinas que formam redes com o

complexo CRL4A®®N + IMiDs).
TAGAP, SUPT6H, IGFBP3, RAB38, BLNK, VMP1, CXCL12, TEX14,
C150rf48, AFF4, EPHX1, CYP1A1, L GALS3BP, IKZF3, HNMT,
GDEs lenalidomida ARHGEF7, STAP2. CCL2, PPIC, STAT1, RHOU, TMEM45A, APOLS,
CSF2RB, CEBPA. FRMD4B, ASB2, 1411, USP9IX, ZNF652, EMP2,
KITLG

HBEGF, SFRP4, CMBL, CTSH, GREM2, CTSZ, NCF4, MACF1,
DOK4, IGDCC4, RBMS3, DSEL, DNIM3, BMF, PAHA2, SLC12A8,
MMP13, CRHBP, SULF1, ABCA5, PBXIP1, ACVR1, SLC35F5,
CTTNBP2NL, CALHM2, CDC42EP5, TGEBI, PHLDA1, OTUB2,
PHLDB?2, RTN4RL2, BCL2L11, ST7L, CSRP2, ANTXR1, PDK4,
ZNF697, SOCS1, NMRK1, SMitd14, ANTXR2, CA11, NF1, SATB1,
SLC44A1, LOC100506388, RTP4, KPTN, H1F0, LHX8, ZEP36L2,
HS3ST1, CALHMS6, ELOVL?, SORBS2, HEPACAM2, BMP2.

GDEs pomalidomida

EMP1, PRTFDG1, DDR2, CDH1, CBX5, ST7-AS1, PTN, DTX3L,
FGL2, MUC1, ALDH7A1, TENM3, PDGFRL, TMEM173, MYOF,
PROS1, SERPINH1, SOCS3, F13A1, PARP9, ANKRD22, LACCT,

GDEs lenalidomida/pomalidomida DYNG2H1, INOSOD, RSPH3, KDELR3, TSPAN2, C2, NFKBIZ,
SGMS2, CDK5R1, SELENOP, KCNS3, MYBPG2, PLXDG?2, GTGF,
LHFPL6, CYP1B1, BLVRA, RUBCNL, CLASP1, PSMB8-AS1, DDO,
PES1, PDE4B, IFIT3, S100A9, COL6A1, CORO1B, MYO1E.
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As andlises de expressdo génica diferencial revelaram potenciais novos
preditores de biomarcadores para o tratamento de MM, 0S genes hiperexpressos
COPS2, UBE2G1 e SPR, e o0s genes hipoexpressos BCAT1 e PSAT1.

O gene COPS2 codifica uma proteina (CSN2) que € uma subunidade essencial
do signalossomo COP9. O complexo COP9, além de estar envolvido na fosforilagéo
de NF-kB (zZhao e al., 2016), € um regulador essencial da via de conjugacdo das
ubiquitinas (Complexo E2) (Figura 14), que media a denedilacdo de culinas de
complexos como o Ubiquitina E3 ligase (Schwechheimer, 2018). A denedil¢do leva a
diminuicdo da atividade de ligase dos complexos E3 (Chung e Dellaire, 2015). A
atividade de UBE2G1 (Enzima Conjugadora de Ubiquitina E2 G1) consiste em
estender cadeias de poliubiquitina (Figura 14) (Sievers e al.,, 2018). Estudos
relataram que perda de fungdo no UBE2G1 leva a denedilacdo de alvos de
ubiquitinacdo do Complexo CRL4“REN e a uma menor taxa de ubiquitinizacéo de
IKZF3, conferindo resisténcia ao tratamento (Lu et al., 2018; Sievers e al., 2018).
Também ja foi apontado que a inibicdo de NEDDS8 é capaz de impedir a degradacao,
promovida pela talidomida, de SALL4, um fator de transcricdo que tem um papel
fundamental para o desenvolvimento de membros, associado a teratogénese da

talidomida (Donovan et al., 2018).
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Figura 15: As enzimas de nedilacdo do Complexo Ubiquitina E3 ligase, o sinalossoma COP9 e as
enzimas E2, UBE2M, UBE2G1 e UBE2D3, regulam a atividade do CRL4“"®" induzida pela lenalidomida.
(Adaptada de: Sievers e al., 2018).
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A (6R) -I- eritro -5,6,7,8-Tetra-hidrobiopterina (BH4) € um cofator essencial para
a producédo de 6xido nitrico (NO), e a Sepiapterina redutase (SPR) catalisa 0 passo
final na biossintese de BH4 (Sumi-Ichinose et al.,, 2017). Ja foi apontado que
desequilibrios na sintese de NO estdo associados a malformacdes congénitas
associadas a exposicao a teratdgenos como a talidomida (Tiboni e Ponzano, 2014).
Jéa foi relatada na literatura que a um provavel mecanismo de teratogénese através
de NO, da talidomida, seja pela inibicdo do IFN-gama em células endoteliais
vasculares (Badamtseren et al., 2011). Em MM, polimorfismos de base Unica
((rs1799983) TT, por exemplo), em NOS3 foram apontados como hiporeguladores
de NOS3 (Basmaci et al., 2016), indicando que o gene possa ter um envolvimento
na patogénese do MM. Estudos ja relataram que possivelmente o efeito
antiangiogénico em individuos expostos a talidomida possa estar relacionado a
polimorfismos de susceptibilidade em NOS3, que afetam a sintese de Oxido nitrico
(Vianna et al., 2013; Kowalski et al., 2016).

A BCAT1, aminotransferase 1 de cadeia ramificada, € uma enzima metabdlica
de aminoacidos de cadeia ramificada (BCAAs: leucina, isoleucina e valina),
considerada como um marcador de prognostico para cancer, correlacionada com
crescimento e progressdo mais agressivos (Ananieva e Wilkinson, 2018). Esta
associada a progressao do cancer de ovéario (Wang et al., 2015), ao carcinoma
hepatocelular (Zheng et al., 2016), ao mau progndéstico em pacientes com carcinoma
urotelial do trato urinario superior e da bexiga urinaria (Chang et al., 2015), entre
outros. Foi apontada como hipoexpressa nhas amostras tratadas tanto com
lenalidomida guanto com pomalidomida.
O PSATL1 (que codifica a proteina Fosfoterina Aminotransferase), € um oncogéne
relacionado a progressao de canceres e a metastase, sendo associado ao cancer de
mama RE-negativo (Gao et al., 2017), e a progressdao de carcinoma de células
escamosas de es6fago humano (Liu et al.,, 2016). Inclui ainda a associacdo a
Sindrome de Neu-Laxova, um distarbio autossémico recessivo raro (Acuna-Hidalgo
et al., 2014), e sua baixa expressao € associada a esquizofrenia (Ozeki et al., 2011).
Nao foram encontrados na literatura trabalhos que associassem 0s genes citados

acima a IMiDs.

Entre as limitacdes desse estudo é preciso mencionar que, ndo tivemos acesso

total aos dados das amostras e a dados clinicos dos pacientes que participaram dos
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estudos que aqui foram analisados. O MM pode ser classificado molecularmente,
com base em suas anormalidades citogenéticas, e estudos ja demostraram que
aberracdes cromossdbmicas como a del 17p aumentam o risco de desfechos
desfavoraveis em pacientes com recaida (Kumar e Rajkumar, 2018), Um fator que
interessante a ser analisado nas amostras que utilizamos nesse estudo, mas o qual
ndo tivemos acesso. Da mesma forma, a classificacdo clinica dos pacientes
avaliados com neuropatia periférica ndo estava explicita, logo nossa analise foi
baseada na classificacdo dos autores originais. Na busca de preditores para
biomarcadores para o tratamento de Mieloma Mdltiplo com imunomoduladores,
realizar uma andlise que abrangesse todos os genes que foram diferencialmente
expressos em todos os estudos poderia nos fornecer assinaturas moleculares
associadas ao MM e IMiDs. Porém foram utilizados 7 estudos, compostos de
diferentes tipos amostras de tecidos, tratamentos e periodos de exposicdo aos
medicamentos. Dessa forma, optou-se por nao realizar a comparagdo dos
resultados obtidos nos estudos em vista dos fatores heterogéneos entre eles, que

nao permitem uma comparacado adequada dos potenciais biomarcadores.
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5 Conclusodes

Considerando os objetivos propostos neste estudo:

Comparar o padrao de expresséo génica entre tecido normal e tumoral;

Ao comparar o padrdo de expressdo génica entre tecido normal e tumoral
encontramos um numero maior de genes que foram hiperexpressos, quando
comparado aos hipoexpressos em células de MM. As ontologias génicas foram
direcionadas principalmente a processos envolvendo Interferon e ubiquitinagéo, o
gue vai ao encontro do cenario avaliado, ja que MM € um cancer de células do
sistema imune. Genes do grupo que apresentaram uma expresséao diferencial com

logFC > 2 foram preditos interagindo com o Complexo CRL4<RN

+ IMiDs. Desses,
se destacaram os genes COPS2 e UBE2GL1. As redes de vias sobrepostas desses
genes estavam intimamente relacionadas ao processo de nedilacdo, que foi

previamente relatado como envolvido em mecanismos dos imunomoduladores.

Avaliar o padrdo de expressao e as caracteristicas dos genes, dentro da janela

de tratamento com talidomida ou seus analogos;

Ao examinarmos 0s GDEs e as caracteristicas dos genes, dentro da janela de
tratamento com talidomida ou seus analogos, como terapia de agente Unico,
pudemos observar uma taxa de genes superexpressos maior do que genes que
tiveram sua expressao diminuida. Quando avaliamos o impacto do tratamento
somente com talidomida, apenas um gene se mostrou como diferencialmente
expresso, CELSR2. Houve uma discrepancia entre o numero de GDEs em ensaios

que utilizaram amostras de medula 0ssea de pacientes diagnosticados com MM e
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células comerciais, 0 que pode ser explicado pelo ambiente de origem dessas
amostras. Diversos fatores podem influenciar a expressao génica, como exposi¢ao a
substancias quimicas, infeccdes, e tabagismo, o que pode ser mais bem controlado

guando células comerciais sao utilizadas.

Tanto o tratamento com lenalidomida quanto com pomalidomida parece
influenciar na diminuicdo da taxa de expressdo de genes relacionados a proliferacédo
celular e oncogenes, como BCAT1 e PSATL. Adicionalmente, esses farmacos
mostraram alterar a expressao de genes do sistema imune, 0 que corrobora com a
sua propriedade imunomoduladora, além de superexpressar genes envolvidos em

processos de apoptose e morte celular programada.

Avaliar o padrédo de expressao e as caracteristicas dos genes, dentro da janela

de tratamento com IMiDs associados ou ndo a outros medicamentos;

Ao investigar qual seria a influéncia de talidomida na expressao diferencial dos
genes mediante os outros medicamentos, ndo foi possivel observar GDEs. Essa
avaliacao foi feita com amostras de pacientes que utilizaram ou néo talidomida na
TT2, um sistema de tratamento que utiliza doses altas de diversos medicamentos de
diferentes classes, e que de fato influenciam também na expressdo génica (Park et
al., 2014; Garcia-Gonzalez et al., 2014; Bogsted et al., 2013).

Verificamos ainda GDEs que poderiam estar relacionados a resposta ao
tratamento com talidomida, e a neuropatia periférica, o principal efeito adversos do
tratamento com IMiDs. Apenas genes hiperexpressos foram observados nas
amostras de pacientes com resposta completa comparados a resposta parcial muito
boa. Porém, quando avaliamos GDEs em pacientes que foram classificados com um
grau de neuropatia maior que 2 e grau menor que 2, ndo obtivemos genes

diferencialmente expressos.
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Comparar os resultados encontrados com estudos que abordaram as
propriedades terapéuticas da talidomida ou seus anélogos;

Com excecdo de alguns genes, grande parte dos GDEs nao foram
relacionados ao MM ou aos IMiDs, em buscas na literatura. Embora os processos
biolégicos apontados nos estudos tenham sido em grande parte associados ao
sistema imune, outras vias de interacdo que nao envolvem as principais
propriedades, como imunomodulacdo e antiangiogénese, ja conhecidas dos IMiDs
foram identificadas, como a atividade antiproliferativa.

Embora tenhamos avaliado em diferentes tipos de cenérios do tratamento de
MM com imunomoduladores, ndo tivemos acesso a algumas informacgdes clinicas
gue poderiam ter contribuido para a classificacdo das amostras, um exemplo foi a

classificacdo do grau de neuropatia periférica.

Investigar as vias moleculares de acdo, identificando genes upstream e
downstream aos alvos da talidomida ou seus analogos, previamente

sugeridos;

Nesse trabalho, restringimos nossas buscas a genes que fossem alvos do
Complexo CRL4“"BN + |MiDs. Grande parte dos genes que estavam
diferencialmente expressos em nossas analises ndo foram preditos como parte de
redes de interacdo com os IMiDs. Porém, ndo descartamos a hip6tese de que estes
possam estar entre possiveis biomarcadores, portanto, fazer uma investigacao

desses genes € necessario.
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Investigar os processos celulares nos quais 0s genes diferencialmente

expressos estédo envolvidos;

Através das analises de expressdo génica diferencial, os genes COPS2,
UBE2G1, SPR, BCAT1 e PSAT1 revelaram-se potenciais novos alvos para o
tratamento de MM com imunomoduladores, e uma analise mais profunda deve ser
realizada para identificar quais vias e processos bioldgicos, de fato, relacionam estes

genes e a resposta ao tratamento de MM.

Este trabalho apresenta um perfil abrangente de expresséo génica do MM e da
resposta a exposicdo aos imunomoduladores. A expressao génica diferencial foi
analisada no contexto de conjuntos de genes para identificar assinaturas
moleculares associadas ao MM e IMiDs. Observamos ainda que nem todos o0s
genes com niveis de expressdo alterados apareceram nas vias significativas. 1sso
demonstra que tanto a expressao diferencial quanto a analise da via sdo importantes
na extragdo de informacgdes com relevancia biologica. Porém, utilizamos apenas
abordagens de bioinformatica, portanto, dados experimentais sdo necessarios para

validar esses achados em estudos posteriores.
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